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1-INTRODUCCION

El sistema nervioso, a lo largo de la historia, ha sido estudiado mediante distintas 6pticas
y métodos para comprender procesos fisioldgicos y patologicos. La degeneracion axonal
es un fenomeno histopatolégico comun de enfermedades neurodegenerativas. En
algunas de estas enfermedades, como esclerosis lateral amiotrofica, Alzheimer,
Parkinson, Huntington y glaucoma, se presenta degeneracion axonal incluso antes que

haya dafo patente en los cuerpos neuronales (Conforti, Gilley, & Coleman, 2014).

La forma mas comun de degeneracion axonal es la de tipo Walleriana, esta ocurre
cuando hay un daio neuronal, ocasionando asi una degeneracion en las porciones
distales a la lesion primaria. El proceso degenerativo consta de dos fases, una aguda y
una crénica. Principalmente durante la primera ocurre la edematizacion y fragmentacion
de axones, lo cual puede derivar a un estadio crénico caracterizado por una degradacion
progresiva, con la consecuente fagocitosis de las capas de mielina por las células gliales
(Beaulieu, Does, Snyder, & Allen, 1996; Beirowski et al., 2005; Concha, Gross, Wheatley,
& Beaulieu, 2006; George & Griffin, 1994; Pavelka & Roth, 2015).

En algunas ocasiones es dificil observar en un nivel macroscépico cambios significativos
después de una lesién o patologia, por lo cual se han desarrollado diversas técnicas no
invasivas que permitan inferir tanto las dimensiones como la macro y microestructura.
Una de ellas es la resonancia magnética, y particularmente las imagenes sensibles a
difusion han permitido analizar la microestructura posterior a una lesion mediante la
interpretacion de modelos matematicos (Beaulieu, 2002; Concha, Livy, Beaulieu,
Wheatley, & Gross, 2010). Los métodos basados en imagenes sensibles a difusiéon
utilizan la informacion de la difusién de las moléculas de agua para permitir inferencias
sobre la micro-arquitectura del tejido. La sefal de estas imagenes es compleja, y
habitualmente se simplifica utilizando modelos matematicos. EI modelo del tensor
propuesto por Basser y colaboradores en 1994, permite analizar el dafio por medio de
parametros de difusion en fibras con una sola orientacion y los cuales se pueden ver
alterados en funcién del tiempo de evolucién a la region de la lesion primaria (Concha et
al., 2006; Liu, Gross, Wheatley, Concha, & Beaulieu, 2013). Sin embargo, mas de dos

terceras partes de la materia blanca en sistema nervioso presenta cruces de fibras, por



lo que el modelo del tensor no es adecuado en estas regiones (Concha, 2014; Jeurissen,
Leemans, Tournier, Jones, & Sijbers, 2013). Es por ello que se han desarrollado nuevos
modelos analiticos, los cuales han otorgado una mejor informacioén de la orientacion y
distribucion de las fibras (Tournier, Calamante, Gadian, & Connelly, 2004; Tournier, Mori,
& Leemans, 2011).

Existe poca evidencia de una correspondencia biolégica con estas nuevas propuestas
analiticas. En un estudio reciente, Rojas-Vite y colaboradores demostraron la alteracién
de parametros de difusiéon ex vivo con los modelos CSD, multi-tensor MRDS (Multi-
resolution Discrete Search) y DIAMOND (Dlstribution of Anisotropic MicrOstructural
eNvironments in DWI) en quiasma 6ptico en un modelo murino sometido a isquemia
retiniana con una correspondencia del tejido por medio de segmentacién axonal a 5
semanas posterior a la lesién (Adachi, Takahashi, Nishikawa, Miki, & Uyama, 1996;
Rojas-Vite et al., 2019). Sin embargo, es necesario evaluar la sensibilidad de estos
modelos para la deteccion y caracterizacion de los eventos que suceden a lo largo del
proceso de degeneracion axonal. El objetivo de este trabajo es evaluar mediante
imagenes sensibles a difusion por resonancia magnética en distintos intervalos la
sensibilidad de modelos de analisis en regiones de cruces de fibras y su correlacion
histolégica cuantitativa ex vivo de la degeneracién axonal en el modelo del quiasma
optico con isquemia retiniana. Al igual que en el trabajo de Rojas-Vite y colaboradores,
en este trabajo aprovechamos el arreglo de los axones en la via visual, particularmente
su decusacién a nivel del quiasma, de manera que se dispone de segmentos con una

sola poblacion axonal (nervio 6ptico) y una region de cruce de axones (quiasma).



2- ANTECEDENTES
2.1 SISTEMA NERVIOSO Y SUSTANCIA BLANCA

El sistema nervioso central (SNC) se encuentra principalmente conformado por neuronas
y células gliales. En mamiferos, las primeras se encuentran en un 10 % y el 90 % restante
son gliales. La morfologia basica de una neurona consta de un soma, un axén y un
numero variable de dendritas (figura 1). En el soma neuronal se encuentran distintos
organelos como son: mitocondrias, microtubulos, aparato de Golgi, reticulo
endoplasmico, entre otros. Estos se encuentran inmersos en citoplasma o liquido
intracelular y rodeados por una bicapa lipidica semipermeable que los separa del liquido
extra-celular. El correcto funcionamiento entre los componentes y su ambiente, permite

mantener la organizacion de la microarquitectura del tejido (Edgar & Giriffiths, 2014).

Otros elementos celulares son los oligodendrocitos, que principalmente recubren la
longitud de los axones con una capa de lipidos y proteinas denominada mielina. Un solo
oligodendrocito puede elaborar 60 capas de mielina y las cuales pueden rodear los
axones hasta 160 veces (Edgar & Griffiths, 2014; Hildebrand, Remahl, Persson, &
Bjartmar, 1993). La capa de mielina no es continua, sino que se encuentra separada en
secciones por areas desprovistas de mielina llamadas nodos de Ranvier. La alternancia
de zonas con alta y baja impedancia i6nica favorece una conduccion eléctrica saltatoria
del impulso nervioso, es decir, mas rapida que en los axones no mielinizados (Edgar &
Griffiths, 2014).

Entre estos componentes existe una estrecha relacién, por ejemplo; los axones influyen
en la diferenciacion de oligodendrocitos, la actividad eléctrica axonal promueve la
mielinizacion, las dimensiones de la mielina estan reguladas por sefales axonales, los
oligodendrocitos proveen del mantenimiento de axones, entre otros (Charles et al., 2000;
Edgar & Griffiths, 2014; Fanarraga, Griffiths, Zhao, & Duncan, 1998).

El SNC esta principalmente dividido en sustancia blanca y gris. La sustancia blanca
constituye los tractos en los cuales los axones se extienden de una region a otra en el
SNC, y la sustancia gris estd compuesta por los somas de las neuronas, células gliales,

dendritas y abundantes capilares hematicos. La mayor densidad de éstos condiciona el



color grisaceo que se observa en ciertas areas de especimenes de tejido no fijado. En
humano la sustancia blanca comprende alrededor del 40 % del tejido, y algunos ejemplos
de los fasciculos son: el cuerpo calloso, fimbria, tracto corticoespinal y nervio éptico, por
mencionar algunos. En su mayoria tienen una direccion predominante como lo es el
nervio 6ptico, el cual se extiende desde las células ganglionares de la retina en el ojo
hasta diferentes regiones cerebrales conformando la via visual (Edgar & Griffiths, 2014;
Hildebrand et al., 1993).

Dendritas

Nodo de Ranvier T
Axon mielinizado

Figura 1. Esquema de neurona y oligodendrocito. En “a” se esquematiza una neurona
sefalando sus diferentes regiones; soma, axon y dendritas. En “b” se observa un
oligodendrocito, el cual sintetiza la mielina que recubre la longitud del axén, esto lo hace
en distintos puntos dejando un espacio (nodo de Ranvier) entre cada uno de los
oligodendrocitos. En “c” se muestra una micrografia electrénica (ME) de un corte
perpendicular al eje mayor de un axoén. La flecha amarilla indica una mitocondria en el

citoplasma axonal, la cabeza de flecha sefala microfilamentos. El axén se encuentra



rodeado por capas de mielina que se observan como las regiones mas obscuras en esta

micrografia. Tomada y modificada de (Edgar & Griffiths, 2014).
2.1.1 Estructura de la via visual

La via visual se encuentra regionalizada y contiene una serie de elementos celulares que
permiten las distintas funciones durante la vision. EI comienzo de esta via ocurre por
medio de la captacién de luz en la cornea, continua por la pupila y cristalino (figura 2, a),
posteriormente sigue por el humor vitreo hasta incidir en la retina, la cual posee cinco
tipos neuronales que, entre otros, establecen conexion entre ellas. Se definen 10 capas
anatémicas en la retina, en las cuales se encuentran las neuronas fotorreceptoras (conos
y bastones), las células bipolares, horizontales, amacrinas y células ganglionares (GC)
(figura 2, b). En humano hay aproximadamente siete capas de los cuerpos de las CG en
la parte central (60-80 um) y en la periferia es menor incluso llegando a ser solo de una

capa (10-20 um) (Forrester, McMenamin, Dick, & Pearlman, 2016).

Los axones de las CG convergen en el disco Optico (punto ciego) en la cual no hay
fotorreceptores (Forrester, McMenamin, Dick, & Pearlman, 2016). Los axones de las CG
forman el nervio 6ptico y, cada uno de ellos esta recubierto por una vaina mielina. El
nervio Optico esta organizado en pequefios grupos de axones o fasciculos divididos por
tejido conectivo y glia; en su porcién externa el nervio optico estad rodeado por liquido
cefalorraquideo. En el humano, el nervio 6ptico proyecta centralmente penetrando en la
cavidad craneana, y posteriormente, forma el quiasma optico en el piso del tercer
ventriculo. El quiasma 6ptico se origina por la decusacion de alrededor de 50 % de las
fibras provenientes del ojo contralateral y el otro 50 % permanece ipsilateral (figura 2, c)
(Forrester et al., 2016). A diferencia de esto, el quiasma 6ptico de la rata decusa mas del
90 % de las fibras y el resto se mantiene ipsilateral (Forrester et al., 2016; Jeffery &
Erskine, 2005).

Posteriormente el quiasma continda con los tractos Opticos que rodean los pedunculos
cerebrales de la porcion rostral del mesencéfalo; al penetrar las fibras se dividen en
fasciculos que en su mayoria proyectan al nucleo geniculado lateral (NGL); alrededor de
un 10 % restante conecta con el area pretectal y con los coliculos superiores (Forrester

etal., 2016). Del NGL emergen unos tractos llamados “radiaciones 6pticas” que terminan



en la corteza visual, la cual integra los impulsos procedentes de las diferentes areas de

la retina de ambos ojos y procesa la informacion visual recibida (Forrester et al., 2016).
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Figura 2. Regiones y componentes celulares de la via visual. En “a” se observa el globo
ocular sefalando diversas partes en las que destaca la retina. En “b” se esquematiza la
ampliacion de la retina con los tipos celulares que la componen. En “c” se muestra la
vista general del trayecto de los axones provenientes de las células ganglionares

retinianas hasta la corteza visual primaria. llustracion modificada de Jeremias di Pietro —
CCT CONICET Cordoba.

2.2 DEGENERACION WALLERIANA

La degeneracion Walleriana se define como el proceso subsecuente a una lesion
neuronal, generando asi una degeneracion distal al dafo. La degeneracién distal se
caracteriza por desintegracion granular del citoesqueleto y presencia de ovoides de
mielina (Concha et al.,, 2006; Conforti et al., 2014; Perry, 2005). El proceso de



degeneracion ocurre en dos fases. La fase aguda sucede en las primeras 24-48 h
posterior a la lesion precipitante, mientras que la fase cronica puede durar varios meses
(Waller, 1850). Algunas de las primeras descripciones de este ultimo con un seguimiento
longitudinal se encuentran en el trabajo de Williams y Hall de 1971, quienes realizaron
una lesién en el nervio ciatico de ratas y observaron la progresion del dafio en las fibras
anteriores tibiales diariamente durante 20 dias, y después cada 5 dias hasta los 60 dias
post lesion (Williams & Hall, 1971). Este tipo de estudios describen la fragmentacion en
los primeros dias, seguido de la infiltracion de macréfagos y degradacion de la mielina
en semanas y como evento final, fibrosis y atrofia de los tractos (Thomalla & Glauche,
2005; Williams & Hall, 1971).

Algunas aproximaciones para el estudio de la microarquitectura durante la degeneracion
Walleriana involucran el uso de técnicas de inmunohistoquimica para la identificacion de
neurofilamentos o mielina. En 2012 Qin y colaboradores estudiaron el tracto cortico
espinal de gatos en diferentes etapas de sobrevivencia después de la lesién, observando
degeneracion axonal a partir del segundo dia caracterizada por edema y desintegracion
axonal. Al sexto dia, hubo un incremento de vacuolas y de axones edematizados. Otro
elemento que puede ser visualizado en esta etapa son los axones degradados a manera
de fragmentos densos. Estos ultimos son mas frecuentes en especimenes obtenidos 10
dias posteriores al dafio y persisten en los estadios cronicos (i.e. 20, 30, 45, 60 dias)
(figura 3, a) (Qin et al., 2012).

Los estudios realizados en nervio éptico confirman los resultados obtenidos en tractos
centrales (Sun y cols 2008). Después de provocar la lesidén de la via Optica, se utilizaron
técnicas de inmunohistoquimica a diferentes lapsos después de la lesién; los
especimenes procesados para visualizar neurofilamentos mostraron un decremento
significativo con la tincion de neurofilamentos fosforilados (NF) a los tres dias de la lesion
con respecto a los controles, sin embargo no observaron diferencias en esta etapa
temprana de la lesion sino en una fase crénica mediante la tincion para mielina (PBM)
(figura 3, b) (Sun, Liang, Cross, & Song, 2008).

En breve puede concluirse que durante el proceso de degeneracion axonal

postraumatica la integridad axonal se ve progresivamente alterada. En la micrografia



superior del panel “c” de la figura 3 se observan axones por medio de microscopia
electronica (Qin et al., 2012). En el animal intacto la mielina es compacta, los organelos
y el espacio intra-axonal son de caracteristicas normales, a diferencia de la micrografia
inferior en la que particularmente se puede observar la mielina laxa, lo cual resulta del
proceso de infiltracion de material externo. Las mitocondrias estan tumefactas y

reducidas en numero y la densidad axonal ha disminuido considerablemente.

Tincion NF e
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Figura 3. Histopatologia de la degeneracién Walleriana aguda y crénica. En el panel “a”
se observan dos tinciones en el tracto cortico-espinal de gato. En la inmunohistoquimica
de NF se puede observar una reduccion a partir de los 2 dias post lesidbn con una
progresiva pérdida en el dia 30 después del dano. La tincidén de azul de luxol rapido (ALR)
tine las capas de mielina en con azul y cuerpos celulares con morado y se muestra una
alta densidad de mielina en el grupo control la cual se ve reducida a los dos dias
posteriores a la lesion. Al dia 30 post lesidn ésta ha disminuido considerablemente



exponiendo la microglia. Las cabezas de flechas blancas indican la microglia activada
que presumiblemente fagocité restos axonales y las cabezas de flechas negras la
microglia con restos de mielina. En el panel “b” se observan dos tinciones en nervio 6ptico
de rata, en la parte superior es tincion de NF y en la parte inferior con proteina basica de
mielina. Los cambios en NF son observados a partir de los 3 dias post lesidon y continua
de manera similar para los 14 dias, a diferencia de la proteina basica de mielina que no
se observan diferencias evidentes en el dia 3 post lesidén sino hasta los 14 dias. En el
panel “c” se muestran dos micrografias de microscopia electronica, en la imagen superior
se observan axones de diversos diametros con mielina compacta a diferencia de la
imagen inferior que presenta mielina degenerada. En ambas micrografias las flechas
amarillas indican mitocondrias en el espacio intra-axonal y las lineas punteadas amarillas

indica la mielina. Tomado y modificado de (Qin et al., 2012; Sun et al., 2008).
2.2.1 Alteraciones celulares de la degeneracion Walleriana

En los estadios iniciales post lesion existe una acumulacion progresiva de los organelos

intracelulares del area proximal al dafio. Un segundo estadio es la disolucion del
citoesqueleto de manera granular volviendo asi al axoplasma en una representacion
amorfa (Perry, 2005). La duracion de los estadios varia entre especies, la longitud de los
axones danados, la temperatura, la funcion (sensorial o motor) y su localizacién (i.e. en
SN periférico o en SNC); estos mismos factores inciden en la velocidad de avance de la
degeneracion (Perry, 2005). En el nervio olfatorio del pez aguja, se ha establecido que
la degeneracion es mucho mas lenta en comparacion con lo que ocurre en los mamiferos
(Perry, 2005). Por otra parte, estudios realizados en nervio frénico de rata y proyecciones
de la raiz dorsal de neuronas ganglionares sensoriales han descrito velocidades de
extension del proceso degenerativo de aproximadamente 3 mm/hr (George & Giriffin,
1994; Perry, 2005).

A partir de las primeras descripciones de la degeneracion Walleriana y una subsecuente
idea sobre el cuerpo celular como generador de proteinas y otras moléculas para la
subsistencia del resto de la célula, surgieron hipodtesis planteando que la ausencia de
estos materiales generaria la disrupcion axonal distal caracteristica (Perry, 2005). Sin

embargo, se ha descrito una degeneracién lenta en una cepa de ratén (C57B1/Ola)



llamada ahora Wids (Tsao, Brown, Carden, McLean, & Perry, 1994). Una lesion en una
cepa comun resulta en la pérdida de la conductividad eléctrica en la porcion distal dentro
de un dia o dos; a diferencia de esto, la cepa WIlds continua con la conductividad eléctrica
hasta por 2 semanas. El retraso observado permitidé sugerir que la degeneracion
Walleriana es un proceso activo que requiere la presencia y activacion de una via celular
que regule la disgregacion del axoplasma (Perry, 2005; Tsao, Brown, Carden, McLean,
& Perry, 1994)

Durante el proceso degenerativo se ha observado que el flujo de calcio posterior al
periodo de retraso, juega un papel relevante, ya que activa las calpainas que favorecen
la degradacién granular del axoplasma, por lo que el bloqueo los canales de calcio
provoca un retraso en la degradacion del citoesqueleto (Mata, Staple, & Fink, 1986;
Schlaepfer & Hasler, 1979; George, Glass, Griffin, 1995). Bajo estos resultados surgieron
mas preguntas relacionadas al flujo del calcio y en 2003 Ouardouz y colaboradores
mostraron que la isquemia de la columna dorsal resulta en un incremento en el calcio
intra-axonal, incluso sin calcio extracelular, mostrando asi que, en los estadios iniciales
de la degeneracion axonal, el aumento del calcio intracelular alrededor de los perfiles del
reticulo endoplasmico intra-axonales, condiciona la degradacion de neurofilamentos
(Ouardouz et al., 2003; Perry, 2005).

2.3 RESONANCIA MAGNETICA
2.3.1 Imagenes sensibles a difusién

Las imagenes sensibles a difusion permiten la inferencia de la microestructura. El
principio en el que esta técnica esta basada es en el movimiento de la auto-difusién del
agua ya que naturalmente tiene un movimiento azaroso dependiente de la temperatura,
descrito por primera vez por Robert Brown en 1828, por lo que se le llama movimiento
Browniano. Posteriormente Einstein resolvid estas observaciones de una manera

matematica:
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Esta ecuacion establece que el coeficiente de difusion, D (mm?/s), es proporcional a la
media del desplazamiento al cuadrado, (A r?) dividido por el nimero de dimensiones, n,
y el tiempo de difusion (Dt) (Alexander, Lee, Lazar, & Field, 2007; Einstein, 1905; Robert,
1828).

Los factores que inciden sobre la difusién del agua o también conocida como auto-
difusién (ya que las moléculas del soluto y solvente son las mismas) son el peso
molecular, interacciones intermoleculares y la temperatura (Beaulieu, 2002). A una
difusidn sin restriccion al movimiento se le conoce como isotrépica (igual para todas las
direcciones) y es facilmente observado en liquido cefalorraquideo, pero cuando este
movimiento se ve restringido por alguna barrera y hay una direccion definida por dicha

restriccion, se conoce como difusion anisotropica (figura 4) (Beaulieu, 2002).

Difusion isotro’pica Difusion aniSOtr()pica

Figura 4. Movimiento del agua isotropico y anisotrépico. En el lado izquierdo se observa
los ventriculos con liquido cefalorraquideo, en el cual la difusion del agua es isotrépica y
es esquematizada con una esfera en la cual las lineas representan el movimiento de las
moléculas de agua en todas direcciones. En el lado derecho se esquematiza una
poblacién de fibras, la cual tiene una direccién preferente y las moléculas de agua en la
imagen contigua corresponden a esa direccién en el eje y. Tomada y modificada de
(Rosenbloom, Sullivan, & Pfefferbaum, 2003).



El D del agua a 37° C es alrededor de 3.04 x 10-* mm?/s. En el sistema nervioso las
barreras intra y extracelulares que son impuestas al movimiento libre del agua pueden
ser las membranas celulares, capas de mielina, citoesqueleto, fibras adyacentes,
organelos, pero principalmente quienes influyen directamente sobre la anisotropia son
las membranas celulares y de una manera moduladora las capas de mielina (Beaulieu,
2002; Concha, 2008; Gulani, Webb, Duncan, & Lauterbur, 2001). Estudios tanto en SNC
como en periférico han demostrado una alteracion en la difusién paralela (axial) y
perpendicular (radial) en casos de degeneracion Walleriana en regiones de sustancia
blanca sin cruces de fibras, como el cuerpo calloso o el férnix (Concha et al., 2006; Liu
et al., 2013).

La manera en que es aprovechada esta propiedad del agua en resonancia magnética
fue descrita por primera vez por Hahn en 1950 (Hahn, 1950) al presentar el eco de spin
y cada vez el coeficiente de difusion (D) tomé mayor relevancia, hasta los trabajos de
Stejkal y Tanner en 1965, en el cual proponen una manera facilitada de cuantificar estos
coeficientes con el uso de la secuencia de pulsos de gradiente con eco spin (PGSE)
(Stejskal & Tanner, 1965).

La secuencia para adquisicion de imagenes sensibles a difusion (figura 5) se basa en
codificar la posicion espacial de las moléculas de agua a t = 0. Posteriormente, invertir
la fase de spin con un pulso () y decodificar la posicion después del tiempo (7). El uso
de los gradientes magnéticos durante esta secuencia es para la codificacion y
recodificacién de la posicidn de los spins, dependientes de la amplitud G, duracién (6) y
la separacion de tiempo (A) de los gradientes sensibilizadores de difusidén (Stejskal &
Tanner, 1965).
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Figura 5. Esquema de una secuencia para adquisicion de imagenes sensibles a difusion.
Tomada y modificada de (Concha, 2008).




Modificando los parametros descritos se puede alterar la sensibilidad al movimiento de
las moléculas, lo que es llamado el “valor b”. Determinado por la siguiente ecuacion:
b =y2G%*6%(4 — §/3)

En la cual y es la constante giromagnética y las unidades del valor b es en s/mm?. Valores
bajos del valor b, seran solo afectadas medianamente por las propiedades del tejido. Sin
embargo, cuando hay incremento de este valor, la atenuacion de la sefial se ve
comprometida pero la sensibilidad a pequefias escalas espaciales se incrementa, lo que
permite la evaluacion de la complejidad y heterogeneidad de la microestructura
(Graessner, 2011; Tang & Zhou, 2019).

2.3.1.1 Modelo del tensor

Una vez obtenidas las imagenes sensibles a difusibn son analizadas con distintos
modelos matematicos. Uno de ellos es el modelo de tensor (DTI), puede ser utilizado
para caracterizar la difusion tridimensional del agua como una funciéon de localizacion
espacial, en cual se toman las medidas de difusién en diferentes direcciones y usando la
descomposicion del tensor, se extrae la difusion paralela y perpendicular de las fibras,
obteniendo asi los 3 vectores principales (eigenvectors) de cada voxel, y asi construir
mapas cuantitativos (Tournier, Calamante, Gadian, & Connelly, 2004). Esto permite que
el modelo describa la magnitud, el grado de anisotropia, y la orientacion de la difusion de
una poblacion de fibras. Uno de los mapas cuantitativos mas utilizados es el de la fraccion
de anisotropia, que indica el grado de asimetria de la difusion en un voxel (Alexander et
al., 2007; Assaf & Pasternak, 2008; Basser, Mattiello, & LeBihan, 1994).

El modelo descrito por Basser en 1994 es ampliamente utilizado en regiones donde se
conoce que existe un sola de poblacién de fibras con una direccién preferente en materia
blanca, como lo es en tracto corticoespinal, fimbria, nervios dpticos, entre otros, e incluso
en estas estructuras se han logrado identificar patologias asociadas a con estas fibras
(Auriat, Borich, Snow, Wadden, & Boyd, 2015; Basser et al., 1994).

En materia blanca, el modelo del tensor representado por unos elipsoides otorga

informacion del estado de la microestructura. En el cual estas son mas isotrépicas en



regiones con mayor cantidad de agua libre o complejidad del tejido, como se observa en

panel a de la figura 6.

En los ventriculos donde existe mayor cantidad de liquido el valor de la FA tiende a cero,
mientras que en regiones con una poblacion de fibras bien definidas como en cuerpo
calloso los valores de FA tienden a ser cercanos a 1 (Walhovd, Johansen-Berg, &
Karadottir, 2014). Sin embargo, estas métricas no solo dependen de la cantidad de
liquido presente en el tejido, sino de la distribucién y orientacion de las fibras en cada
voxel (Walhovd et al., 2014). En estos casos podemos encontrar voxeles con cruce de
fibras como en a del panel B de la figura 6. Ya que aqui al encontrarse dos poblaciones
de fibras en un solo voxel con dos direcciones distintas, el modelo del tensor no es capaz
de describir adecuadamente lo que ocurre en la regién, resultando en elipsoides mas
isotrépicos (Walhovd et al., 2014), siendo una de las limitaciones, ya que en la mayoria

de la substancia blanca humana existen este tipo de cruces (Jeurissen et al., 2013).

En la figura 6a podemos observar lo mencionado anteriormente con relacion al cuerpo
calloso, el cual conserva una direccion bien definida y por lo tanto los elipsoides son
elongados manteniendo un eje principal evidente. Ademas, podemos encontrar casos en
los cuales las fibras dentro de un voxel se encuentran con una distribucién mas compleja
(Walhovd, Johansen-Berg, & Karadottir, 2014).
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Figura 6. Modelo del tensor en materia blanca. En “a

se observa un mapa de fraccion
de anisotropia (FA) de un cerebro humano en el cual se observa la difusion isotrépica de

una region como el liquido cefalorraquideo y un elipsoide anisotrépico en cuerpo calloso.



En el panel “b” se observan 3 voxeles con distintas caracteristicas de las fibras presentes.
Lo que genera diferentes magnitudes en las difusiones radiales y perpendiculares. En
verde un voxel con cruce de fibras, en azul un voxel con una poblacion de fibras bien
definida y en rojo una poblacion de fibras que contiene mayor complejidad en su

distribucion de las mismas. Tomado de (Walhovd et al., 2014).

2.3.1.2 Deconvolucion esférica restringida

Dadas las limitaciones del modelo del tensor, se han desarrollado nuevos modelos
matematicos de la sefal, que permitan obtener mas informacién de cada voxel en las
imagenes sensibles a difusion y asi realizar una mejor inferencia de las caracteristicas
vectoriales de las fibras presentes (figura 7). Algunas de estas técnicas presentan
distintas ventajas y limitaciones, pero algo necesario para que sea implementado en la
clinica es la necesidad de un tiempo de adquisicion de imagenes razonable (i.e 30 — 90
mins), es por lo que el modelo de deconvolucion esférica restringida (CSD, por sus siglas
en inglés) es una de las mas plausibles. Para ello, es necesario obtener la funcién de
distribucion de orientacién de las fibras (fODF, fiber orientation distribution function, por

sus siglas en inglés de la senal (Tournier et al., 2004, 2011).

Asi como en el modelo del tensor (figura 7, tensor) existen métricas que nos permiten
obtener informacioén cuantitativa del estado de la microestructura, CSD también tiene las
propias derivadas de cada poblacién presente en un voxel. Estas métricas son una
descripcion geométrica de la fODF (figura 7, CSD). Una de estas métricas, es la densidad
aparente de fibras (AFD, por sus siglas en inglés), en ella se representa la integral de los
“l6bulos”, la amplitud de estos esta determinada por el pico maximo de la distribucion de
fibras (PEAK) y la “Dispersion” es una relacion entre estas dos. Ademas, existe otra
métrica llamada “Complejidad”, que otorga informacion de las poblaciones de fibras

presentes con sus tamarios relativos (Raffelt et al., 2012).
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Figura 7. Representacion grafica del modelo del tensor y CSD dependiendo de la
orientacion de fibras en un voxel. En el lado izquierdo se visualizan tres voxeles, cada
uno con una orientacién de las fibras distintas, en el cual el ultimo presenta fibras en dos
orientaciones. En el lado derecho se esquematiza el modelo del tensor para cada uno de
estos voxeles, observando que no es capaz de dar informacién suficiente de ambas
poblaciones, a diferencia del modelo de CSD que contiene los Iébulos indicando la

orientaciéon de cada poblacion. Tomada y modificada de (Farquharson et al., 2013).

Este modelo ha demostrado proporcionar una mejor interpretacion de lo que sucede en
la microestructura del sistema nervioso (figura 8), sin embargo, existe poca evidencia de
correspondencia biolégica de lo generado por estos modelos matematicos (Grussu et al.,
2017; Rojas-Vite et al., 2019).




Figura 8. Orientacion local de tractogramas. Tractogramas generados con el modelo del
tensor (derecha) y un modelo con base en la distribucion y orientacién de las fibras

(izquierda). Tomada de (Farquharson et al., 2013).
2.3.1.3 Método de busqueda multi-resolucion discreta (MRDS)

Otro método para el analisis de imagenes sensibles a difusién por resonancia magnética
en voxeles con cruces de fibras, es un método multi-tensor basado en la “busqueda multi-
resolucion discreta” (MRDS por sus siglas en inglés) (Coronado-Leija, Ramirez-
Manzanares, & Marroquin, 2017). Este método permite la estimacion geométrica intra-
voxel de las propiedades de difusidon con angulos de cruces relativamente pequenos, asi
como una estimacion mas acertada en baja relacion sefal/ruido (SNR, Signal-to-noise-
ratio) dado que estima la funcién de respuesta (tensor) por voxel y por poblacién de
fibras. Algunas de las ventajas que muestra este modelo con respecto a CSD es que
presenta mejoras en la precision de la estimacién del numero y orientacion de las
poblaciones de fibras presentes en el voxel. Por otro lado, provee resultados efectivos
para la estimacion de la difusion axial y radial por poblacion de fibras (Coronado-Leija et
al., 2017).

2.4 ISQUEMIA RETINIANA

Para el estudio de la degeneracion axonal (Walleriana), estudios previos han utilizado el
modelo de isquemia retiniana unilateral. En este modelo se provoca la muerte de las CG
en la retina, que conlleva a la degeneracion de sus axones (que forman el nervio éptico).
La lesidon de se provoca mediante reduccion del flujo sanguineo total del ojo de rata por
la elevacion de la presién intraocular, por medio de la canulacion de la camara anterior.
Los dafios ocasionados pueden ser observados en estudios histopatologicos vy
morfométricos (Adachi et al., 1996; Takahashi, Lam, Edward, Buchi, & Tso, 1992).

El grado de degeneracion depende del tiempo de isquemia (Adachi et al., 1996), logrando
observar cambios en el nervio éptico desde los primeros 45 minutos a una presion de
120 mm/Hg. En etapas posteriores a la lesién, el dafio a nivel histoldgico se ve reflejado
en la degeneracién de las CG retinales y la capa plexiforme interna por medio de tinciéon

con hematoxilina y eosina (Song et al., 2003). La degeneracién ocasionada repercute a



todo el nervio, llegando asi hasta el quiasma optico, donde los axones cruzan la linea
media, entrecruzandose con axones intactos provenientes del ojo no afectado (Rojas-
Vite et al., 2019; Sun, Liang, Cross, & Song, 2008).

Mediciones en serie que incluyen tiempos tempranos en un modelo de dafio al nervio
optico por aumento de presion en el ojo de la rata, han llevado a la observacidon de que
las difusiones individuales son producto de indicadores de tejido mas especifico. La
reduccion de la difusion paralela en la post-isquemia retiniana temprana, sin un cambio
en la difusién perpendicular, se ha correlacionado con dafio axonal, y la elevacién de la
difusion perpendicular fue asociada con la degradacion de la mielina (figura 9) (Song et
al., 2003). Este comportamiento tiempo dependiente al dafio de la difusion paralela y
perpendicular, se ha observado en otros modelos experimentales e incluso en analisis in
vivo de pacientes que fueron sometidos a una transeccién de la porcion anterior del
cuerpo calloso como tratamiento a convulsiones aténicas que no responden a
medicacion, y en la fimbria-férnix, posterior a una transeccién en pacientes con epilepsia
de I6bulo temporal (Concha et al., 2006; Liu et al., 2013; Song et al., 2003). Estos
hallazgos han demostrado que es posible inferir la estructura del tejido nervioso de

manera no invasiva, al menos en regiones de sustancia blanca donde todos los axones

siguen la misma direccién.

Figura 9. Cuantificacion por resonancia magnética y su relacion con histologia. En el

panel de la izquierda se puede observar unas secciones de nervio 6ptico marcadas por
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inmunohistoquimica para neurofilamentos (SMI-31). En A y B se observa un nervio
intacto, en C y D un nervio de 3 dias posteriores a la lesion y finalmente en E y F
corresponde a un nervio 7 dias post-lesion. La barra de escala indica un tamano de 100
Mm. En el panel de la derecha se pueden observar cuatro graficas que corresponden a
meétricas de mapas cuantitativos derivados del modelo del tensor en registros
longitudinales de diversos dias. En A, se muestra la anisotropia relativa, en B el “trace”
(suma de los 3 vectores principales), en C se observa los cambios de la difusion paralela

y en D la difusion radial. Tomada de (Song et al., 2003).

El modelo de isquemia retiniana es ideal para poder hacer una evaluacién de la difusion
del agua en presencia de una sola poblacion de axones, ya sean intactos (nervio que
emerge del ojo no afectado), o degenerados (nervio que emerge del ojo isquémico). Su
extension resulta trivial, pero altamente informativa, pues en el quiasma es posible
evaluar la difusion del agua en presencia de dos poblaciones de axones que se cruzan,
cada una con caracteristicas particulares, presentando una oportunidad para realizar una
evaluacion directa de la capacidad de los nuevos métodos cuantitativos del analisis de
imagenes de difusion para la inferencia de caracteristicas histoldégicas en sitios con

arquitectura compleja.



3-JUSTIFICACION

Las imagenes de difusion permiten acceder a informacion histolégica de forma no
invasiva, lo que supone un importante avance para el diagnostico y seguimiento de
enfermedades neurologicas. Durante diversas enfermedades neurodegenerativas existe
una pérdida axonal considerable que a nivel macroscopico es usualmente imperceptible
sino hasta etapas avanzadas de la patologia. Uno de los procesos histopatologicos
principales durante un dano es la degeneracion Walleriana, en el cual se ha observado
que la difusion del agua inter e intra-axonal se ve alterada. Es por ello que actualmente
existen técnicas no invasivas que permiten el analisis de la microestructura en alteracion
fisicas del sistema nervioso. La resonancia magnética por difusién es una de las mas
utilizadas debido a la alta informacion generada y que es no invasiva, es decir, no se
requiere alguna manipulacién directa del tejido o de intervencién quirurgica. En sitios sin
cruces de fibras, el modelo del tensor ha demostrado su utilidad. Sin embargo, la mayoria
de la sustancia blanca presenta cruces de fibras, invalidando las inferencias del modelo
del tensor. Se han desarrollado diversos modelos matematicos que son capaces de lidiar
con arquitecturas complicadas de fibras nerviosas. Ejemplos de ellos son la
deconvolucion esférica restringida (CSD) y el método multi-tensor, multi-resolution
discrete-search (MRDS). Al igual que el tensor, estos métodos son altamente sensibles
a la degeneracion axonal en sitios sin cruces de fibras. Sin embargo, es necesario
evaluar la sensibilidad de métodos analiticos de regiones con cruces de fibras ante los
cambios morfolégicos tempranos dependientes del tiempo posterior al dafio con las
imagenes histoldgicas, ya que se ha observado en estudios que un dafio axonal agudo
ocurre en las primeras horas o dias, pero ademas puede presentarse una degeneracion
tiempo dependiente al dafo correspondiente a una pérdida de mielina, procesos
importantes a considerar en patologias neurodegenerativas y en la detecciéon temprana
de las mismas. Por lo tanto, es necesario evaluar si existe una correspondencia
histologica con la sensibilidad de métodos analiticos de regiones con cruces de fibras,
particularmente con CSD y MRDS en imagenes por resonancia magnética en un estudio
con distintos intervalos de avance de la patologia para apoyar su uso en la clinica en la

deteccion temprana de cambios morfolégicos de la microestructura.



4-HIPOTESIS

La sensibilidad del modelo de deconvolucion esférica restringida (CSD) y MRDS es
suficiente para identificar cambios en la microestructura post isquemia de los nervios y
quiasma optico en distintos intervalos (1, 7 y 30 dias post-isquemia) con respecto al tejido

intacto.

Existe una correlacién en los parametros histoldégicos analizados con los analisis de las
imagenes sensibles a difusion por resonancia magnética en ambas condiciones (control
y experimental) en nervios y quiasma optico en distintos intervalos (1, 7 y 30 dias post-

isquemia).
5-OBJETIVO

Evaluar en cuatro intervalos (control, y 1, 7 y 30 dias post-isquemia) con imagenes
sensibles a difusidon por resonancia magnética la sensibilidad de modelos de analisis en
regiones de cruces de fibras y su correlacion histolégica ex vivo de la degeneracion

axonal en quiasma 6ptico en un modelo por isquemia retiniana.
6-SUJETOS

Se utilizaron 19 ratas macho de la cepa Wistar, de 300-350 g, cuatro controles y las 15
restantes fueron lesionadas. El grupo experimental fue subdividido en 3 grupos de 5 ratas
cada uno (1, 7 6 30 dias). Para las ratas utilizadas como controles, en ellas no se realizé
ninguna manipulacién experimental. A todos los individuos se les realizé una resonancia

magnética ex vivo y los respectivos cortes histoldgicos (figura 10).

Condicion Escaneo ex vivo Histologia Numero de animales
Control X X 4
1 dia X X 5
7 dias X X 5
30 dias X X 5

Figura 10. Disefio experimental



7-METODOS
7.1 INDUCCION DE ISQUEMIA RETINIANA

La isquemia fue inducida por medio del incremento de la presién intraocular con la
canulacion de la camara anterior del ojo derecho de 15 ratas y las otras 4 fueron
utilizadas como controles. Se administré 0.1 ml/100 g de una mezcla de ketamina (70
mg/ml) (PiSA, Hidalgo, México) / xilacina (4 mg/mL) (Cheminova, Ciudad de México,
México) y solucion salina al 0.9 % (PiSA, Jalisco, México) via intramuscular para
anestesiar a los sujetos, posteriormente se colocaron en un marco estereotaxico para
mantener fija la cabeza durante todo el tiempo del procedimiento experimental, ademas,
debajo de los animales se colocd una camilla térmica para mantener su temperatura

corporal.

Posteriormente, se realizé la canulacion de la camara anterior del ojo derecho y se
administré solucién salina al 0.9 % elevando la presién intraocular a 120 mmHg durante

90 minutos (figura 11) tal como descrito previamente (Adachi et al., 1996).
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Figura 11. Modelo de isquemia retiniana. En panel “a” se representa la region de interés
de manera esquematica con las poblaciones de fibras que decusan en la region del
quiasma optico. En “b” se observa una vista ventral de un cerebro de rata fijado,
sefalando la region de interés en color. El color rojo sehala el nervio y tracto 6ptico que
va a ser afectado por el incremento de la presion intraocular y en color azul el nervio

intacto. Tomado y modificado de Rojas-Vite et al., 2019.



7.2 FIJACION Y EXTRACCION DEL TEJIDO

Una vez transcurrido el tiempo indicado después de la isquemia retiniana (1, 7 6 30 dias)
se procedio a hacer la eutanasia de los animales con pentobarbital sédico (PiSA Hidalgo,
México) y se realizd la perfusién intracardiaca con paraformaldehido (PFA) (Sigma-
Aldrich, Montana, EUA) al 4 % con solucién amortiguadora de fosfatos (PBS, por sus
siglas en inglés phosphate buffer solution) (Sigma-Aldrich, Montana, EUA) (0.1 M) con
glutaraldehido (Electron Microscopy Science, Pennsylvania, USA) (2 %) y gadolinio
(Gadovist, Berlin, Alemania) (0.2 mM) para la fijacion del tejido. Al terminar la perfusion
se procedid a extraer los cerebros cuidadosamente para conservar la mayor longitud de
los nervios opticos y de no lesionar la region del quiasma o6ptico (figura 6, b). El tejido

extraido fue almacenado en la misma mezcla de perfusion.

7.3 HISTOLOGIA
7.3.1 Proceso histolégico

Una vez concluidos los escaneos de resonancia magnética, se procedio a extraer una
seccion de los nervios opticos proximal al quiasma 6ptico. Cada uno fue lavado en
amortiguador de fosfatos a 0.1 M a 4 °C, 3 veces para retirar el excedente de la solucién
de fijadora. Posteriormente fueron inmersos en una solucién de tetroxido de osmio al 1%
en amortiguador de fosfatos 0.1 M durante 1 hora en rotacion. Transcurrido el tiempo,
fueron lavados nuevamente, para comenzar con una deshidratacién del tejido en un
gradiente de acetona (60 %, 70 %, 80 %, 90 %) hasta realizarlo con acetona absoluta.
Después, el tejido fue embebido en una solucién 2:1 de resina epoxy con acetona
aproximadamente por 17 horas. Al término, cada una de las muestras fue colocada en

un molde con solo resina a una temperatura de 56 °C para su polimerizacion.

Se realizaron cortes histologicos (400-500 nm de grosor) perpendiculares al eje
longitudinal, los cuales fueron tefiidos con una solucién de azul de toluidina con borato

de sodio, ambos al 0.5 %.



7.3.2 Adquisicion de fotomicrografias y analisis

Al contar con los cortes histolégicos, se obtuvieron fotomicrografias con un microscopio
Zeiss Axiolmager vertical a 63x con platina motorizada, el cual nos permite realizar
mosaicos de los cortes completos de nervio Optico. En cada adquisicion se tuvo en
cuenta una iluminacion, exposicion, contraste y enfoque adecuados. Posteriormente se
realizé la union de cada una de las imagenes individuales de cada corte con el plugin
grid/collection stitching (Preibisch, Saalfeld, & Tomancak, 2009) del programa Fiji 1.52i
(Schindelin et al., 2013).

Uno de los métodos mas utilizados para la cuantificacion de axones es el conteo manual,
el cual es muy efectivo, pero puede llevar horas de para solo analizar una pequefa
region. Para incrementar el area de analisis y obtener la mayor informacion de la
arquitectura del tejido, los mosaicos derivados fueron analizados por medio del programa
de segmentacion axonal automatico, AxonSeg (Zaimi et al., 2016). Dicha herramienta

permite la obtencidon de parametros morfologicos axonales y de la mielina (figura 12).
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Figura 12. Segmentacién axonal de nervio optico. En “a” se muestra un mosaico de una
seccion perpendicular al eje largo de nervio Optico. En “b” y “c” se observa la
segmentacion axonal y de mielina respectivamente del corte de nervio Optico realizado
con AxonSeg. En “b” y “b”” los acercamientos de la region del recuadro en blanco para
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la segmentacion axonal y en “c’” y “c”” para mielina.



7.3.3 Parametros derivados de la segmentacion automatica con
AxonSeg

Los principales parametros obtenidos de la segmentacion automatica y utilizados en este
trabajo son la cuantificacion total de axones, el diametro axonal (axén sin contar la
mielina), diametro de mielina (axén mas mielina), area axonal, area de mielina, grosor de
mielina y tasa-g. Ademas, se pueden realizar la cuantificaciéon de otros parametros
derivados de las relaciones entre ellos, principalmente con el area total del nervio éptico,
como es el caso de densidad axonal, fraccion de volumen axonal (FVA) y de mielina

(FVM). En la figura 13 se ilustran algunos de ellos.

En el anexo 1 se muestra el proceso completo utilizado para la extraccion y generacion

de tablas derivadas del archivo de salida de AxonSeg.

Diametro axonal (a)

Grosor de
mielina
— Tasa—g

Diametro de mielina (m)

=FVA

./

Total de pixeles de la seccion
completa de nervio optico

=FVM

I pixeles de mielina

Figura 13. Representacion de los parametros obtenidos por medio de la cuantificacién
automatica. En la parte superior hay una representacion de un axén con los parametros
que de AxonSeg se pueden obtener. En la parte inferior se muestra el proceso de

obtencién de la fraccidon de volumen axonal (FVA) y de mielina (FVM).



7.4 ADQUISICION DE IMAGENES SENSIBLES A DIFUSION

Para el caso de las imagenes ex vivo, se utilizé una antena de 2 canales enfriada por
Helio (Bruker, Ettlingen, German). Los parametros de la secuencia de adquisicién fueron
obtenidos del estudio de Rojas-Vite, 2019 y modificados para la antena enfriada por helio,
la cual permite una mejor relacion sefial-ruido, obtener una mejor resolucién y valores b
mas elevados. El tiempo de repeticion (TR) fue de 250 ms, tiempo de eco (TE) = 25.19
ms, con 20 direcciones (b=1000 s/mm?), 34 (b = 3000 s/mm?), 52 (b = 5000 s/mm?), 54
(b = 7000 s/mm?) y un total de 20 imagenes no sensibles a difusién (b = 0 s/mm?2) con
una resolucion de voxel de 80 x 80 x 80 um y un field of view (FOV) = 11.52 mm3. Esta
alta resolucién, apta para el analisis aqui propuesto, es practicamente imposible de

obtener en la condicién in vivo.

Los gradientes utilizados tienen una duracién (8) de 4.9 ms y una separacion (A) de 10.84
ms. Se utiliz6 una adquisicion eco-planar (EPI, echo-planar image) segmentada (8
segmentos) con un tiempo total de escaneo de 15 hrs. Los cerebros fueron inmersos en
Fluorinert (Sigma-Aldrich, Montana, USA) y la temperatura fue establecida a 21 grados

centigrados durante todo el escaneo.

7.4.1 Preprocesamiento y analisis de las imagenes sensibles a
difusién

El primer paso posterior a la adquisicidn fue realizar un corte de las imagenes en los ejes
anterior-posterior y superior-inferior, manteniendo asi solo las regiones de interés (i.e.
nervios oOpticos y quiasma). El siguiente paso consistio en eliminar el ruido de las
imagenes (Veraart et al., 2016), seguido de la correccién de anillos de Gibbs (Kellner,
Dhital, Kiselev, & Reisert, 2016), correccién de inhomogeneidades del campo (Biasfield
correction) (Tustison et al., 2010), asi como una correccion de movimiento para las
corrientes de Foucault (Avants et al., 2014) y el signal drift inducido por el calentamiento
de los gradientes. Para esto ultimo, se realizé un promedio de las primeras 5 imagenes
b0, el cual sirvié como imagen de referencia para registrar todas las imagenes de b=1000
s/mm?, una vez registradas, se procedid a hacer un promedio de dichas imagenes
(promedio de b=1000) para pasar a ser la imagen referencia del registro de las imagenes

con b=3000 s/mm?, este procedimiento se repiti6 para cada shell. En la figura 14 se



muestra en la parte superior la region analizada en el plano coronal y axial, con una
imagen vectorial sobrepuesta del atlas de coordenadas estereotaxicas de Paxinos en
una region proxima a la observada en resonancia magnética (Paxinos & Watson, 2004).
En la parte inferior, en un plano coronal, se muestran imagenes promedio de un sujeto
para las que no son sensibles a difusién (b=0 s/mm?) y para b= 1000 y 7000 s/mmZ2. En
estas imagenes se puede notar el movimiento, la inhomogeneidad del campo magnético
y el ruido. En el panel inferior inmediato, se observan las imagenes preprocesadas con

los pasos anteriormente descritos.

Finalmente, en el ultimo panel se muestran dos mapas después del pre-procesamiento,
del lado izquierdo el de la fracciéon de anisotropia obtenido por el modelo del tensor en
dos planos, coronal y axial, asi como el mapa de difusion principal ambos por medio del
sofware MRtrix 3. En este ultimo los colores representan en rojo (izquierda-derecha),

verde (superior-inferior) y en azul (posterior-anterior).

En el Anexo 1 se muestra el pipeline completo utilizado que consta de comandos del
software MRtrix 3, FSL 5.09 y ANTs" (Jenkinson, Beckmann, Behrens, Woolrich, & Smith,

2012; Tournier et al., 2019). 'http://stnava github.io/ANTs/



http://stnava.github.io/ANTs/

Original

Pre-procesada

Coronal

Axial

§ -

Fraccion de anisotropia (FA) Difusion principal

Figura 14. Preprocesamiento de las imagenes sensibles a difusién. En el panel superior
se muestra del lado izquierdo una imagen de un atlas de rata sobre una resonancia
magnética en el plano coronal (Paxinos & Watson, 2004). Del lado derecho se encuentra
el plano axial, en la cual se pueden observar gran porcion de los nervios y quiasma
optico. Posteriormente se muestra la imagen original con los subsecuentes promedios
de la imagen b=0, 1000 y 7000 s/mm? y debajo las imagenes preprocesadas
correspondientes a los mismos shells. Finalmente, se muestra el mapa de FA del lado

izquierdo en ambos planos (coronal, axial), asi como el mapa de difusion principal.



Al tener la imagen preprocesada, se realizaron mascaras anatdmicas manualmente de
los nervios opticos (110 voxeles), asi como de la region del quiasma (80 voxeles). Las

mascaras fueron obtenidas para extraer las métricas correspondientes a cada modelo.

Para el modelo del tensor, fue utilizado el algoritmo de MRtrix 3 basado en la ponderacién

iterativa de un estimador lineal de minimos cuadrados.

En CSD se calcul6 la funcion de respuesta para tres componentes (i.e. materia blanca,
materia gris y liquido cefalorraquideo) por medio del algoritmo de Dhollander para cada
uno de los cerebros. Posteriormente se realizaron mascaras binarias en todos los nervios
y tractos Opticos para obtener la funcién de respuesta unicamente de materia blanca de
los voxeles seleccionados por medio del algoritmo de Tournier (Dhollander, Raffelt, &

Connelly, 2016; Tournier, Calamante, & Connelly, 2007)

Después, se calculd la funcion de respuesta manualmente utilizando los voxeles
seleccionados por el algoritmo de Tournier y el resultado se sustituyo por el de la materia
blanca generado por el algoritmo de Dhollander. Posteriormente, se promediaron las
funciones de respuesta de todas las ratas para generar un unico set que se aplico para
todas las ratas al calcular la distribucién y orientacion de fibras (FOD, fiber orientation
distribution) por medio del algoritmo multi-shell multi-tissue (msmt) (Jeurissen, Tournier,
Dhollander, Connelly, & Sijbers, 2014).

Para el método de multitensor resuelto por MRDS, se utilizaron los mismos voxeles
seleccionados por el algoritmo de Tournier para calcular la funcion de respuesta y
obtener el tensor de difusion por rata. Una vez teniendo esta funcion, se promedio para

obtener un unico set utilizado para el analisis de todos los sujetos experimentales.
7.5 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizaron pruebas de normalidad por medio del método de Shapiro Wilk.
Posteriormente, se realizaron comparaciones con pruebas t de Student pareadas para
intra-grupo y no pareada para inter-grupo en cada una de las métricas derivadas de
histologia y de resonancia magnética, considerando una p<0.05 como una diferencia
estadisticamente significativa. Ademas, en cada una de las métricas se realiz6 una

prueba de comparaciones multiples Wilcoxon dado el tamano reducido de la muestra, y



posteriormente se aplicd una correccion de la p por medio del método False Discovery
Rate (FDR).

Para las matrices de correlacion fue utilizado el método de Pearson y de igual manera la
p fue corregida con FDR, considerando estadisticamente significativa una diferencia con

una p<0.05.
8-RESULTADOS

Los primeros resultados mostrados corresponden a la cuantificacion morfolégica de la
microestructura por medio de la segmentacion automatica de AxonSeg en los cortes
histolégicos del nervio optico. Posteriormente, se muestran los resultados obtenidos por
medio del uso de las imagenes sensibles a difusion por resonancia magnética. De estos,
la primer primera parte corresponde a los valores derivados del analisis en nervio optico
por medio del modelo del Tensor, CSD y MT-MRDS. La segunda seccién son los
resultados de la region del quiasma o6ptico de los cuales se muestra para CSD y MT-
MRDS con sus diversas métricas derivadas de ellos. Finalmente, en la ultima parte, se
describen los resultados obtenidos de las correlaciones entre los valores histologicos y

los de resonancia magnética.
8.1 HISTOLOGIA

Cualitativamente podemos observar en la figura 15 que el tejido de animales control, y
aquellos sacrificados un dia después a la lesidén, no presentan cambios en la morfologia
de los axones, ademas a lo largo de toda la seccién no hay ninguna formacion
caracteristica de dano axonal. En contraste, los nervios épticos de animales sacrificados
7 dias posteriores al dafio, muestran gran pérdida de la integridad axonal. Estos nervios
presentan mielina mas laxa pero que aun conservan la circularidad tipica, ademas, es
posible ver axones en los que la mielina se encuentra completamente alterada y con ello
el axon tiene formas completamente atipicas. Otro proceso que podemos visualizar es
gue algunos axones se encuentran obscuros lo que indica que la integridad de la mielina
y membrana celular se ha perdido, ya que el liquido extracelular ha penetrado en ellos.

Para el caso de los nervios de animales sacrificados 30 dias posteriores a la isquemia



se puede observar un incremento de la frecuencia de las alteraciones de mielina y

axones, ademas de la evidente presencia de células gliales con citoplasma espumoso.

Control 1dia __7dias  30dias

25 um

Figura 15. Acercamientos a regiones de nervios 6pticos a diferentes dias post isquemia
retiniana. Flechas indican los capilares; las elipses muestran células gliales; las cabezas
de flechas axones degenerados y las elipses punteados células gliales con citoplasma

espumaoso.

El analisis de las imagenes histolégicas por segmentacion automatica es un meétodo
efectivo comparado con alternativas como el uso de umbrales de contraste para la
segmentacion, el cual nos permitié obtener distintos parametros. Entre ellos, el primero
gue muestra un resultado cuantitativo de un estado que cualitativamente es aparente, es
la pérdida axonal, en la cual podemos observar en la figura 16 existe un decremento
considerable a partir del séptimo dia post isquemia (31180 £ 4301) que el nervio
contralateral a la lesion (67615 + 5003). Este decremento también puede ser visualizado
en los 30 dias post isquemia con un decremento (24220 + 3916) estadisticamente

significativo que el nervio contralateral (74129 + 2676)

Una situacion observable es el decremento del numero total de axones de nervio éptico
lesionado, por ello cada una de las secciones histologicas se normalizé a su area total
correspondiente de cada nervio Optico, y es asi como tenemos los resultados de
densidad axonal por um? en la gréafica del panel superior de la figura 17. La tendencia

de estos resultados es similar al conteo total de axones.

En ambos casos no se observa un cambio aparente a un dia posterior a la lesion.
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Figura 16. Numero total de axones en nervios épticos intactos y lesionados. En nervios
intactos se puede observar que se mantiene un numero de axones constante, sin
embargo, se observa un cambio estadisticamente significativo en los dias 7 y 30 con
respecto a los intactos. *p<0.05 en relacion al nervio contralateral inter-grupo o intra-

grupo. Pp< 0.05 después de comparacion multiple con p corregida con método de FDR.
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Figura 17. Densidad axonal y segmentacion automatica. En el panel superior se observa
la grafica de densidad axonal con la informacién de cada intervalo post-lesion. Cada
cuadrado de lineas punteadas esta sefialando un nervio 6ptico correspondiente al nervio
derecho (lesionado para el caso de la condicidon experimental) de alguno de los sujetos
en cada intervalo (a, b, c, d). El recuadro en negro dentro de cada nervio Optico
pertenece al area seleccionada en los aumentos que se observan en la parte media en
los cuales a’, b’, ¢’ y d’ son aumentos de cada micrografia. Las letras con doble y triple
prima corresponden a la segmentacion automatica axonal y de mielina respectivamente
para cada intervalo. *p<0.05 en relacion al nervio contralateral inter-grupo o intra-grupo.

Bp< 0.05 después de comparacion multiple con p corregida con método de FDR.

Otra de las métricas a considerar es la FVA, en la figura 18 se muestra la pérdida de la
proporcion correspondiente a axones en el area total de analisis a partir del séptimo dia
y una reduccion no significativa a los 30 dias posteriores a la lesion con respecto al
intervalo anterior. De igual manera en el panel b se observa una reduccion de la

proporcion correspondiente a mielina desde el séptimo dia post-lesion.
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Figura 18. Fraccién de volumen axonal y de mielina. En a se muestra la fraccion de
volumen axonal que presenta un decremento significativo a partir del dia 7. Esto puede
ser observado de igual manera en b, para la fraccién de volumen de mielina. *p<0.05 en
relacion al nervio contralateral inter-grupo o intra-grupo. Pp< 0.05 después de

comparacion multiple con p corregida con método de FDR.



Entre otros parametros observamos que existe un incremento durante las condiciones
experimentales a partir del séptimo dia, este es el caso del diametro axonal (figura 19,
a) y del grosor de la mielina (figura 19, c). Esta tendencia se ve ligeramente reducida
para el dia 30 con respecto a los 7 dias post-lesion, sin embargo, no hay diferencias

estadisticamente significativas entre estos dos intervalos.

La tasa-g (figura 19, b) muestra un decremento de esta relacion, lo que nos otorga
informacion acerca del estado en conjunto de la integridad axonal, asi como también de

la mielina.
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Figura 19. Resultados de cuantificacion del diametro axonal, tasa-g y grosor de mielina.
En a se observan los cambios en el diametro axonal para los distintos intervalos post
lesion; en b la tasa-g y en c los resultados del grosor de mielina. *p<0.05 en relacién al

nervio contralateral inter-grupo o intra-grupo.



8.2 RESONANCIA MAGNETICA EX VIVO

De acuerdo con los analisis del modelo del tensor en las imagenes de resonancia
magnetica sensibles a difusién, podemos observar (figura 20) que el grupo
correspondiente a un dia posterior a la lesion muestra valores similares a los del grupo
control, tanto el nervio intacto como el dafado. Para el caso del grupo de siete dias
posteriores a la lesion, existe una marcada diferencia entre el nervio intacto y el afectado,
con un decremento en este ultimo para FA, MD y AD, ademas de un aumento en la RD.
Estos cambios también ocurren en el grupo de 30 dias post lesion, a pesar de que existe
un incremento en los valores promedio para el nervio dafado comparado con la
condicion anterior de siete dias post lesion, no existen diferencias significativas para

ninguna de las métricas obtenidas con el modelo del tensor entre estos dos grupos.
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Figura 20. Resultados derivados del modelo del tensor en 4 intervalos. En a los valores
obtenidos para la difusion axial, b para difusion radial, en c la fraccion de anisotropia y

en d la difusion media. Cada una de estas métricas con datos de cada intervalo. *p<0.05



en relacion al nervio contralateral inter-grupo o intra-grupo. Pp< 0.05 después de

comparacién multiple con p corregida con método de FDR.

Los andlisis con el modelo MRDS en nervios Opticos (figura 21) tienen un
comportamiento intra e inter-grupo similares a los del modelo del tensor, sin embargo, el
dia 30 post lesion presenta una tendencia a incrementar y que no es estadisticamente

significativo en el nervio dafiado con respecto al grupo de 7 dias para FA'y AD.
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Figura 21. Resultados derivados de MRDS en nervios 6pticos. En a los valores obtenidos
para la difusién axial, b para difusion radial, en c la fraccién de anisotropia y en d la
difusion media. Cada una de estas métricas con datos de cada intervalo. *p<0.05 en

relacién al nervio contralateral inter-grupo o intra-grupo.

Derivado de las métricas del modelo CSD en los nervios opticos (figura 22), podemos
observar que la AFD en condicion control y un dia post lesion son muy similares, sin
diferencias significativas entre la poblacion el nervio intacto y el danado. Los cambios

son observables en el dia 7 post lesion, con un decremento (0.560 £ 0.0320) que se



mantiene de manera similar sin diferencias estadisticamente significativas en el grupo de

treinta dias posteriores a la realizacion de la isquemia retiniana (0.699 £+ 0.0686).

Para complejidad ocurre lo contrario, es decir, hay un incremento para la condicion de
dafio a partir del dia 7 y este se mantiene para el dia 30 pero sin diferencias

estadisticamente significativas intra e inter grupo.

En dispersion observamos que a partir de los 7 dias posteriores al dafio existe un
incremento, sin embargo, este no tiene diferencias estadisticamente significativas con

respecto al contralateral.

Los datos correspondientes al pico maximo de AFD (Peak), tienen la misma tendencia

que los observados en AFD a partir del dia 7 post lesién.
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Figura 22. Resultados derivados del modelo CSD en nervios épticos. En a los valores
obtenidos para la densidad aparente de fibras, b para complexity, en c la dispersion y en
d para peak. Cada una de estas métricas con datos de cada intervalo. *p<0.05 en relacién

al nervio contralateral inter-grupo o intra-grupo.



En la figura 23 se encuentra una representacion cualitativa de los resultados obtenidos
en la region del quiasma 6ptico con el método MRDS y el modelo CSD. Para el caso del
panel superior se observa que los tensores correspondientes al manojo lesionado a partir
de 7 dias post lesion se vuelve mas isotrépico y esto continua para el dia 30. En el caso
del panel inferior para CSD, la forma de la fODF en el dia 1 post lesion para el manojo
lesionado, parece tener un incremento, el cual se ve disminuido a partir del dia 7 y 30.

MT-MRDS

fODF-CSD

Control 1 dia 7 dias 30 dias
* Nervio éptico lesionado
Figura 23. Visualizacion del método de multi-tensor y CSD en la regién del quiasma en
distintos intervalos. En el panel superior se muestra la visualizacién multitensor obtenida
con el método MRDS sobre el mapa de FA correspondiente a un sujeto representativo

por tiempo post lesion. En el panel inferior se muestran las fODF de los mismos animales.

Respecto a los aspectos cuantitativos y a nivel de grupo, podemos observar con el
método MRDS en la regién del quiasma se obtuvieron las métricas para cada una de las
poblaciones de fibras (figura 24), asi, tenemos a la poblacion intacta que decusa para
continuar en la porcién contralateral del cerebro y de igual manera para la poblacién

danada.



Los valores de FA para el grupo control son similares para ambas poblaciones de axones.
Durante la condicién de un dia post lesidon tiende a aumentar, pero sin incremento
estadisticamente significativo. Los cambios ocurren en el séptimo dia post lesion, en el
cual se observa un decremento de la FA en la poblacion de fibras danadas (0.673 +
0.0213). Al igual que la condicion anterior, el grupo de 30 dias post lesion tiene un
decremento (0.752 = 0.0412) estadisticamente significativo en relacion con el nervio
contralateral (0.857 + 0.0378) correspondiente. En el caso de la difusién media y axial se
presenta una distribucion de los datos de manera similar a FA, un decremento a partir de

los 7 dias post lesion.

La difusion radial presenta cambios a partir del séptimo dia después de la lesion en la
poblacién afectada, sin embargo, no se observan diferencias estadisticamente
significativas sino hasta los 30 dias post lesién en el dafiado (0.0000599 + 0.00000708)
con respecto al nervio contralateral (0.0000453 £ 0.00000818).
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Figura 24. Resultados de MRDS en quiasma optico por poblacion de fibras. En a los
valores obtenidos para la difusion axial, b para difusion radial, en ¢ la fraccién de
anisotropia y en d la difusién media. Cada una de estas métricas con datos de cada

intervalo.

Por ultimo, con el modelo CSD en quiasma Optico se obtuvo un decremento
estadisticamente significativo en AFD (0.200 £ 0.0280), dispersion (0.950 + 0.0344) y
peak (0.210 + 0.0264) para las fibras correspondientes al nervio dafiado en el dia 7 y se
mantiene de forma similar en el dia 30 (figura 25). En el dia 1 post lesion se observa una

tendencia a disminuir en AFD y peak con respecto a la condicion control.

Otra de las métricas derivadas es complejidad, la cual es elevada para los grupos control
y el dia uno posterior a la lesion, y se tiende a reducirse para el dia 7 y se mantiene para
el dia 30.
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Figura 25. Resultados derivados del modelo CSD en quiasma o6ptico por poblacién de
fibras. En a los valores obtenidos para la densidad aparente de fibras, b para complexity,
en c la dispersion y en d para peak. Cada una de estas métricas con datos de cada

intervalo. *p<0.05 en relacién al nervio contralateral inter-grupo o intra-grupo.
8.3 RESONANCIA MAGNETICA E HISTOLOGIA

Al comparar los resultados obtenidos mediante resonancia magnética con los
histolégicos, podemos observar que una de las métricas que mayor correlacion tiene es
AFD con FVA. Ambas métricas son representadas en la figura 26. FVA y AFD son altas
en los controles y en un dia posterior a la isquemia, pero para el grupo lesionado, a partir

de 7 dias post isquemia hay un decremento de ambos parametros.
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Figura 26. Relacion entre fraccion de volumen axonal y densidad aparente de fibras en

quiasma Optico. Los distintos intervalos, control, 1, 7 y 30 dias, estan representados con



cruz, triangulo, circulo, cuadrado, respectivamente. En color rojo los nervios Opticos
lesionados y con azul los intactos.

Para analizar cada una de estas comparaciones se realizé una matriz de correlacién
(figura 27) en la cual se puede ver cada parametro histolégico con cada una de las
diferentes métricas de los modelos utilizados en el analisis de DWI (i.e. Tensor, CSD,
MRDS) en nervios 6pticos. Las casillas que se encuentran de color, tienen una p < 0.05,

y el gradiente de color muestra la magnitud de la correlacion (Ver anexo 2, tabla 1).
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Figura 27. Matriz de correlacion de parametros histolégicos con los de resonancia
magnética en nervios opticos. En color se observan las correlaciones con una p<0.05
después de ser corregidas por el método FDR, en rojo se encuentran las correlaciones

negativas y en azul las positivas.

De igual manera que en nervios opticos, se realizé una matriz de correlacién para la
region del quiasma, los resultados pueden ser observados en la figura 28. Los resultados
de las métricas de difusion por poblacion de fibras en la region del quiasma fueron
correlacionados con la informacion correspondiente a las métricas derivadas de la
segmentacion axonal en nervios oOpticos. Entre las correlaciones mas elevadas entre
parametros histologicos y de imagenes sensibles a difusion son el del ejemplo de la figura
26. El coeficiente de correlacion de estas dos métricas, FVA y AFD, es de 0.74. En el

anexo 2 se puede encontrar en la tabla 2 los coeficientes de correlacién para cada

metrica.
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Figura 28. Matriz de correlacion de parametros histologicos con los de resonancia
magneética en quiasma Optico. En color se observan las correlaciones con una p<0.05
después de ser corregidas por el método FDR, en rojo se encuentran las correlaciones

negativas y en azul las positivas.
9 — DISCUSION

Los resultados observados en la morfologia axonal de nervios épticos intactos para cada
grupo, son consistentes con lo descrito en la literatura (Adachi et al., 1996; Peters, 1970;
Renner et al., 2017; Rojas-Vite et al., 2019; Song et al., 2003). El arreglo y distribucion
axonal es homogéneo a lo largo del nervio Optico, logrando observar algunas
caracteristicas como, capilares regulares, una alta densidad axonal y de mielina, en la
cual esta ultima se encuentra en una forma compacta casi en su totalidad, aunque existen

una minoria de inclusiones intralaminares debido al proceso de fijacion del tejido.

Sin embargo, el arreglo de los axones intactos se ve modificado a partir de los 7 dias
posteriores a la lesién. EI cambio mas evidente es la reduccion considerable de la
densidad axonal que puede ser observado en la atrofia del nervio 6ptico por una
reduccion de su area total. EI decremento observado es consecuencia del proceso de
degeneracion axonal, el cual comienza con edema axonal, consecuentemente infiltracion
interlaminar y degradacion de mielina de una manera fragmentada y tiempo dependiente,
en el que para una fase cronica se puede observar la degradacion de los restos celulares,
llevado a cabo por células gliales. En la fase crénica principalmente se hallan cuerpos
lipidicos, y particularmente por el tipo de tincion, mayores cumulos densos relacionados
a axones colapsados (Beirowski et al., 2005; Conforti et al., 2014; Lampert & Cressman,
1966; Peters, 1970; Tricaud & Park, 2017)

Las alteraciones histolégicas descritas cualitativamente nos dan un panorama general
del estado de la microestructura, sin embargo, es necesario obtener mas informacién de
ella para buscar una mayor precision en la evaluaciéon de la fase en la que se podria
encontrar el tejido durante una patologia. Los parametros morfolégicos derivados de la
segmentacion automatica como la densidad axonal es una buena aproximacion general

para la pérdida axonal en relacion al area total.



En este estudio, la densidad axonal muestra ser una métrica muy informativa y constante
para las condiciones control/intacto y ademas para la condicion experimental. Esto es
importante mencionar porque dos de las métricas obtenidas con los modelos utilizados
para el analisis de las imagenes sensibles a difusién que se han visto relacionadas con
el dafio axonal es AFD de CSD vy difusion axial por parte del modelo del tensor (Rojas-
Vite et al., 2019; Song et al., 2003; Aung, Mar, & Benzinger, 2013), las cuales muestran
significativamente una reduccion a partir del dia 7 y que corresponde con lo observado

con la histologia con una correlacion positiva en métricas como densidad axonal y FVA.

El diametro axonal es otro parametro que se ve incrementado a partir de los 7 dias post-
lesion. Se esperaria un incremento en el diametro axonal en las fases agudas debido al
edema axonal existente, sin embargo, esto no seria de esta manera en fases cronicas
de la degeneracion Walleriana (Knoferle et al., 2010). Este efecto principalmente esta
relacionado a que, durante el proceso de degeneracion, se ha observado que los axones
con menor calibre son mas susceptibles a ser degradados (Campbell, Worrall, & Mahad,
2014; Payne, Bartlett, Harvey, Dunlop, & Fitzgerald, 2012). De manera similar, el grosor
de la mielina esta incrementado en dias 7 y 30 post lesién, lo cual es contrario a lo
reportado durante situaciones patologicas. Esto se ha observado en segmentacion
automatica en la condicion cronica (35 semanas post isquemia retiniana) y el incremento
aparente de estos valores se debe a que el método de segmentacion no tiene la
sensibilidad de detectar que la mielina en proceso de degradacion (Rojas-Vite et al.,
2019). En otras palabras, el incremento del grosor de la mielina aqui reportado obedece
a un artefacto en su medicion, que considera las inclusiones intra-mielinicas como parte

del grosor total de las capas.

La fraccion de volumen axonal y de mielina son dos métricas que pueden otorgar una
mejor aproximacion al estado general del nervio 6ptico. Dado que ambas se encuentran

relacionadas a la proporcion de axones y mielina presentes en el area total.

La cantidad de mielina durante la degeneracion Walleriana en nervio optico por isquemia
retiniana ha sido cuantificada anteriormente con inmunohistoquimica (Sun et al., 2008).
En el estudio de Sun y colaboradores se observd que existe una reduccion de PBM en

etapas intermedias de la degeneracion. El decremento de la proporcion de mielina es



consistente con la reduccion de FVM en el presente trabajo. De igual manera en ese
estudio, observaron con el marcador NF fosforilados, que identifica alteraciones axonales
relacionadas a muerte neuronal, un decremento significativo en sus niveles de expresiéon
a partir del dia 3 postlesion (Knoferle et al., 2010; Sun et al., 2008). Ademas, Renner y
colaboradores en 2017 realizaron diversos marcajes con tinciones e inmunohistoquimica
en un modelo de isquemia retiniana y observaron 21 dias post lesion, una reduccion en
marcaje con hematoxilina y eosina, azul de toluidina, proteina basica de mielina y SMI-
32 para neurofilamentos, comparado con el grupo control (Renner et al., 2017). Los
resultados aqui mostrados sobre densidad axonal, fraccion de volumen axonal y de
mielina en los dias 7 y 21 son apoyados por los trabajos anteriormente descritos, una
evidencia del dano axonal y pérdida de mielina durante la degeneracion Walleriana
(Renner et al., 2017).

En el presente trabajo se utiliz6 como primer intervalo un dia post lesion, en el cual se
esperaba observar cambios morfolégicos, principalmente relacionados con la etapa
aguda como lo es el edema axonal, sin embargo, no se observaron diferencias
significativas con respecto a los controles en ninguna métrica histolégica ni de las
imagenes sensibles a difusion. Se ha observado en un modelo de crush en nervio ciatico
de la rata cambias existente a partir de las primeras 37 hrs. (Beirowski et al., 2005). Esta
técnica permite una visualizacion con mayor extension y la progresion de la
fragmentacion axonal. Por lo que seria relevante utilizar alguin marcador de estas
caracteristicas para observaren la progresién temprana del dafio (Beirowski et al., 2005;
Knoferle et al., 2010).

Por otro lado, en un estudio de Song y colaboradores de 2003, en el cual, con imagenes
sensibles a difusion por resonancia magnética in vivo, se observé cambios en métricas
del tensor a partir de 3 dias post lesion sin observar cambios a un dia posterior (Song et
al., 2003). Esto ultimo es consistente con los resultados en el presente trabajo, ya que
no observamos diferencias estadisticamente significativas en ninguna métrica de los
modelos de andlisis. De lo cual es importante resaltar que aqui se utilizé una mayor
resolucién, mayores direcciones de difusion y valores de b en una adquisicién ex vivo.

Mostrando que mejorar los parametros de adquisicidn no es posible observar, con los



aqui utilizados, cambios sutiles en la microestructura por degeneracién Walleriana
(Knoferle et al., 2010; Song et al., 2003).

La segmentacion automatica para cortes histolégicos en la region del quiasma 6ptico
resulta complicada, debido a que la decusacion de las fibras no ocurre de una manera
ordenada, por lo que al realizar cortes en la region se obtienen distintas morfologias en
las micrografias (Colello & Guillery, 1998). Es asi que se pueden visualizar axones
circulares como en nervio optico, pero también estructuras muy oblicuas dependiendo
del angulo en el que los axones fueron seccionados. Esta amplia variabilidad de formas

no permite obtener un solo set de parametros de segmentacion adecuado.

Anatémicamente en las ratas, las fibras provenientes de cada uno de los nervios épticos
decusa en mas del 90 % y el resto continua por la via ipsilateral (Jeffery & Erskine, 2005).
Es por ello que se optd por tomar la informacioén histolégica de cada uno de los nervios

opticos para relacionarla con las respectivas meétricas de dMRI.

Anteriormente se observé la correlacidn de parametros histologicos con los obtenidos
con CSD, MRDS y DIAMOND en la region del quiasma en fase crénica (35 dias posterior)
del modelo de isquemia retiniana. Este trabajo es consistente con dichos hallazgos,
mostrando, que existe una correspondencia de parametros histoldégicos con los de
resonancia magnética en la region del quiasma optico. Una de las principales
correlaciones con CSD es la densidad aparente de fibras con la densidad axonal, FVA'y
MVF. Para el caso de MRDS, una de las métricas con mayor correlacién es la difusion
axial con FVA y MVF en la condicién de dafio (Rojas-Vite et al., 2019). En el presente
trabajo los principales cambios en |la microestructura ocurren a partir de los 7 dias post
lesién y esto puede ser observado en los parametros obtenidos de los dos modelos de
analisis de imagenes sensibles a difusion. En este estado a pesar de que podria ser
considerado como una fase temprana, ya es evidente la pérdida y degeneracién axonal

en muchos resultados incluso similares a los de los 30 dias post lesién.

Por esta situacion seria interesante en estudios posteriores analizar el estado

morfolégico axonal a 3 dias post lesion y de ser posible un estadio intermedio de 2 dias.



Es relevante el analisis de estos intervalos, en esta etapa aguda de la degeneracion
Walleriana es donde pueden existir procesos de neuroproteccion y/o regeneracién de la
mielina para una conservaciéon de la microestructura durante el desarrollo de una
patologia y asi evitar la continua progresién del dafo (Lingor, Koch, Ténges, & Bahr,
2012; Tang, 2019).

Ademas de lo relacionado con los resultados aqui presentes, es importante conocer bien
las limitaciones de la metodologia utilizada, como lo es el uso de la segmentacion
automatica de las imagenes histologicas. De esta manera, el programa utilizado
(AxonSeg) ha mostrado resultados confiables en segmentacion de imagenes de
microscopia optica, con una precisién alrededor del 83 % y una sensibilidad de 88 %. Sin
embargo, puede existir variabilidad dependiendo de la calidad de la microfotografia, el
enfoque, la iluminacién con lo que puede dar un incremento de los falsos positivos y
negativos (Zaimi et al., 2016). Actualmente se siguen desarrollando nuevos softwares
como AxonDeepSeg, basado en entrenamiento por machine learning y evitar en lo
posible los errores de cuantificacion (Zaimi et al.,, 2018). Existen ademas otras
alternativas que permitan obtener mayor informaciéon de regiones mas complejas como
con el uso de segmentacion tridimensional de bloques de histologia por microscopia
electronica (Abdollahzadeh, Belevich, Jokitalo, Tohka, & Sierra, 2019; Salo et al., 2018).

En cuanto a la resonancia magnética existen algunos puntos a considerar con la parte
técnica. Por ejemplo, en este trabajo se logré alcanzar una muy buena resolucidn
espacial de 80 micras, con valores shells elevados. Sin embargo, es importante la
continua exploracion de mejores parametros y formas de adquisicion de las imagenes
sensibles a difusidén, asi como modelos de analisis que permitan obtener una mayor

informacion de la microestructura.

En conclusién, el presente trabajo provee validacion histolégica a métricas derivadas de
imagenes sensibles a difusién en condiciones normales y de dafo, particularmente por
degeneracion axonal de tipo Walleriana en distintos intervalos en la region del quiasma
optico. Los cambios axonales notorios se observaron a partir del séptimo dia post lesion,

en el cual se existe correlacién con las métricas derivadas por resonancia magnética.



Ademas, este estudio otorga mayor informacion para la interpretacion de diagnosticos
clinicos mediante el uso de resonancia magnética durante etapas tempranas de una

degeneracion axonal en regiones con decusacion de fibras.
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Anexo 2

Tabla 1. Coeficientes de correlacion para nervio 6ptico

Meétrica

Tasa-g 100 -035 -0.42 -052 -047 036 062 073 065 050 061 -050 -031 062 024 04 013 042 009 046 057 029 -0.52
Diametro axonal -0.35 100 100 098 099 100 -0.8 -0.78 -0.76 -0.94 -033 080 05 -042 -053 -054 -049 040 -0.13 -0.74 -0.78 -063 0.54
Diametro axonaltmie -0.42 100 100 099 100 1.00 -0.87 -0.82 -0.79 -0.96 -0.37 082 05/ -046 -053 -0.56 -0.48 043 -0.14 -0.75 -0.81 -063 057
Grosor de mielina -052 098 099 100 100 098 -090 -08 -08 -09% -042 083 058 -051 -053 -0.58 -047 045 -0.14 -0.76 -0.83 -0.62 0.60
Area de mielina -0.47 099 100 100 100 099 -0.88 -0.84 -0.80 -095 028 083 05 -047 -052 -05 04 043 016 -074 -0.81 -061 0.5
Area axonal -0.36 100 100 098 099 100 -0.8 -0.78 -0.76 -0.93 032 081 057 -041 -051 -0.52 -0.47 039 -0.15 -0.73 -0.77| -062 0.5
FVM 062 -085 0.8 -090 -08 -0.85 1L00 098 093 094 048 -087 -046 053 046 063 033 -05 016 075 08 053 -072
FVA 073 -078 0.8 -0.8 -0.81 -0.78 0.98 100 094 091 054 -0.83 -044 058 044 063 030 -058 015 073 O 049 -0.74
Conteo axonal 065 -0.76 079 -0.83 -08 -0.76 0.93 094 100 0.8 054 -0.75 -034 054 042 064 026 -062 015 070 08 042 -080
Densidad axonal 050 -094 0.9 -096 -095 -093 094 091 0.8 100 046 -0.81 -049 052 056 066 047 -054 008 080 08 062 -0.68
AFD 061 -033 037 -042 -038 032 048 054 054 046 100 -0.24 -022 0% 048 062 032 -064 -023 049 05 026 -0.63
Complexity -050 080 08 083 08 081 -08 -08 -075 -08 -024 100 063 -035 -048 -059 -0.41 046 -0.10 -0.71 -0.79) -061 0.51
Dispersion -031 056 057 058 059 057 -046 -044 -034 -049 022 063 100 -046 -041 -049 -037 035 019 -036 -043 -034 020
Peak 063 -042 -0.46 -051 -047 -0.41 053 058 054 052 09 -035 -046 100 053 067 038 -066 -0.27 050 061 030 -0.59

Difusién axial_mrds 024 -053 -0.53 -0.53 -052 -0.51 046 044 042 056 048 -048 -041 053 100 08 095 070 -0.67 079 066 075 -0.44
Fraccion de anisotrop| 043 -0.54 -0.56 -0.58 -055 -0.52 0.63 063 064 066 062 -0.59 -049 067 08 100 071 -091 -0.55 078 0.8 058 -0.70
Difusion media_mrds 013 -0.49 -0.48 -0.47 -046 -0.47 033 030 026 047 032 -041 -037 038 095 071 100 -045 -0.64 072 050 08 -0.21
Difusion radial_mrds | -0.42 040 043 045 043 0.39 -0.56 -058 -0.63 -0.54 -0.64 046 035 -066 -0.70 -0.91 -045 100 0.46 -062 -0.77 -0.33 080
Tamaiiode compartin 0.09 -0.13 -0.14 -0.14 -016 -0.15 016 015 015 008 -0.23 -010 019 -027 -067 -0.56 -064 046 100 -0.13 -0.05 -0.18 -0.02
Difusion axial_tensor| 046 -0.74 -0.75 -0.76 -074 -0.73 075 073 070 0.8 049 -071 -036 050 079 078 072 -062 -0.13 100 08 090 -0.64
Fraccion de anisotropi 0.57 -0.78 -0.81 -0.83 -0.81 -0.77 0.89 08 08 0.8 05 -079 -043 061 066 08 05 -0.77 -0.05 08 100 060 -0.88
Difusion media tens¢ 029  -063 -0.63] -062 -061 -0.62 0.53 049 042 062 026 -061 -034 030 075 058 08 -0.33 -0.18 090 060 100 -0.24
Difusion radial tensor -052 054 0.5/ 060 057 052 072 -074 -0.80 -0.68 -063 051 020 -059 -044 -0.70 -021 080 -0.02 -064 -0.88 -024 100

Tabla 2. Coeficientes de correlacion para quiasma o6ptico

Métrica IE‘ Tasa-g E| DiameEl DiameE| GrosE| AreaEl AreaE| VM E| FVA E| Contlz‘ Denle‘AFDEl Disga Peala Diqu FraoE Diqu| DifusiEl TamaﬂE‘

Tasa-g 1.00 -0.35 -042 -052 -047 -036 0.62 073 0.65 0.50 0.52 0.06 053 028 032 018 -0.28 0.17
Diametro axonal -0.35 1.00 1.00 098 099 100 -0.85 -0.78 -0.76 -0.94 -0.62 -041 -057 -051 -0.35 -049 0.18 -0.40
Diametro axonal4 -0.42 1.00 1.00 0.99 1.00 100 -087 -0.82 -0.79 -0.9 -064 -040 -060 -051 -0.36 -049 0.19 -0.41
Grosor de mieling -0.52 0.98 0.99 1.00 1.00 098 -090 -08 -0.83 -096 -0.67 -039 -062 -0.52 -0.38 -048 0.22 -0.41
Area de mielina -0.47 0.99 1.00 1.00 1.00 099 -0.8 -08 -080 -095 -065 -039 -060 -051 -0.37 -048 0.20 -0.40
Area axonal -0.36 1.00 1.00 098 099 100 -0.8 -0.78 -0.76 -0.93 -0.61 -041 -056 -0.50 -0.35 -048 0.18 -0.39
FVM 0.62 -0.85 -0.87 -090 -0.88 -0.85 1.00 098 093 094 0.75 016 075 051 042 044 -0.29 0.40
FVA 0.73 -0.78 -0.82 -0.86 -0.84 -0.78 0.98 1.00 0.94 0.91 075 013 076 050 043 041 -032 0.38
Conteo axcnal 0.65 -0.76 -0.79 -0.83 -0.80 -0.76 0.93 0.94 1.00 0.89 0.77 019 076 050 046 0329 -037 0.40
Densidad axonal 0.50 -0.94 -096 -096 -0.95 -0.93 0.94 091 0.89 1.00 0.73 033 069 056 042 050 -0.26 0.42
AFD 0.52 -0.62 -064 -067 -0.65 -061 0.75 075  0.77 0.73 1.00 023 098 046 048 034 -037 0.45
Dispersion 0.06 -0.41 -0.40 -0.39 -0.39 -041 0.16 013 0.19 033 023 1.00  0.07 025 016 029 0.01 0.21
Peak 0.53 -0.57 -0.60 -0.62 -0.60 -0.56 0.75 076 0.76 0.69 0098 0.07 100 044 048 031 -039 0.42
Difusidn axial_mi 0.28 -0.51 -0.51 -0.52 -0.51 -0.50 0.51 0.50,  0.50 0.56 0.46 025 044 1.00 075 080 -048 -0.14
Fraccidn de aniso 032 -0.35 -036 -0.38 -037 -035 0.42 043 0.4e 042 048 016 048 075 100 040 -091 -0.43
Difusidn media_r 0.18 -0.49 -0.49 -0.48 -048 -048 0.44 041 0.39 0.50 034 029 031 0.90 0.40 1.00 -0.04 0.07
Difusidn radial_rr -0.28 0.18 0.19 022 020 018 -029 -032 -037 -0.26 -0.37 001 -039 -048 -0.91 -0.04 1.00 0.47

Tamafio de comp 0.17 -0.40 -041 -041 -040 -039 040 038 040 042 045 021 042 -014 -043 0.07 0.47 1.00,
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