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RESUMEN:

Recientemente se ha demostrado la existencia del sistema glinfatico como un mecanis-
mo auténtico de drenaje y limpieza del liquido intersticial en el parénquima cerebral. El
objetivo de este trabajo consiste en el andlisis del sistema glinfatico mediante imagenes
de resonancia magnética por tensor de difusion, para ver si es posible detectar si existe
un mal funcionamiento en gliomas. Para ello, se ha empleado el método del analisis de
imagenes por tensor de difusion a lo largo del espacio perivascular (DTI-ALPS), propuesto
por primera vez en 2017, que ofrece una oportunidad para la investigacion no invasiva del
sistema glinfético. Este proyecto se trata de un trabajo exploratorio del comportamiento del
indice ALPS, para valorar su reproducibilidad en sujetos sanos, con imagenes DTI de 16
sujetos en 2 sesiones, y su utilidad en caso de glioma, con imagenes DTI de 45 pacientes
con glioma del Hospital Carlos Van Buren. Los resultados obtenidos en este estudio mues-
tran que no hay diferencias significativas para el indice ALPS entre sesiones para sujetos
sanos (p>0.05). Tampoco existen diferencias significativas ente los hemisferios cerebrales

ni entre el sexo femenino y masculino para sujetos sanos (p>0.05), mientras que si hay
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una correlacion negativa significativa entre el indice ALPS y la edad (p<0.001). Por otro
lado, en los gliomas existen diferencias significativas para el indice ALPS entre el hemis-
ferio ipsilateral a la lesion y el hemisferio contralateral (p<0.05) y entre gliomas benignos
y malignos en el hemisferio ipsilateral (p<0.05). Como conclusion, este estudio muestra
la reproducibilidad del indice ALPS en sujetos sanos y confirma la alteracién del sistema
glinfatico en pacientes con glioma. Asi, el novedoso método del ALPS pueden ayudar a
comprender los gliomas desde una nueva perspectiva.

Para el estudio, se han utilizado imdgenes de 45 pacientes con glioma del hospital.
Ademas, el estudio se ha complementado con una base de datos de 16 sujetos sanos a modo
de grupo control. PALABRAS CLAVES: Sistema glinfatico; ALPS; Glioma; Imagenes

por tensor de difusion; Resonancia magnética.
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ABSTRACT:

The existence of the glymphatic system has recently been demonstrated as a pathway
for waste clearance and maintaining fluid balance in the brain parenchymal interstitium.
The aim of this work is to analyse this system using diffusion tensor imaging to detect if
there are alterations in glioma patients. We have used the diffusion tensor imaging analysis
along the perivascular space (DTI-ALPS) method, firstproposed in 2017. This method of-
fers an opportunity for non-invasive research of the glymphatic system. This project is an
exploratory study about the behaviour of the ALPS index, to evaluate its reproducibility in
healthy subjects, using DTI images of 16 subjects in 2 sessions, and its utility in glioma,
using DTI images of 45 patients with glioma from the Carlos Van Buren Hospital. The
results show that there are no significant differences in the ALPS index between sessions
for healthy subjects (p>0.05). No significant differences were found niether between right
and left hemisphere and between sex for healthy subjects (p>0.05). There is a significant
negative correlation between the ALPS index and age (p<<0.001). On the other hand, in

gliomas there are significant differences in the ALPS index between the ipsilateral and the
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contralateral hemispheres (p<0.05) and between benign and malignant gliomas in the ip-
silateral hemisphere (p<0.05). In conclusion, this study shows the reproducibility of the
ALPS index in healthy subjects and confirms the alteration of the glymphatic system in
glioma patients. Thus, the novel ALPS method may help to understand gliomas from a new
perspective.

KEYWORDS: Glymphatic System; ALPS; Glioma; Diffusion tensor imaging; Mag-

netic Resanance
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Capitulo 1

Introduccion

El sistema linfatico es la estructura anatomica que transporta la linfa, un liquido inco-
loro y acuoso, que se genera como resultado del exceso de liquido en el espacio intersticial
procedente de los capilares sanguineos, y la devuelve al sistema circulatorio (al torrente

sanguineo).

Cada dia fluyen unos veinte litros de plasma por las arterias y los vasos sanguineos
arteriales y capilares mas pequefios. Tras suministrar nutrientes a las células y tejidos del
cuerpo y recibir de vuelta sus productos de desecho, unos diecisiete litros viajan de vuelta
a la circulacion a través de las venas. Los otros tres litros restantes, se filtran a través de
los capilares y llegan a los tejidos del cuerpo. Finalmente, el sistema linfdtico recoge este

exceso de liquido, la linfa, y lo traslada hasta que, por ultimo, vuelve al torrente sanguineo

[1].

Los vasos linfaticos procedentes de los diferentes tejidos corporales aumentan de ta-
mafio progresivamente hasta converger en el conducto tordcico o en el conducto linfitico
derecho. Ambos desembocan en el sistema venoso en el punto de unién entre la vena sub-
clavia y la vena yugular interna, cada uno en su lado. El sistema linfitico cumple varias
funciones en el organismo. En primer lugar, drena el liquido intersticial sobrante que se
encuentra entre las células y lo devuelve a la sangre. En segundo lugar, transporta la mayor
parte de las grasas que se absorben en el tubo digestivo. Por ultimo, el sistema linfatico
juega un papel fundamental en la respuesta inmunitaria: los linfocitos B/T y los macroéfa-

gos presentes en los ganglios linfaticos y otros érganos linfoides por los que circula la linfa



reconocen y eliminan sustancias extranas y microorganismos patogenos [1]].

A pesar de su alta tasa metabolica y la alta sensibilidad de la transmision sindptica a los
cambios del ambiente extracelular del entorno, el cerebro y la médula espinal en si mismos

carecen de vasos linfaticos.

Por ello, tradicionalmente, se consideraba que el sistema nervioso central (SNC) era
la dnica estructura del cuerpo humano que no contaba con sistema linfatico, y se pensaba
que su funcioén crucial de defensa inmunitaria no era necesaria en el SNC al estar protegido
por la barrera hematoencefédlica (BHE). Por otro lado, se consideraba que los productos de
desecho del SNC eran eliminados por el liquido cefalorraquideo (LCR), mediante difusién

simple [1].

Sin embargo, el LCR es solo una pequeiia parte del agua que existe dentro del SNC.
Asi, sabemos que aproximadamente un 60-68 % del agua dentro del SNC es intracelular y
el 32-40 % restante extracelular. Dentro del compartimento extracelular, el 10 % del agua
se encuentra en el torrente sanguineo, otro 10% corresponde al LCR y alrededor de un
12-20 % del agua estd en el espacio intersticial. Por tanto, el espacio intersticial es una por-
cidén muy significativa dentro del SNC, pues en €l se encuentran neuronas, pericitos y todas
las células gliales (astrocitos, oligodendrocitos y microglia) rodeadas de gran cantidad de
moléculas, desde proteinas estructurales (como el coldgeno, etc.), hasta nutrientes impres-
cindibles para las células (glucosa, H20, etc.) y neurotransmisores de todo tipo. Si tenemos
en cuenta la alta actividad metabdlica de todos los tipos celulares del espacio intersticial y
la existencia de la barrera hematoencefdlica, que de hecho lo aisla del torrente sanguineo
adyacente, cuesta creer que los detritus del espacio intersticial del SNC se limpien exclusi-

vamente por su difusion pasiva por el LCR [1]].

Ademads, se ha demostrado que este sistema seria ineficiente, pues la velocidad de depu-
racion depende del tamafio del soluto, y mientras que la urea (60 Da) precisa de 5.4 horas
para trasladarse 1 cm, la albimina (55.5 kDa) puede necesitar hasta 109 horas. En cuanto
a los residuos proteicos, se consideraba que el B-amiloide era eliminado dnicamente por
transportadores especificos a través de la barrera hematoencefélica, mientras que el resto

se depuraban por medio de procesos de autofagia y ubiquitinacion [2].
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En el ano 2012, el grupo liderado por Jeffrey J. Iliff, publicé un articulo en el cual
demostré que una proporcion sustancial del LCR circula dentro del espacio intersticial en
el cerebro [3]]. Utilizando técnicas de microscopia de fluorescencia de excitacion de dos
fotones e inyectando trazadores en la cisterna magna de ratones, su grupo demostré que
el LCR se introduce desde la corteza cerebral al interior del parénquima, circulando a lo
largo de los denominados espacios perivasculares que rodean las arterias perforantes y que
contindan en arteriolas y capilares. Estos espacios o canales perivasculares, se encuentran
entre la pared arterial, donde esté la barrera hematoencefdlica, y el espacio intersticial, de-
limitado por las prolongaciones en forma de pies de los astrocitos. Iliff ez al., comprobaron
que el agua y los trazadores de pequefio tamafio pasaban sin problemas y rapidamente al
espacio intersticial, fundamentalmente impulsados por el latido cardiaco, y que tiempo des-
pués eran devueltos al LCR a través de los espacios perivasculares, pero en este caso de
aquellos que rodean las venas [1][4]. También comprobaron que, el paso de los espacios
perivasculares arteriales al espacio intersticial y de éste a los espacios perivasculares ve-
nosos de las moléculas trazadoras de mayor peso molecular era mas lento y dependia, en
ambos casos, de un transporte activo astrocitario, concretamente de la presencia de canales
de acuaporina-4 (AQP4) en los pies de estas células gliales. Asi, demostraron que molécu-
las de desecho celular como la proteina beta-amiloide, implicada de forma crucial en la
fisiopatologia de la enfermedad del Alzheimer (EA), era transportada por esta ruta, pues
se producia un cimulo de la misma en cerebros de ratén transgénico en los que se habia

eliminado el gen de 1a AQP4 [[1][3][4][S].

Este estudio, demostré la existencia de un mecanismo auténtico de drenaje y limpieza
del liquido intersticial en el parénquima cerebral. Este mecanismo fue nombrado como
sistema glinfatico, tanto por su funcionamiento similar al del sistema linfatico, como por
la accion de los canales de AQP4 en células gliales que juegan un papel muy relevante
en el funcionamiento de este sistema. Cabe destacar que, tal y como remarcan Iliff et al.
en su publicacion, ya se habia planteado la existencia de este sistema en el afio 1985,
cuando Rennels et al. experimentaron con perros y gatos en esta linea [6]]. Sin embargo,
esta propuesta quedd solo en una hipdtesis y la linea de investigacién fue olvidada por

tantos anos, hasta que fue retomada en 2012 por Iliff et al.



Como cabe esperar, muchos estudios se estan centrando en la implicacién del sistema
glinfatico en diversos procesos patologicos del SNC, como el ictus, incluyendo el edema
cerebral, la alteracion de la barrera hematoencefalica, la infiltracion de células inmunitarias,
la neuroinflamacién y la apoptosis neuronal. Por otro lado, se ha determinado que el flujo
del sistema glinfatico, ademds de ser facilitado por la AQP4, es inducido por pulsaciones
arteriales sistdlicas, pulsaciones respiratorias, cambios de presion durante la inspiracién o
incluso la postura corporal, siendo més eficiente en decubito lateral y supino que en prono.
Estudios recientes demuestran que el flujo glinfatico aumenta un 95 % durante el suefio
natural o inducido por anestésicos, especialmente durante la fase de ondas lentas. Algunos
factores como la ingesta de alcohol, el ejercicio, la depresion y la ansiedad también podrian
modificar su eficiencia [2]].

Ademds, se ha descubierto que el sistema glinfatico estaria fuertemente relacionado con
la fisiopatologia de otras otras enfermedades no traumaticas, a parte de la enfermedad de
Alzheimer, como la enfermedad del Parkinson, la epilepsia, diferentes tipos de cefaleas,
la diabetes mellitus tipo 2 y el cédncer, entre otros (Seccién [2)). En concreto, dentro de
los procesos oncoldgicos, existe un especial interés por estudiar la posible implicacién
del sistema glinfitico en los gliomas, un tipo de tumor que comienza precisamente en las

células gliales.

1.1. Papel del sistema glinfatico en gliomas

Los tumores cerebrales representan un grupo heterogéneo de tumores dada las diferen-
tes lineas celulares que los originan. Estos pueden dividirse en dos grandes grupos: lesiones
primarias, que se originan a partir de células que pertenecen al sistema nervioso central;
y lesiones secundarias, que se originan en otros lugares del cuerpo y se implantan como
metdstasis en el cerebro. Los tumores primarios mas frecuentes son el meningioma y el

glioma, mientras que las metastasis mas frecuentes son de pulmén, mama y piel [7]].

En este trabajo, nos vamos a centrar en el glioma, que es un tipo de tumor que se
desarrolla en el cerebro y la médula espinal y que comienza en las células de glia que

rodean las neuronas y las ayudan a funcionar. Dada la importante funcién de estas células,



y en concreto de los astrocitos, en el ya definido sistema glinfatico, cabria esperar que estos

procesos tumorales tengan una alta implicacion en posibles cambios del sistema glinfatico.

Los gliomas son uno de los tipos mads comunes de tumores cerebrales primarios, re-
presentando alrededor del 33 % de todos los tumores cerebrales, y pueden afectar a la fun-
cion cerebral y ser potencialmente mortales segtin su ubicacion y velocidad de crecimien-
to [8][9]. Ademas, los tumores cerebrales, tanto primarios como metastdsicos, presentan
opciones de tratamiento muy limitadas y suelen tener un mal prondstico, por lo que se

consideran de los mas temidos de entre todos los tipos de tumores [10].

Estos tumores se clasifican segun el tipo de células gliales que los producen y segtn las
caracteristicas genéticas del tumor, lo que puede ayudar a predecir su comportamiento con
el paso del tiempo y los tratamientos que podrian resultar mds efectivos. Los tres tipos de
glioma mas frecuentes segun las células implicadas son los astrocitomas, los ependimomas
y los oligodendrogliomas. A su vez, los tumores del SNC se clasifican en cuatro grados
segun el grado de malignidad dada por la histologia del tumor. Los tumores de grado [ y
IT son de bajo grado o benignos. Los tumores de grado I tienen bajo potencial proliferativo
y tienen posibilidad de cura al ser resecados quirdrgicamente. Los tumores de grado II son
tumores infiltrantes, pero de baja actividad proliferativa celular. Estos, tienden a recurrir,
pero, en algunos casos, pueden progresar a grados superiores (IIT y IV). Los tumores de
grado III son lesiones con evidencia histoldgica de malignidad y los de grado IV tienen
evidencia de malignidad citolégica con predisposicion a necrosis y estan relacionados con
una evolucion ripida y fatal de la enfermedad, como es el caso del glioblastoma, que es
un tipo de astrocitoma. Estos tumores de grado III y IV son denominados de alto grado o
malignos [7][8]1[91[11].

Los gliomas crecen en el propio tejido nervioso (intra-axiales o intracraneales) y, con
frecuencia, lo hacen de una manera difusa, sin estar totalmente delimitados del resto del
parénquima (infiltrantes). Ademads, dependiendo de la rapidez de crecimiento y de la agre-
sidon que suponga para el tejido cerebral normal circundante, se puede llegar a producir
una reacciéon denominada edema cerebral peritumoral (ECP), que tiene lugar cuando el tu-

mor lesiona la BHE. Como ya hemos visto, esta BHE se encuentra al nivel de la unién



entre la glia y los capilares sanguineos. Asi, el ECP supone un aumento en la cantidad de
liquido extracelular e implica un peor funcionamiento neuronal y un aumento del volumen
intracraneal [[11]]. Ademads, esto provoca un aumento de la presion intracraneal, compli-
ca la reseccidn quirdrgica y se asocia con un mayor riesgo de convulsiones, hemorragias

intracraneales postoperatorias y de recaidas [12].

La patogénesis del ECP sigue sin estar clara y existen informes contradictorios sobre
las correlaciones entre su extension y las caracteristicas obtenidas a través de imagenes,
como el tamafio o el volumen del tumor, la ubicacién del tumor, la obstruccion del flujo
venoso, el patrén de suministro de sangre al tumor, y la sefial ponderada en T2 del tumor
[12].

Estudios recientes estdn empezando a demostrar que el sistema glinfatico podria desem-
pefiar un papel esencial en la respuesta inmune frente a tumores cerebrales, y podria llegar

a ser el nuevo objetivo de la inmunoterapia para este tipo de tumores [[10][[12][|13[][14].

Los experimentos con roedores han aportado algunas ideas sobre como puede afectar
el crecimiento de gliomas a ciertos cambios en la funcién glinfética, pero a pesar de los
conocimientos que se han obtenido gracias a los estudios en animales, es necesario seguir
investigando para confirmar si estos hallazgos relativos al sistema glinfético se podrian apli-
car a los seres humanos [/13]]. Asi, en este tipo de estudios, se ha observado una reduccién
de la tasa del flujo del LCR [14] y una remodelacion de la via glinfitica [10] en ratones
con gliomas de alto grado, pudiendo estar estos cambios asociados a la formacién del ECP

[13].

Ma et al. [14] demostraron que el flujo de salida del LCR se reduce drasticamente
en ratones portadores de gliomas de grado alto, en concreto de glioblastomas. Para ello,
monitorizaron el transporte de trazadores, inyectados en la cisterna magna, desde el LCR
a la circulacion sanguinea sistémica. Mediante imagenes de resonancia magnética (RM)
e imagenes de infrarrojo cercano, vieron que la circulacion de trazadores en el LCR se
veia obstaculizada después de ser inyectados en la cisterna magna, obteniendo una sefial
reducida a lo largo de los nervios craneales de salida y de los ganglios linfaticos, que

representan la ruta principal de salida del LCR en ratones. Debido al bloqueo de las rutas
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normales del LCR, tanto dentro de la cavidad craneal como desde ésta, los trazadores del
LCR eran redirigidos al espacio intersticial. Esta reduccion del flujo de salida del LCR
podria intensificar el edema cerebral, agravar el microambiente del tumor cerebral y atenuar
la eficacia de la administracion intracraneal de firmacos. Ma et al. proponen centrar la
atencion clinica en posibles farmacos y tratamientos que permitan compensar el flujo de

salida del LCR y restaurar asi su normal circulacion.

Xu et al. [[15]] estudiaron también los cambios en el sistema glinfético y la funcién de
la AQP4 en el flujo glinféatico en ratas portadoras de células de glioma malignas, y com-
probaron que el glioma bloquea la entrada periarterial del LCR subaracnoideo, sobre todo
en aquellos gliomas que presentaban niveles reducidos de AQP4. Estos resultados sugie-
ren que la disminucién de la AQP4 en el glioma puede estar relacionada con la reduccién
del transporte de farmacos a la zona del tumor cuando se administran mediante inyeccion
intratecal, y proponen el uso de AQP4 como medio para restaurar el sistema glinfatico del

glioma y mejorar la administracion de farmacos.

1.2. Técnicas de analisis del sistema glinfatico

Como acabamos de mencionar, el sistema glinfatico se ha descubierto recientemente, y

todavia no se ha establecido un método bien definido para su evaluacién en humanos.

Naganawa y Taoka presentaron primero en 2019 el articulo Glymphatic Imaging Using
MRI [[16] y después, en 2020, The Glymphatic System: A Review of the Challenges in
Visualizing its Structure and Function with MR Imaging [|17]. En ambos articulos presentan
una revision de los estudios que utilizan imagenes de RM para intentar visualizar la funcion
y la estructura del sistema glinfatico in vivo, y discuten las limitaciones de ese momento y

las posibles direcciones futuras.

Inicialmente, el sistema glinfatico se ha estudiado mediante experimentos con traza-
dores, sobre todo en animales, aunque también se han llegado a aplicar en humanos. Para
visualizar o evaluar los sistemas de transporte de masas in vivo en el cuerpo, los estudios
con trazadores son uno de los métodos mas eficaces, dado que permiten analizar una sus-

tancia y sus interacciones en el cuerpo sin alterar sus propiedades originales. En el cerebro,



los estudios con trazadores se han utilizado para simular o rastrear el transporte dentro del
espacio intersticial. Ademds de pequefias particulas radiactivas, los trazadores pueden te-
ner otras caracteristicas que pueden evaluarse cuantitativamente, asi como caracteristicas
fisicas que pueden detectarse después de largos periodos de tiempo, como la temperatura.
Los radioisétopos se utilizan generalmente como trazadores para la obtencion de imagenes

en el ambito médico [[16].

Los métodos con trazadores empleados para estudiar el sistema glinfatico revisados en
el primer articulo incluyen Laser Microscopy Tracer Studies Using Fluorescent Agents (Xie
et al. 2013 [[18]]); MRI Tracer Studies Using Intrathecal Injection of Gadolinium-Based
Contrast Agent (GBCA) (1liff et al. 2013 [19]); MRI Tracer Studies Using Intravenous
Injection of Gadolinium-Based Contrast Agent (Taoka et al. 2018 [20]); MRI Tracer Studies
Using Gadolinium-Based Contrast Agent and Gadolinium Deposition in the Brain (Kanda
et al. 2014 [21]]); MRI Tracer Studies Using Stable Isotopes (Kudo et al. 2018 [22]); y
MRI Tracer Studies Using an Inversion Pulse (Ohene et al. 2019 [23]]). Sin embargo, estos
métodos son invasivos y la administracion de trazadores conlleva siempre ciertos riesgos.
Es por esto que es poco probable que este tipo de pruebas se pueda utilizar ampliamente

como herramienta de cribado para pacientes asintoméaticos.

Naganawa y Taoka [17] concluyen que ninguna de las metodologias del momento con
imagenes de RM ha sido capaz de visualizar definitivamente el sistema glinfitico en los
seres humanos, aunque podria establecerse un método en el futuro que combine varias
técnicas. Ademds, plantean que podria utilizarse un método con imdgenes de resonancia
magnética menos invasivo que el GBCA intratecal, utilizando GBCA intravenosa, que per-
mitiria obtener datos de cohortes a mayor escala e integrarlos con otros datos biométricos.
De esta manera, plantean que en el futuro podria llegar a desarrollarse un sistema que no
requiera de este tipo de imdgenes, y que se basara en datos biométricos obtenidos duran-
te el dia a dia en el hogar, con dispositivos portatiles (wearable). Estos datos biométricos
podrian permitir el diagnodstico del sistema glinfatico individual de los pacientes sin nece-
sidad de adquisicion de imédgenes de resonancia magnética, y concluyen que la creacion de

este sistema seria muy util en el futuro.



En 2017, Taoka el al. publicaron Evaluation of glymphatic system activity with the diffu-
sion MR technique: diffusion tensor image analysis along the perivascular space (DTI-ALPS)
in Alzheimer’s disease cases [24]. El propésito de este estudio fue evaluar la viabilidad de
utilizar un método no invasivo que permitiera analizar la actividad del sistema glinfatico en
el cerebro humano, mediante el uso de imagenes por tensor de difusién. Con este método,
evaluaron el movimiento de las moléculas de agua en la direccion del espacio perivascu-
lar, midiendo su difusividad. A nivel del cuerpo del ventriculo lateral, las venas medulares
corren perpendiculares a la pared ventricular, y el espacio perivascular corre en la misma di-
reccion que las venas medulares, que es la direccion derecha-izquierda (eje X). En el plano
de esta zona, las fibras de proyeccion discurren en la direccidon cabeza-pie (eje Z), prin-
cipalmente adyacentes al ventriculo lateral, y los fasciculos longitudinales superiores, que
representan las fibras de asociacion, discurren en la direccion anteroposterior (eje Y), fuera
de las fibras de proyeccion. En consecuencia, en esta zona, el espacio perivascular discurre
perpendicular tanto a las fibras de proyeccién como a las de asociacion. Esta conformacién
del espacio perivascular y de las fibras principales en esta drea permite por tanto un anali-
sis casi independiente de la difusividad a lo largo de la direccion del espacio perivascular,
porque los tractos de las fibras principales no discurren paralelos a esta direccion. De este
modo, cuando haya un cambio histolégico a lo largo de la direccién derecha-izquierda (eje
X), afectard por igual a las fibras de proyeccion y a las de asociacion. Por lo tanto, cuando
se observe un cambio de este tipo en ambos haces de fibras, es probable que al menos una
parte de este cambio provenga de alguna patologia que afecte al espacio perivascular, es

decir, el sistema glinfatico.

Ademas, propusieron el cédlculo de un indice que llamaron el indice DTI-ALPS, o sim-
plemente indice ALPS, para evaluar la actividad del sistema glinfdtico en casos individua-
les. Este indice viene dado por la relacion de dos conjuntos de valores de difusividad que
son perpendiculares a las fibras dominantes en el tejido, es decir, la relacion de la media de
la difusividad en el eje X en la zona de las fibras de proyeccion (Dxproj) y la difusividad
en el eje X en el drea de las fibras de asociacién (Dxassoc), con respecto a la media de la
difusividad en el eje Y de las fibras de proyeccién (Dyproj) y la difusividad en el eje Z de

las fibras de asociacion (Dzassoc).



Esta relacién se muestra en la siguiente ecuacion[I.2.1}

Indice ALPS — mean(Dxpro j, Dxassoc)

: (1.2.1)
mean(Dypro j, Dzassoc)

Asi, un indice cercano o inferior a 1, refleja una minima difusion del agua a lo largo del
espacio perivascular, mientras que un mayor valor del indice indica una mayor difusividad

del agua a lo largo de dicho espacio.

En la siguiente imagen de Taoka ez al. [24]] [I.T} podemos ver graficamente la configu-

racion del espacio perivascular y los tractos principales.

g
ey
4
A

Projection area  Association area  Subcortical area

Figura 1.1: Concepto del método diffusion tensor image analysis along the perivascular
space (DTI-ALPS ).

a Roentgenogram of an injected coronal brain slice showing parenchymal vessels that run horizon-
tally on the slice (white box) at the level of the lateral ventricle body. b Axial SWI on the slice at
the level of the lateral ventricle body indicates that parenchymal vessels run laterally (x-axis). ¢ Su-
perimposed color display of DTI on SWI (b) indicating the distribution of projection fibers (z-axis:
blue), association fibers (y-axis: green), and the subcortical fibers (x-axis: red). Three ROIs are
placed in the area with projection fibers (projection area), association fibers (association area) and
subcortical fibers (subcortical area) to measure diffusivities of the three directions (x, y, z). d Sche-
matic indicating the relationship between the direction of the perivascular space (gray cylinders)
and the directions of the fibers. Note that the direction of the perivascular space is perpendicular to
both projection and association fibers

El método DTI-ALPS no requiere GBCA vy utiliza datos de imagen por tensor de di-
fusion clinicamente comunes, lo que facilita la realizacion de estudios retrospectivos con
datos de imagen previamente adquiridos. Sin embargo, sigue sin estar claro si el indice
ALPS no se ve afectado en absoluto por el flujo sanguineo y si el movimiento del agua a

lo largo del espacio perivascular refleja realmente la funcién del sistema glinfatico. Otra
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limitacion del DTI-ALPS es que el método s6lo puede evaluar una regién especifica del

cerebro.

1.3. Hipétesis

La hipotesis de este trabajo es que el indice ALPS representa un biomarcador robusto
del sistema glinfatico: entrega valores con buena reproducibilidad; las imagenes de DTI
a 1.5 T permiten observar el indice en forma similar a lo publicado en la literatura; y el
indice es suficientemente sensible para distinguir efectos patolégicos en caso de presencia

de gliomas de bajo y alto grado.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo General

El objetivo principal de esta investigacion es evaluar la utilidad del método del indice

ALPS en pacientes con glioma.

1.4.2. Objetivos Especificos

= Estudiar el comportamiento del indice ALPS en sujetos sanos: su reproducibilidad
entre sesiones y su relacion con caracteristicas demograficas de los sujetos: sexo,

edad y valores bilaterales.

= Estudiar el comportamiento del indice ALPS en pacientes con gliomas.

1.5. Principales aportes de la investigacion

Los aportes mas relevantes realizadas en esta investigacion son:

= Mayor entendimiento de método del indice ALPS y de su variabilidad a la hora de

utilizarlo.

= Se ha comprobado la reproducibilidad del método del indice ALPS entre diferentes

sesiones para sujetos sanos.
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= Mayor conocimiento acerca de como afectan los gliomas a la actividad del sistema
glinfatico, siendo este proyecto el primero, hasta donde llega nuestro conocimien-
to, en aplicar el método del indice ALPS en pacientes con glioma de una manera

bilateral, analizando tanto el hemisferio ipsilateral como el contralateral.

= Capacitacion al Hospital Carlos Van Buren para la continuidad de este trabajo en

otros estudios clinicos.
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Capitulo 2

Estado del arte

Si bien el descubrimiento del sistema glinfatico tuvo lugar hace ya 10 afios, cuando fue
descrito por primera vez en 2012 por Iliff er al. [3], la metodologia que permite estudiarlo
todavia se encuentra en un estado muy inmaduro, no tanto debido al nimero de estudios

existentes, sino a la falta casi absoluta de consenso en la técnica apropiada.

En este capitulo vamos a llevar a cabo un andlisis de aquellas publicaciones que em-
plean el método del indice ALPS para analizar el sistema glinfatico, prestando especial
interés a su aplicacion en pacientes con glioma. Ademads, nos hemos centrado en los estu-
dios que comparan alguna patologia con sujetos sanos, con el propdsito de ver si hay ciertos
estandares establecidos en cuanto a la metodologia y en cuanto a los resultados obtenidos
para los sujetos sanos. Por ltimo, presentamos las limitaciones de la técnica que existen

hasta el momento.

La Tabla [2.1| refleja un resumen de la metodologia empleada por diferentes estudios
para la adquisicion de las imagenes. Como podemos observar, hay una clara concordancia
en cuanto al uso de 3 T y un b-valor de 1000 s/mm?”. Sin embargo, esta consonancia no
existe para el resto de pardmetros. En la mayoria de estudios las imagenes por tensor de
difusion se han obtenido en torno a las 30-32 direcciones y la resolucion en el plano mas

utilizada es de 2 mm.
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Autor Afo Campo (T) B-valor (s/mm?) Direcciones TR (ms) TE (ms) Resolucion espacial (mm?)

Taoka et al.[24] 2017 3 1000; 2000 30 6600 89 245x245x3
Steward et al.[25) 2021 3 1000 30 8700 92 25x25x25
Yokota et al.[26] 2019 3 1000 64 7900-12000  66-100 2x2x2

Bae et al.[27] 2021 3 1000 32 9900 77 2x2x2

Chen et al.[28] 2021 3 1000 13 15800 77 2x2x225

McKnight et al.[29] 2021 3 1000 33 10000 66 2x2x2
Si et al.[30] 2022 3 1000 30 8000 80 2x2x2
Lee et al.[31][32][33][34][35] 2021/22 3 1000 32 8620 85 2x2x225
Yang et al.[5] 2020 3 1000; 2000 30 6600 89 245x245x5

Zhang et al.[36] 2022 3 1000 64 9000 90 2x2x3

Wang et al.|37] 2022 3 1000 60 6600 89 245x245x3
Toh et al.[13][12] 2021/22 3 1000 20 5800 83 2x2x2

Tabla 2.1: Comparativa de los pardmetro de adquisicién de imagenes utilizadas por dife-
rentes estudios existentes que utilizan el indice ALPS para analizar el sistema glinfatico.

TR: tiempo de repeticion; TE: tiempo de eco; Resolucién espacial: XxYxZ.

La Tabla [2.2] muestra la geometria y el volumen de las regiones de interés (ROIs) em-
pleadas por estos estudios para el cdlculo del indice ALPS. En este caso, si podemos ob-
servar una gran concordancia en cuanto al uso de ROIs esféricas de 5 mm de didmetro. Los

estudios que usan una ROI rectangular utilizan DSI Studio para el procesamiento de las

imagenes.
Autor Geometria  Volumen (mm?)
Taoka et al.[24] Esférica 65.45
Steward et al.[25] Esférica 14.14
Yokota et al.[26] Esférica 65.45
Bae er al.[27] Esférica 65.45
Chen et al.[28] Esférica 65.45
McKnight et al.[29] *ok 32
Si et al.[30] Esférica 65.45
Lee et al.[31][32]]33][34](35] Rectangular 9
Yang et al.[5] Esférica 65.45
Zhang et al.[36] Esférica 33.51
Wang et al.[37] Rectangular 27
Toh et al.[13]]12] Esférica 65.45
Valor medio  47.82 £21.80
Rango 9-6545

Tabla 2.2: Comparativa de las ROIs utilizadas por diferentes estudios existentes que utilizan
el indice ALPS para analizar el sistema glinfatico.

Por otro lado, la Tabla[2.3]y la Figura [2.T) muestran los resultados, Ginicamente del he-
misferio izquierdo, obtenidos en los diferentes estudios revisados. Como podemos obser-
var, los resultados mostrados no siguen un patrén que permita definir un rango de valores

para los estados sanos contra los estados patologicos. Uno de los motivos podria ser tanto
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la falta de estandares en la técnica de adquisicion de las imagenes, como en el procesa-
miento de las mismas, faltando informacién todavia que permita comparar, por ejemplo, en
qué medida influyen el tamafio y posicionamiento de las ROIs. Lo que si podemos ver es
que la mayoria de las publicaciones presentan valores del indice ALPS mds bajos para el
estado patologico (1.38 +0.19) frente a los sujetos sanos (1.52 + 0.18), siendo estos valores
unicamente del hemisferio izquierdo en todos los casos. Los resultados de los articulos que

estudian ambos hemisferios se pueden ver en el Anexo[A]

Grupo
25 —_ I Patologia
= Control

e f"u*%

ALPS izquierdo

Figura 2.1: Comparativa del resultado del indice ALPS obtenido por los diferentes estudios,
unicamente en el hemisferio izquierdo

* El valor del indice ALPS es aproximado, basado en las figuras aportadas en el estudio; HPN:
hidrocefalia de presién normal; PD: Parkinson’s Disease; EMJ: epilepsia mioclénica juvenil; EF:
epilepsia focal; ELT: epilepsia del 16bulo temporal; T2DM: Type 2 Diabetes Mellitus; HICe: hemo-
rragia intracerebral espontdnea;

Como ya hemos comentado, Taoka et al. [24]] fueron los pioneros en cuanto al andlisis
del indice ALPS. Los resultados de su estudio mostraron una correlacion positiva significa-
tiva entre la difusividad del agua a lo largo de los espacios perivasculares y la puntuacién del
Mini-Mental State Examination (MMSE). Asi, se mostré una relacién entre una difusividad
del agua deteriorada y la gravedad de la enfermedad del Alzheimer, del deterioro cognitivo
leve (MCI, del inglés Mild Cognitive Impairment) y del deterioro cognitivo subjetivo, que

fueron los tres tipos de demencia que padecian los 31 paciente del estudio. Concluyeron
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Autor Patologia estudiada  Pacientes Control Hemisferio ALPS Pacientes (izq) ALPS Sanos (izq)

Taoka et al.[24] AD 31 - Izquierdo ol
Steward et al. [25] l\/chI 26 10 Bilateral }jg z 812 1.48 +0.17
Yokota et al.[26] HPN 24 12 Izquierdo 1.08 £ 0.03 1.18 £ 0.08
Bae et al.[27] HPN 16 16 Izquierdo 1.18 £ *%* 1.54 & *%*
Chen et al. [28] PD 88 47 Izquierdo 1.3* 1.45 *
McKnight et al. [29)] PD 181 - Bilateral 1.5% -

Si et al. [30] PD 168 129 Izquierdo 1.20 £ 0.17 1.31 £0.17
Lee et al. [31] EMJ 39 38 Hok 1.54 & #* 1.65 & #*
Lee et al. [32] EF 109 88 Hok 1.67 + ** 1.68 & **
Lee er al. [33] ELT 25 26 Hok 1.50 & #:* 1.67 £ #*
Lee et al. [34] Cefalea en racimos 14 23 * 1.59 £ 0.37 1.79 £ 0.21
Lee et al. [35] Migrafia 92 80 ok 1.65 +0.33 1.71 £0.30
Yang et al. 5] T2DM 20 10 Izquierdo 1.10 * 1.40 *

Zhang et al. [36] HICe 20 31 Bilateral 1.11+£0.23 1.67 £0.19

Wang et al. [37] PCLPC 67 30 lzquierdo {gg : 8:%(1) 1.57£0.15

Toh et al. [12] Dﬁi’;l’rllgg‘l‘:;zcs‘l’;’ Eglf 80 44 Bilateral }ég i 8:; 1.27+0.10
Toh et al. [13] Glioma 201 - Bilateral 1.37 £0.2 **=* -

Valor medio 1.38 £0.19 1.52£0.18

Rango 1.08 - 1.67 1.18 - 1.79

Tabla 2.3: Comparativa de los resultados obtenidos tnicamente en el hemisferio izquierdo
por los diferentes estudios que utilizan el indice ALPS para analizar el sistema glinfatico.

* El valor del indice ALPS es aproximado, basado en las figuras aportadas en el estudio; ** Valor
no proporcionado; *** Este valor es del hemisferio ipsilateral a la lesién; - Valor no estudiado; izq:
izquierdo; AD: Alzheimer’s Disease; MCI: Mild Cognitive Impairment; HPN: hidrocefalia de pre-
sién normal; PD: Parkinson’s Disease; EMJ: epilepsia mioclénica juvenil; EF: epilepsia focal; ELT:
epilepsia del 16bulo temporal; T2DM: Type 2 Diabetes Mellitus; HICe: hemorragia intracerebral
esponténea; CP: Cancer Pain; PLS: Painless Cancer; ECP: edema cerebral peritumoral;

por tanto que, una menor difusividad a lo largo del espacio perivascular o un menor indice
ALPS reflejan un deterioro del sistema glinfatico. Este articulo no proporciona un valor
medio del indice ALPS obtenido, dificultando su comparacién con otros estudios posterio-
res. Mas adelante, Steward et al. [25] también mostraron en 2021 un indice reducido en
26 pacientes con demencia o con riesgo de padecerla, mostrando de la misma manera una
correlacion significativa entre el indice y las puntuaciones del MMSE. Ademds, en este
estudio quisieron ir mds alld y compararon los resultados obtenidos con un grupo control,
de 10 sujetos con un estado cognitivo normal, y comprobaron que el valor del indice ALPS
permitia distinguir entre ambos grupos, siendo mds bajo en los pacientes con demencia
(Tabla[2.3]y Tabla[A.T)). Asi, este resultado secunda también que los pacientes con demen-

cia presentan un sistema glinfatico deteriorado. Sin embargo, es importante mencionar que
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las diferencias significativas solo se encontraron para el hemisferio derecho y tinicamen-
te cuando se ajusté el modelo para la edad, el sexo y el estado de la apolipoproteina E
(APOE-¢€3).

Siguiendo en la misma linea de investigacion, varios estudios aplicaron este método
para analizar el sistema glinfatico en pacientes con hidrocefalia de presion normal (HPN)
[26]][27]. Los sintomas de esta enfermedad incluyen, entre otros, deterioro mental y de-
mencia progresivos, por lo que en muchas ocasiones se diagnostica equivocadamente co-
mo Alzheimer. Ambos estudios publicados muestran también que el indice ALPS se ve
reducido en estos pacientes, comparado con sujetos sanos. Ademads, mostraron que cuanto
peor es la respuesta al tratamiento, mas bajo es el indice obtenido, por lo que pudieron
correlacionar una menor actividad glinfatica con una mayor gravedad de los sintomas [27].
Sin embargo, cabe destacar que mientras que en [26] consideran un valor del indice de
1.18 £ 0.08 para los sujetos sanos, en el caso de [27] este mismo valor de 1.18 (desviacion
estandar no proporcionada) lo asocian al estado patolégico de HPN (Tabla [2.3). Por tan-
to, ni siquiera estudios que se centran en la misma patologia, permiten comparar el indice
ALPS y obtener un rango de valores estdndar, y cabe pensar que la metodologia podria

afectar mucho al resultado.

Otro tipo de demencia que se ha estudiado con el método del ALPS es la demencia por
enfermedad de Parkinson (PD, del inglés Parkinson’s Disease) [28]]. En este estudio, eva-
luaron la posible relacidn del sistema glinfatico con el estado del estrés oxidativo sistémico
en pacientes con PD. Para ello, incluyeron a pacientes de PD cognitivamente normales
(PDN), con deterioro cognitivo leve (PD-MCI) y con demencia (PDD); y un grupo control.
Los resultados que obtuvieron en este estudio mostraron un indice ALPS significativamen-
te menor en los grupos PD-MCI y PDD en comparacion con el grupo control, mientras que
no hubo diferencias significativas entre el resto de subgrupos. Aunque este estudio tampo-
co proporciona el valor medio de los indices ALPS obtenidos, basdndonos en las graficas
aportadas podemos ver que se encuentran dentro del mismo rango que los valores de los

dos primeros estudios mencionados ([24] y [25]).
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Ademads, otros estudios se han centrado en el PD y su relacién con la actividad del
sistema glinfatico y la demencia de estos pacientes [29][30]. Sin embargo, encontramos
que tampoco hay un consenso en cuanto a la asociacién entre el indice ALPS y el estado
cognitivo, pues mientras que el estudio [30] sigue mostrando una correlacion, el estudio
[29] indica que no existe asociacion entre el indice ALPS y el estado de MCI, en pacientes
con PD. Un punto a destacar es que este ultimo ([29]) es el tinico que basa su estudio en
la media del indice ALPS de ambos hemisferios, mientras que el resto de estudios recién

mencionados se basan unicamente en el hemisferio izquierdo.

En estos dos ultimos afios, el grupo de investigacion liderado por Lee et al. ha aplicado
este método para otros tipos de trastornos neuroldgicos, como la epilepsia [31][32][33] o

las cefaleas y migranas [34][35].

Asi, este grupo ha publicado tres estudios en los que aplican el método ALPS para
evaluar la actividad del sistema glinfético en tres tipos de epilepsia: epilepsia mioclénica
juvenil (EMJ) [31], epilepsia focal (EF) recién diagnosticada [32] y epilepsia del 16bulo
temporal (ELT) con esclerosis del hipocampo [33]], ordenados cronolégicamente. En todos
ellos, utilizaron la misma metodologia, con los mismos pardmetros de adquisicion de las
imégenes (Tabla[2.1)) y el mismo preprocesamiento, en concreto utilizando DSI Studio, que
es el programa que se va a emplear para este trabajo. En cuanto al ntimero de participantes
de cada estudio, si que podemos encontrar diferencias, pues mientras que en [31] y [33]
incluyeron a 39 y 25 pacientes y a 38 y 26 sujetos sanos, respectivamente, en [32] inclu-
yeron 109 pacientes y 88 sujetos sanos, que representa una muestra de mas del doble de
participantes en ambos casos (Tabla [2.3)). Si comparamos los resultados obtenidos, vemos
que para los pacientes con EMJ y con ELT encontraron una diferencia significativa en el
indice ALPS comparado con los sujetos sanos, mientras que en el caso de pacientes con
EF recién diagnosticada esta diferencia no fue significativa. Los valores obtenidos se pue-
den ver en la Tabla y muestran un valor del indice ALPS en pacientes de 1.54, 1.50
y 1.67; y en sujetos sanos de 1.65, 1.67 y 1.68, respectivamente (desviaciones estandar
no proporcionadas). Esta concordancia en los resultados obtenidos en estos tres estudios
frente a otros estudios publicados podrian hacer pensar que, efectivamente, la metodologia

empleada afecta al resultado. Por otro lado, se necesitarian mds estudios para concluir si el
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tamafo de la muestra ha sido un factor limitante en el resultado obtenido para la EF recién
diagnosticada, comparada con la EMJ y ELT, o si realmente en estos pacientes no hay una
disfuncién del sistema glinfatico, mientras que en los otros dos tipos de epilepsia si que la
hay. Cabe mencionar también que en el estudio para la ELT con esclerosis del hipocampo
no encontraron diferencias significativas para el indice ALPS entre pacientes recientemente

diagnosticados no farmaco-dependientes y pacientes cronicos.

Por otro lado, este grupo de investigacion ha aplicado el mismo protocolo para estudiar

el sistema glinfatico en pacientes con cefalea en racimos [34]] y con migrafias [35].

Estos estudios muestran que el indice ALPS de los pacientes con cefalea en racimos
fue significativamente inferior al de los controles sanos , mientras que entre los pacientes
con migrafia y los controles sanos no hubo diferencias significativas. Una vez mas, si nos
fijamos en la muestra utilizada para cada estudio, vemos que en el primer caso incluyeron
a 14 pacientes y 23 controles, mientras que en el segundo incluyeron a 92 pacientes y 80
controles, lo que supone un 465 % mas de participantes. Igualmente, se necesitarian mas
estudios para concluir de nuevo si el tamafio de la muestra ha sido el factor limitante en
la diferencia del resultado obtenido para la migrafia y la cefalea en racimos. Por otro lado,
si nos fijamos de nuevo en los indices ALPS obtenidos siguiendo la misma metodologia
que en los estudios anteriores, vemos que seguimos obteniendo valores en el mismo rango,
con un indice de 1,59 + 0.37 en pacientes con cefalea frente a 1,79 + 0.21 en sujetos sanos
(desviacion estandar no proporcionada) en [34]; y 1.65 + 0.33 en pacientes con migrafia
frente a 1.71 + 0.30 en sujetos sanos en [35]; siendo destacable que el valor para los sujetos

sanos es mas alto en ambos casos que el que obtuvieron en los estudios para la epilepsia.

Ademas de aplicarse para trastornos neurodegenerativos, este método del indice ALPS
también se ha aplicado para otros tipos de trastornos como la Diabetes Mellitus de tipo
2 (T2DM, del inglés Type 2 Diabetes Mellitus) [3]], trastornos cardiovasculares [36] o el
cancer [12][37]]. Todos ellos, muestran una disfuncién significativa del sistema glinfatico,
con una difusividad del agua en el espacio perivascular y un indice ALPS reducidos, aso-
ciados a la gravedad de la enfermedad, frente a valores mds altos obtenidos para sujetos

sanos.
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Para este trabajo, nos ha parecido especialmente interesante el articulo Evaluation of
the Glymphatic System Using the DTI-ALPS Index in Patients with Spontaneous Intracere-
bral Haemorrhage [36]]. En este estudio, investigaron la funcién del sistema glinfatico en
pacientes con hemorragia intracerebral espontdnea (HICe) , utilizando el método del DTI-
ALPS, de una manera bilateral en el cerebro, comparando los valores del indice ALPS
obtenidos para el hemisferio ipsilateral y contralateral de pacientes y sujetos sanos. Pa-
ra ello, adquirieron imdgenes de DTI y de SWI (Susceptibility weighted imaging) de 20
pacientes con HICe y de 31 controles sanos.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que el indice ALPS es significati-
vamente menor en el lado de la lesion comparado con el hemisferio contralateral en los
pacientes con HICe, y también significativamente menor que el de ambos hemisferios del
grupo control. Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas entre el indice
ALPS del lado no lesionado de los pacientes con HICe y el grupo control. Tampoco se
encontraron diferencias significativas entre los hemisferios cerebrales izquierdo y derecho
del grupo control. Por tltimo, el indice ALPS del lado de la lesion en pacientes con HICe
mostrd una correlacion significativa con la duraciéon de la enfermedad. Asi, este estudio
confirmé que en pacientes con HICe unicamente se encuentra deteriorada la funcion del
sistema glinfatico en el hemisferio ipsilateral de la lesion, lo que podria indicar que el sis-
tema glinfatico podria ser un sistema separado en los hemisferios cerebrales izquierdo y

derecho, aunque todavia consideramos que faltan mas estudios que secunden esta idea.

Si nos centramos en publicaciones que apliquen este método en procesos oncoldgicos

(diferentes del glioma), nos encontramos con dos articulos destacables.

Por un lado, Wang et al. [37] estudiaron la relacion entre el dolor oncolégico y los cam-
bios funcionales del sistema glinfatico. En este estudio, incluyeron a 97 participantes, de
los cuales 40 presentaban dolor oncologico (CP, del inglés Cancer Pain), 27 presentaban
cancer sin dolor oncolégico (PLC, del inglés Painless Cancer) y los 30 participantes restan-
tes constituian el grupo control. Para los tres grupos, se midio la difusividad del agua en el
espacio perivascular y se calcul6 el indice ALPS, para comparar las diferencias del sistema

glinfatico. Ademas, se analizé también la funcién del sistema glinfatico antes y después de
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la intervencién farmacolédgica contra el dolor oncoldgico. Los resultados obtenidos mos-
traron que, tanto la difusividad como el indice ALPS eran significativamente menores en
el grupo de pacientes CP que en el grupo de pacientes PLC y el grupo control. Ademas,
ambos pardmetros aumentaron tras la intervencion para el alivio del dolor. Por otro lado, el
indice ALPS se correlacioné negativamente con el grado de dolor en el grupo de pacientes
CP. Por tanto, este estudio concluy6 que las alteraciones de la funcion glinfatica estin es-
trechamente relacionadas con el dolor oncolégico, y que la cuantificacién de estos cambios
funcionales permite reflejar la gravedad del dolor. Asi, estos hallazgos apoyan el uso de
biomarcadores de neuroimagen para la evaluacion del dolor oncolégico e indican que el

dolor puede aliviarse regulando el estado de la funcidn cerebral.

Por 1ltimo, en el articulo Peritumoral Brain Edema in Meningiomas May Be Related to
Glymphatic Dysfunction, Toh et al. investigaron en 2021 si existia una posible correlacion
entre la funcién glinfatica y el volumen del edema cerebral peritumoral en casos de me-
ningiomas [ 12]. Para ello, incluyeron de manera retrospectiva un total de 80 pacientes con
meningioma y 44 sujetos con una exploracion de imdgenes de RM cerebral normal (grupo
control). Todos ellos contaban con iméagenes preoperatorias de resonancia magnética por

tensor de difusion, que se utilizé para aplicar el método del indice ALPS.

Los resultados obtenidos en este estudio mostraron que el indice ALPS estaba inversa-
mente correlacionado con el volumen del ECP en meningiomas. Por tanto, concluyen que
la relacion entre el volumen del ECP y el indice ALPS sugiere que la formacién del ECP
puede estar relacionada con la disfuncién glinfatica.

Por otro lado, encontraron que el indice ALPS en el grupo de meningiomas sin ECP era
significativamente mayor que el indice en el grupo de meningiomas con ECP y en el grupo
control. Este resultado podria sugerir que en estos pacientes, sin ECP, la funcién glinfética
es mayor para facilitar la eliminacion del liquido intersticial, reduciendo o evitando asi la
formacion del ECP. Sin embargo, el indice ALPS no fue significativamente diferente entre
los meningiomas con ECP y el grupo control, lo que indica que no hay cambios significati-
vos en la funcién glinfética, al contrario de lo que cabria esperar. A este respecto, Toh et al.
plantearon que, justamente la ausencia de cambios en la funcién glinfatica en respuesta al

crecimiento de un meningioma, podria derivar en una funcion glinfatica insuficiente para la
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eliminacion del aumento de liquido intersticial y, por tanto, podria dar lugar a la formacién

del ECP.

2.1. Indice ALPS en gliomas

Toh et al. presentaron en 2021 el articulo Factors Associated With Dysfunction of
Glymphatic System in Patients With Glioma [13]], con el objetivo de investigar los cam-
bios en la funcidn glinfatica en pacientes con glioma utilizando el método del DTI-ALPS.
En concreto, investigaron si existia una correlacion entre la funcién glinfética y el volumen
del tumor; el edema cerebral peritumoral; el grado del tumor y el estado de la mutacion de

la isocitrato deshidrogenasa 1 (IDH1).

Para ello, realizaron un estudio retrospectivo que incluia un total de 201 pacientes con
glioma. Todos ellos contaban con imégenes por tensor de difusion preoperatorias, que se
utilizaron para calcular el indice ALPS. Ademas, de cada paciente se recogié la siguiente
informacion: sexo, edad, grado del tumor, estado de la mutacién de la IDH1, volumen del
edema cerebral peritumoral y volumen del tumor. La edad media de los pacientes era 47,4
afios y de ellos 116 eran hombres. En cuanto al grado del tumor, 86 presentaban grado II,

52 grado Il y 63 grado IV.

Cabe destacar que, si para un mismo paciente se encontraron tumores en ambos he-
misferios, se seleccionaron los del hemisferio con el tumor més grande para medir sus
volumenes. Ademas, si habia varios tumores o zonas de edema cerebral peritumoral, se in-
cluyeron todos siempre y cuando su tamaio fuera mayor que 1 x 1 cm?. Es muy importante
tener en cuenta que la medida del indice ALPS se hizo siempre en el hemisferio ipsilateral

del tumor.

Los volumenes totales del edema cerebral peritumoral, del tumor completo, de la por-
cién tumoral con realce, de la porcién tumoral sin realce, de la porcidn necrdtica y de la

porcion hemorragica se calcularon sumando todos los volumenes de los diferentes cortes.

En la siguiente Figura[2.2]podemos ver un ejemplo de c6mo se segmentaron las regiones

de interés en un glioma frontal de grado II en el hemisferio izquierdo.
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Figura 2.2: Ejemplo de como se segmentaron las regiones de interés en un glioma frontal
de grado II en el hemisferio izquierdo [13]].

(A) Transverse T2-weigthed image showing a manually drawn polygonal ROI (red) that includes
the entire peritumoral brain edema and the whole tumor. (B, C) On contrast-enhanced T1-weighted
images, the ROIs of whole tumor (yellow), non-enhancing tumor (blue), and necrotic portion (green)
are shown. (D) Directionally encoded color map illustrating the ROIs of the projection (blue area)
and association (green area) fibers in the left periventricular region for calculation of the analysis
along the perivascular space (ALPS) index.

Los resultados que obtuvieron al comparar los diferentes grupos revelaron que:
= El indice ALPS entre hombres y mujeres no era significativamente diferente

= El indice ALPS de gliomas de grado II y III era significativamente mayor que el de

gliomas de grado IV (p < 0.001)
= El indice ALPS no era diferente entre los gliomas de grado Il y III (p = 0.67)

= El indice ALPS de los gliomas de IDH1 wild type era significativamente menor que

el de los gliomas con mutacién de IDHI1 (p < 0.001)
Por otro lado, el analisis de regresion lineal univariable mostrd los siguientes resultados:

» El indice ALPS mostré una correlacion significativa con: la edad (b = -0.15, p =
0.04); el sexo (b = -0,14, p = 0,05); el grado del tumor (b =-0.36, p < 0. 001); la
mutacién del IDH1 (b=0.39, p < 0.001); el volumen del edema cerebral peritumoral
(b=-0.44, p < 0.001); el volumen del tumor con realce (b =-0.35, p < 0.001); y el
volumen del tumor sin realce (b = 0.31, p < 0.001).
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= No fueron estadisticamente significativas las asociaciones del indice ALPS con el
volumen total del tumor (b =0.10, p = 0.15); el volumen de la porcién necrética (b =

-0.06, p =0.41); y el volumen de la porciéon hemorragica (b = 0.002, p = 0.98).

En el andlisis de regresion lineal multiple, la mutacién del IDH1 (b = 0.31, p < 0.001)
y el volumen del edema cerebral peritumoral (b =-0.35, p < 0.001) fueron los dos factores
independientes asociados al indice ALPS. Un indice ALPS mds bajo se asocié con los
gliomas con IDHI1 wild type y con aquellos con un mayor volumen de edema cerebral

peritumoral.

En conclusiodn, los gliomas con IDHI1 wild type y los gliomas con mayores volimenes
de edema cerebral peritumoral se asociaron con un indice ALPS mds bajo, lo que podria
reflejar una funcidn glinfética deteriorada. Toh et al. concluyen que el indice ALPS mads
bajo en los gliomas con IDH1 wild type puede sugerir una asociacion entre la disfuncién
glinfética y la agresividad del tumor. Ademas, sugieren que la correlacion entre mayores
volimenes de edema cerebral peritumoral y un indice ALPS mas bajo muestra que la for-

macién de edema cerebral peritumoral puede estar relacionada con la disfuncién glinfatica.

En nuestra opinion, la principal duda que nos surge acerca de este estudio es si real-
mente se pueden analizar por igual las imdgenes que presentan gliomas en el hemisferio
izquierdo, en el derecho o incluso en ambos. De igual manera, comparan los resultados de

igual manera para pacientes con uno o varios gliomas.

2.2. Limitaciones

Queremos empezar esta seccion destacando la gran ventaja que presenta este método
no invasivo, que es su facil adquisicién y posterior observacion, permitiendo su aplicacion
en la practica clinica usando DTI clinicamente comunes y ya incluidas en los diferentes

protocolos de los hospitales.

Por otro lado, en esta seccion vamos a presentar las principales limitaciones encontradas
hasta el momento en los estudios que aplican el método del indice ALPS para el andlisis

del sistema glinfatico.
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= En primer lugar, este método solo describe el drenaje del liquido intersticial en el
espacio perivascular a nivel del ventriculo lateral, mediante una férmula matematica.
Sin embargo, la dindmica de los fluidos dentro de cada regién anatémica ain no se
conoce del todo, por lo que no se sabe realmente en qué segmentos de la via glinfatica
debe medirse el flujo del liquido intersticial para poder estimar la funcién glinfatica
global. Asi, el drenaje del liquido intersticial en el cerebro puede estar regionalizado,
lo que significa que las funciones y las estructuras espaciales pueden ser diferentes
entre las distintas regiones del cerebro, y la medicion de la funcion de drenaje para

una region puede no reflejar la alteracion funcional global del cerebro. [37]

= En segundo lugar, el indice ALPS evalia el flujo de agua a lo largo de las venas me-
dulares profundas y sigue sin estar claro si esta medida refleja la funcién global del
sistema glinféatico o sélo el flujo de salida del liquido intersticial hacia los espacios
perivasculares venosos. Por tanto, la correlacion entre la difusividad del agua en di-
reccion derecha-izquierda a lo largo de las venas medulares profundas y la actividad

glinfética necesita una mayor validacion.

= Ademds, como ya hemos visto, se necesita una muestra mucho més amplia para
investigar los factores que influyen en los cambios del sistema glinféatico y poder va-
lidarlos. Asi, las muestras de los estudios son, en general, insuficientes y retrospecti-
vas, con una mediana de 39 participantes. Por otro lado, las desviaciones estandares
de los resultados publicados que encontramos tienen un rango de entre 0.03 y 0.37,
con una mediana de 0.17, por lo que podemos ver que hay una gran variabilidad en
los datos presentados. Ademds, falta conocimiento acerca de coémo afectan el po-
sicionamiento de las ROIs, su tamaifo, la bilateralidad del cerebro, ciertos factores

longitudinales como la aplicacion de tratamientos, etc.

= La mayoria de estudios analizan tnicamente el hemisferio izquierdo del cerebro,
abogando que los participantes del estudio son diestros y que, por tanto, los tractos
de asociacién son mds gruesos en el hemisferio dominante. En la Tabla[2.3]se puede
ver qué publicaciones tienen en cuenta la bilateralidad en sus estudios. De las 17
publicaciones revisadas en este trabajo, solo 5 (29.41 %) presentan resultados de

ambos hemisferios.
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m Por udltimo, volver a destacar la falta absoluta de consenso acerca de un valor de
referencia del indice ALPS obtenido para sujetos sanos y un rango para estados pa-
tologicos, que no permite comparar los resultados obtenidos por las diferentes pu-
blicaciones; la cudl probablemente estd provocada por la falta de una metodologia

estandar bien definida.

Como ya hemos comentado, el sistema glinfatico ha sido reconocido recientemente y
todavia no existen métodos no invasivos bien establecidos para medir su funcién en huma-

nos, por lo que todavia existen grandes limitaciones.

Como conclusidn, parece evidente que todavia falta mucho por investigar en cuanto a
la funcién glinféitica y su correlacion con las diferentes enfermedades con implicaciones
neuroldgicas y, aunque el método del indice ALPS parece una muy buena herramienta para
estudiar este sistema de una manera no invasiva, todavia se encuentra en una fase prematura

en cuanto a la consolidacién de la técnica.
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Capitulo 3

Desarrollo del método propuesto

En este capitulo, se presenta el flujo de trabajo seguido, las bases de datos utilizadas y

el método empleado en este estudio.

3.1. Contexto y planteamiento del problema

Este trabajo implementa y evalua el método del indice ALPS para comparar la actividad
del sistema glinfatico en sujetos sanos y pacientes con glioma. Para ello, el desarrollo se
ha basado en el método propuesto por primera vez en el articulo cientifico Evaluation of
glymphatic system activity with the diffusion MR technique: diffusion tensor image analysis

along the perivascular space (DTI-ALPS) in Alzheimer’s disease cases [24]].

El enfoque presentado en 2017 en [24], que todavia podriamos considerar como nove-
doso, consiste en utilizar imagenes de resonancia magnética por tensor de difusion cerebra-
les, para extraer la difusividad del agua en las fibras de proyeccion y asociacion en las tres
direccion (X, y, z), y calcular con estos conjuntos de datos una métrica, el indice ALPS, que
nos permita analizar la actividad del sistema glinfatico a nivel individual. Las medidas de la
difusividad en ambos haces de fibras deben ser obtenidas al nivel del cuerpo del ventriculo
lateral, donde se puede considerar que el espacio perivascular fluye en direccion perpen-
dicular a ambos tractos dominantes. Mediante un andlisis estadistico para los diferentes
valores del indice ALPS obtenidos, podemos evaluar su aplicaciéon como biomarcador de

la actividad del sistema glinfatico.
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El flujo de trabajo estd divido en las siguientes etapas (Figura[3.1):

= Seleccion de las bases de datos con imdgenes de resonancia magnética por tensor de

difusion.

= Preprocesamiento de las imdgenes (correccion de movimiento y correccién de eddy

currents) y obtencion de los mapas de difusividad (Dxx, Dyy, Dzz y FA).
= Posicionamiento de las regiones de interés.
= Calculo del indice ALPS.

m Analisis estadistico.

Preprocesamiento

- Eddy Currents

- Artefactos movimiento
- Reconstruccion DTI

@) s studio

Raw DICOM Posicionamiento ROIls
- Sujetos sanos
- Pacientes glioma

Caleula Anlisis
Indice —

ALPS w estadistico

Figura 3.1: Flujo de trabajo

Ademads, en este estudio se ha querido analizar la estabilidad del indice ALPS como
biomarcador longitudinal del sistema glinfético, utilizando imdgenes obtenidas en dos se-
siones diferentes para los sujetos sanos. También, se ha querido analizar la actividad de
este sistema de una manera bilateral, recogiendo las medidas para ambos hemisferios ce-
rebrales. Por ultimo, se ha querido analizar si existe una correlacion entre el indice ALPS
y el grado de malignidad del glioma, diferenciando el andlisis para los gliomas de grado
IT (benignos) y los de grado III y IV (malignos); asi como con la edad y el sexo de los

participantes.

Todo el preprocesamiento de las DTI se ha llevado a cabo con DSI Studio (v3.8.2022)

[38]], una herramienta de software (SW) abierto de tractografia que mapea las conexiones
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cerebrales y permite correlacionar los resultados obtenidos con trastornos neuropsicoldgi-
cos. El software es una implementacion colectiva de varios métodos de resonancia magnéti-
ca de difusidn, incluyendo la reconstruccion de imagenes por tensor de difusion, genera-
lized g-sampling imaging (GQI), g-space diffeomorphic reconstruction (QSDR), diffusion
MRI connectometry y generalized deterministic fiber tracking. DSI Studio se ha utiliza-
do en mas de 1400 publicaciones y los estudios de investigacion que lo utilizan se han
publicado en revistas de gran prestigio como Nature Neuroscience, Nature Human Beha-
vior, Nature Communication, Brain, Cerebral Cortex y Neurolmage. Ademas, el método
de tractografia determinista (del inglés deterministic fiber tracking method) de DSI Stu-
dio ha logrado la precision mdés alta de entre 96 métodos presentados por 20 grupos de
investigacion diferentes, examinados mediante un concurso abierto [39].

Por otro lado, la interfaz grafica de usuario de DSI Studio se caracteriza por su amiga-
bilidad para el usuario (del inglés user friendly), que hace que sea facil de usar y ripida
de aprender, y ademads permite el procesado de imdgenes en lote sin necesidad de utili-
zar la interfaz de linea de comandos. Si ademads tenemos en cuenta que es de acceso libre
para cualquier sistema operativo, consideramos que se podria implementar facilmente en
muchos hospitales y, podria ser muy util, incluir este software como una herramienta de
trabajo utilizada para el diagndstico y seguimiento de diversas enfermedades neuroldgicas,

en nuestro caso concreto del cancer de glioma.

Cabe volver a remarcar que, las publicaciones revisadas en el Capitulo [2] del grupo de

investigacion liderado por Lee et al. utilizan este SW para su estudio [31][32][33[][34][35].

Para llevar a cabo el andlisis estadistico, se ha utilizado JAMOVI (v2.3.18) [40]. El
proyecto jamovi se fundo para desarrollar una plataforma estadistica libre y abierta, de uso
intuitivo y que pueda ofrecer los ultimos avances en metodologia estadistica, construida
sobre el lenguaje estadistico R. Su principal ventaja es su gran usabilidad, con una interfaz
de usuario muy fécil de entender y que permite llevar a cabo anélisis estadisticos completos
rapidamente, por lo que representa una buena alternativa a otros SWs estadisticos mas

complejos como SPSS y SAS.
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3.2. Base de datos

Como se ha podido ver en el Capitulo 2] no existe un consenso sobre qué requisitos
deben cumplir las bases de datos utilizadas para la aplicacién del método del indice ALPS,
sobre todo en lo que respecta a los pardmetros de adquisicion de las imdgenes, haciendo
muy dificil una posible comparativa entre evaluaciones. Por otro lado, si que hay una clara
unanimidad en cuanto al uso de un campo de 3 T y un b-valor de 1000 s/mm2 en todos los
estudios presentados. Este hecho podria deberse a un posible sesgo en los campos de adqui-
sicion que se utilizan en los centros de investigacion, lo que no tendria por qué representar

realmente la practica clinica.

Afortunadamente, para la realizacioén de este trabajo hemos podido contar con una ba-
se de datos de DTI de pacientes con glioma del Hospital Carlos Van Buren, obtenida en
el contexto del proyecto FONIS SA1710124. Este proyecto contd con la aprobacién del
comité de ética (CEC — SSVSA 72/2017) y todos los pacientes dieron su consentimien-
to informado por escrito. Es destacable sefialar que el campo utilizado en el protocolo de
adquisicion de imagenes del hospital es de 1.5 T por lo que, hasta donde alcanza nuestro
conocimiento, nos convierte en el primer estudio que aplica el método del indice ALPS en

imagenes adquiridas en 1.5 T.

Dado que uno de los objetivos iniciales de este trabajo consistia en comparar el método
empleado entre la base de datos recién mencionada y una base de datos de sujetos sanos,
y que no sabemos como afecta el campo de adquisicion a la medicion del indice ALPS,
pues no tenemos estudios que lo demuestren, consideramos que éste seria un factor con-
dicionante para elegir la base de datos de sujetos sanos. Por otro lado, como el tiempo ha
sido un factor limitante en este trabajo, tuvimos que descartar la posibilidad de adquirir las
imagenes, que podria ser muy interesante para posibles lineas futuras de este estudio. Por
tanto, hicimos una busqueda exhaustiva en diversas piginas y, aunque encontramos que la
mayoria de bases de datos publicas de DTI de sujetos sanos presentaban un campo de 3 T,
finalmente optamos por utilizar la base de datos disponible en [41], que cuenta con adqui-
siciones de 1.5 T de imédgenes por tensor de difusion de 16 sujetos sanos, con dos sesiones

diferentes para cada sujeto.
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En esta seccidén vamos a describir tanto las caracteristicas de los participantes del estu-

dio como los pardmetros de adquisicion de las imagenes de RM.

3.2.1. Participantes

La base de datos disponible en [41] cuenta con imédgenes por tensor de difusion de 16
sujetos sanos y de 9 pacientes con ataxia espinocerebelosa tipo 2, de las cudles estas dltimas
fueron descartadas para este trabajo. Los sujetos sanos no tenian antecedentes familiares o
personales de disfuncién neuroldgica o psiquidtrica y presentaron un examen neuroldgico
normal tanto de inicio como de seguimiento [42]. Para cada uno, se adquirieron DTI en dos

sesiones diferentes, separadas entre si una media de 3.3 £ 1.0 afios.

La base de datos del Hospital estd formada por DTIs de 48 pacientes con glioma. Estas
imagenes fueron adquiridas dentro del protocolo preoperatorio para dichos pacientes, lo
que refuerza la fortaleza de este método en su fécil aplicacion en la préctica clinica, pues
no requiere una modificacién del protocolo del hospital. Ademas, cuatro de los pacientes
contaban con imdgenes tomadas en dos sesiones, para dos procesos preoperatorios de glio-
mas diferentes, por lo que se incluyeron ambas sesiones como participantes diferentes. Por

tanto, hay un total de 52 participantes.
Los criterios de inclusiéon empleados fueron los siguientes:

= Pacientes con gliomas del Hospital Carlos Van Buren que se sometieron a un DTI

preoperatorio y reseccion quirurgica entre julio de 2016 y octubre de 2022.
» El diagnostico y el grado del glioma se confirmaron mediante histopatologia.

= [os gliomas de grado 2 se clasificaron como grado bajo o benigno, y los de grado 3

y 4 se clasificaron como grado alto o maligno.

» Las localizaciones de los tumores (hemisferio y 16bulo/os) fueron registradas por

neurocirujanos y neurorradidlogos experimentados.

= [os pacientes no presentaban ninguna otra enfermedad neurodegenerativa.
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= Se incluyeron aquellos pacientes en los que se pudiera posicionar las ROIs en al

menos uno de los dos hemisferios.
Por otro lado, los criterios de exclusiéon empleados fueron:

= Se excluyeron los pacientes con tumores que se extendian a ambos hemisferios, por-
que esto no permitia contrastar la actividad en el hemisferio ipsilateral frente al con-

tralateral.

= Se excluyeron aquellos pacientes con una estructura anatémica cerebral totalmen-
te modificada por el glioma, impidiendo el posicionamiento de las ROIs en ambos

hemisferios.

= Se excluyeron aquellas imagenes que tras el procesamiento presentaban una mala

relacion sefial-ruido, impidiendo el uso de las mismas.

3.2.2. Adquisicion de DTI

Las imagenes de difusion de la base de datos de sujetos sanos fueron adquiridas con
un escaner Philips Intera de 1.5 T. Los pardmetros utilizados fueron: un valor de tiempo de
eco de 89 ms y un tiempo de repeticion de 9394 ms; para todas las imagenes se empled un
esquema DTI de difusion con un total de 15 direcciones de difusién adquiridas; el valor de

b fue de 1000 s/mm?; la resolucién en el plano fue de 2 mm y el grosor de corte de 3 mm.

Por otro lado, las imdgenes de difusion del Hospital Van Buren fueron adquiridas con un
escaner GE SignaHDxt de 1.5 T con una secuencia de difusion. Los parametros utilizados
en este caso fueron: un valor de tiempo de eco de 95 ms y un tiempo de repeticion de
12000 ms; para todas las imagenes se emple6 un esquema DTI de difusiéon con un total de
32 direcciones de difusion adquiridas; el valor de b fue de 1000 s/mm?; la resolucién en el

plano fue de 1.0156 mm y el grosor de corte de 3 mm.
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Estos datos se pueden visualizar en la siguiente Tabla[3.1]

BD Campo (T) B-valor (symm?) Direcciones TR (ms) TE (ms) Resolucién espacial (mm?)
Sujetos sanos 1.5 1000 15 9394 89 2x2x3
Pacientes con glioma 1.5 1000 32 12000 95 I1x1x3

Tabla 3.1: Comparativa de los parametro de adquisicion.

BD: base de datos. TR: tiempo de repeticion. TE: tiempo de eco

3.3. Procesamiento de las imagenes por tensor de difusion

Como ya hemos mencionado en la Seccién el procesamiento de las imagenes por
tensor de difusion se ha llevado a cabo utilizando el software DSI Studio. Para los sujetos
sanos, el procesamiento de las imdgenes se llevo a cabo de manera individual, lo que per-
mitié mejorar el manejo de la herramienta con una muestra mas pequefia, mientras que para
las imagenes de pacientes con glioma se hizo utilizando la herramienta de procesamiento

en lote que ofrece el programa.
En ambos casos, los pasos a seguir han sido los siguientes:

= Primero, las DTI raw fueron leidas en formato DICOM para crear un archivo SRC
(Source Code File). En este paso el SW muestra la tabla de valores de b extraida de

los DICOM, para poder confirmar las distintas direcciones y sus valores de b.

# B-table — O X
Files Edit
File Name b value bx by bz =
1 |DTI_32Direction... 0 0 0 0
2 DTI_32Direction... 1000 1 0 0
3 |DTI_32Direction... 999.598 0.494198 0.869349 0
4 | DTI_32Direction... 999.922 -0.120009 0.64105 -0.758059
5 DTI_32Direction... 999.959 0.919038 -0.331014 0.214009
6 |DTI_32Direction... 1000.26 -0.11197 -0.630833 -0.767797
7 |DTI_32Direction... 999.666 -0.914305 -0.236079 -0.32911
8 |DTI_32Direction... 1000.23 0.680844 0.30293 -0.666847
9 |DTI_32Direction... 1000.33 0.0669778 099767 0.0129957
10 DTI_32Direction... 1000.41 0917623 0.152937 -0.366849

Figura 3.2: Ejemplo de tabla de valores de b.
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= El segundo paso de preprocesamiento consiste en la conversion del archivo SRC ob-
tenido a un archivo FIB. En este paso, el SW permite navegar entre las diferentes
direcciones de ponderacién en difusion y entre los distintos cortes, ofreciendo una
primera visualizacién rdpida, que permite confirmar la presencia de posibles artefac-
tos de movimiento o producidos por eddy currents, asi como detectar si algin corte
pudiera estar invertido. Ademads, el programa permite detectar automaticamente cor-
tes defectuosos y eliminarlos si se considera necesario. Para mejorar la calidad de
las imédgenes y eliminar los posibles artefactos, DSI Studio ofrece una correccion de
ambos tipos de artefactos mencionados, que es importante ejecutar antes de seguir
con la reconstruccion. En la siguiente imagen (Figura podemos ver un ejemplo
del resultado obtenido para una de las imdgenes de un sujeto sano al aplicar esta

correccion.

(a) Imagen sin procesar

(b) Imagen corregida

Figura 3.3: Resultado de aplicar la correccién para artefactos de movimientos y para arte-
factos causados por eddy currents de DSI Studio.
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El SW crea automaticamente una mascara, para filtrar la region de fondo, aumentar
la eficacia de la reconstruccion y facilitar la visualizaciéon mds adelante. Cuando se
procesan las imdgenes individualmente, esta mascara puede ser manipulada manual-
mente para ajustarla mejor a la imagen, utilizando funciones basadas en el umbral,
suavizado, expansion, erosion y fragmentacion. Por dltimo, para este trabajo, la re-
construccion se realizé mediante el método DTI, que genera una orientacion de fibra
por voxel y la medida de anisotropia y difusividad asociada. En este momento, es
importante especificar que se desea obtener como pardmetro de salida el tensor de
difusién, pues no viene incluido por defecto y es el parimetro que nos va a propor-
cionar los valores de la difusividad en el eje X (txx), en el eje Y (tyy) y en el eje Z
(tzz) para calcular el indice ALPS. Para ello, hay que escribir la palabra tensor en los
pardmetros de salida deseados. La reconstruccion, sobre todo si se lleva a cabo la co-
rreccion de artefactos, es muy lenta desde el punto de vista computacional, llegando

a tardar mds de una hora por imagen.

Una vez finalizada la reconstruccion y obtenidos los archivos FIB, el dltimo paso
consistio en el posicionamiento de las ROIs de manera individual para cada imagen,
que nos permitié obtener los valores de difusividad de las fibras de proyeccion y de
asociacion. Para poder encontrar facilmente los tractos buscados utilizamos los ma-
pas de color, sabiendo que las fibras de proyeccion a nivel del cuerpo del ventriculo
lateral se presentan de color azul (eje z) y las de asociacion de color verde (eje y),
siguiendo el estandar de colores establecido. Ademads, para localizar los cortes de-
seados nos hemos basado en las indicaciones del neurorradidlogo Pablo Cox, cotutor
de este trabajo. Con sus indicaciones, junto con las gréficas aportadas por las publi-
caciones citadas en el estado del arte, buscamos posicionar las ROIs a la altura del
cuerpo del ventriculo lateral, perpendicular al espacio perivascular y evitando entrar
en los nucleos de la base. En la mayoria de los casos, el corte donde mejor se apre-
cian los tractos buscados es aquél en el que ya vemos por completo el cuerpo calloso
(Figura [3.5)). En caso de no poder apreciar los tractos nitidamente en este corte, se
ha buscado el corte més cercano en el que pudiéramos ver claramente el tracto de
proyeccion de color azul junto con el de asociacion de color verde. Es importante no

confundir el epéndimo que recubre los ventriculos, y que también aparece de color

35



verde, con las fibras de asociacidn, que siempre deben aparecer mas externas que las
de proyeccion. Sin embargo, nos hemos encontrado que las publicaciones anteriores
no definen dénde posicionan sus ROIs de una manera exacta, por lo que es dificil
saber si todas eligen la misma altura simplemente basandonos en las gréficas aporta-
das a modo de ejemplos, asi como saber en qué medida afecta el corte seleccionado
a los resultados obtenidos. En cuanto a la geometria de las ROIs, parece que hay un
amplio consenso en utilizar regiones esféricas con un didmetro de 5 mm (Tabla[2.2).
Al intentar dibujar una ROI de estas caracteristicas con DSI Studio nos encontramos
que la regién esférica en el espacio 3D incluye los cortes adyacentes, englobando
otras estructuras anatomicas mas alla de los tractos de proyeccién y asociacion, por
lo que no es valida para la técnica que buscamos. La Figura [3.4| muestra un ejemplo
de una ROI esférica que engloba mds de un corte con DSI Studio, motivo por el cual
esta geometria fue descartada. Por otro lado, si nos fijamos en los estudios que uti-
lizaron DSI Studio, vemos que utilizaron una ROI rectangular, que es la alternativa

que ofrece este SW a las geometrias del espacio 3D.

301 rectangular ‘OI esférica

Figura 3.4: Comparacién de una ROI esférica y rectangular en DSI Studio para un paciente
con glioma. Imagen coronal.

Como se puede apreciar, el grosor de la ROI esférica es mayor que el grosor de un corte, represen-
tado por la ROI rectangular.
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Para elegir el tamaifio de las ROIs, nos hemos fijado en el tamafio empleado por las
publicaciones citadas, siendo la mayorfa de 65 mm?, como acabamos de mencionar,
mientras que los estudios que utilizan DSI Studio toman un tamafio de tan solo 9
mm?, pues seleccionan con una ROI rectangular un tnico pixel por tracto. En nues-
tro caso, para la base de datos de sujetos sanos, se mantuvo un tamaio de 48 mm?3
para todas las ROIs, con rectdngulos de 4 x 4 x 3 mm?. Esta medida se seleccioné
porque permitia dibujar una ROI dentro de cada tracto para todas las imédgenes de su-
jetos sanos, aproximdndonos al volumen mds empleado en la revision de la técnica.
Para los pacientes con glioma, vimos que en muchos casos la anatomia se encuentra
modificada por los tumores, por lo que no fue tan facil mantener un tamafio fijo para
las ROIs. Por dltimo, en el estado de la técnica tampoco queda clara la altura exacta
del plano axial en el que se posicionan las ROIs, ni tampoco cémo influye si no se
posicionan exactamente a la misma altura. A este respecto, hemos considerado que
si tienen que colocarse siempre a la misma altura exacta no seria posible aplicarlo en
la préctica clinica, pues cada paciente va a presentar una DTI ligeramente diferente
anatémicamente, o muy diferente en el caso de los pacientes con glioma. Por ello, se
buscaron posicionar siempre lo mas alineadas posibles, priorizando los lugares en los
que mejor definidas estuvieran las difusividades en los tractos (segun el color). En la
Figura[3.5]se puede visualizar un ejemplo del posicionamiento de las ROISs en sujetos
sanos y en pacientes con glioma. Ademads, el posicionamiento de las ROIs para cada
imagen se puede visualizar en el Anexo [B|incluido en este trabajo. Por ultimo, para
obtener el tensor de difusién de cada ROI, DSI Studio permite exportar las métricas
asociadas a cada region, que incluyen también otros pardmetros como su tamafio,
ubicacion, anisotropia fraccional (FA), coeficiente de difusion aparente (ADC).... La

informacion se exporto en archivos de tipo valores separados por comas (csv).

En el Anexo |C]incluido en este trabajo se puede encontrar un video que recoge los

pasos seguidos recién explicados.
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(b) Imagen de un sujeto sano.

40 50 60 10011012

0 100110120130 140150

(c) Imagen de un paciente con glioma. (d) Imagen de un paciente con glioma.

Figura 3.5: Ejemplo de ROIs colocadas en ambos hemisferios para obtener los valores de
difusividad de las fibras de proyeccion y asociacion sobre el mapa de color en sujetos sanos
y pacientes con glioma.

Como se puede apreciar, mientras que en los sujetos sanos la anatomia se mantiene entre sujetos,
en los pacientes con glioma nos encontramos casos como en [3.5(d)|en los que el tumor modifica la
anatomia que buscamos en el hemisferio izquierdo, por lo que solo ha sido posible posicionar las
ROIs en los tractos del hemisferio derecho.

3.4. Calculo del indice ALPS

Como ya hemos explicado en la seccion|l.2} el indice ALPS se calcula como la relacion

de la media de la difusividad en el eje X en la zona de las fibras de proyeccion (Dxproj) y
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la difusividad en el eje X en el area de las fibras de asociacion (Dxassoc), con respecto a la
media de la difusividad en el eje Y de las fibras de proyeccion (Dyproj) y la difusividad en

el eje Z de las fibras de asociacion (Dzassoc), siguiendo la siguiente féormula:

Indice ALPS — mean(Dxpro j, Dxassoc)

- 3.4.1)
mean(Dypro j, Dzassoc)

3.5. Analisis estadistico

Para llevar a cabo el andlisis estadistico, nos centramos primero en la base de datos de
sujetos sanos, después en la de pacientes con glioma y, por dltimo, llevamos a cabo una
comparacion entre ambas bases de datos. Para todo el estudio se defini6 la significacion

estadistica con un valor de p <0,05.

La normalidad de las variables se comprobd en todos los casos mediante el método de
Shapiro-Wilk. La prueba de Levene para la homogeneidad de varianzas se ha empleado

para todas las pruebas T.

En el informe, las variables categéricas se expresan como ndmeros y porcentajes, mien-
tras que las variables continuas con distribucién normal se representaron como valores me-

dios y sus desviaciones estdndar.

3.5.1. Sujetos sanos

Para comprobar si los valores obtenidos del indice ALPS son reproducibles entre sesio-
nes para cada hemisferio se ha realizado la prueba t de Student para muestras independien-

tes.

Para comprobar si los valores obtenidos del indice ALPS son significativamente dife-
rentes entre hemisferios se ha realizado la prueba t de Student para muestras apareadas.
Como la muestra empleada en esta base de datos no es muy grande (N=16) y teniendo en
cuenta los resultados obtenidos en el test anterior de contraste entre sesiones, esta ultima

prueba se ha realizado usando el valor del indice de cada sesion para cada sujeto (N = 32).

Para analizar la relacion entre el indice ALPS y el sexo se ha realizado la prueba t de

39



Welch para muestras independientes, teniendo en cuenta la inhomogeneidad de las varian-

zas mediante la prueba de Levene.

Por dltimo, para analizar la correlacion entre el indice y la edad de los participantes, se
ha realizado una regresion lineal simple y un modelo de regresion linea multiple ajustado

para la edad, las sesiones y los hemisferios.

3.5.2. Pacientes con glioma

En los pacientes con glioma, se han llevado a cabo modelos de regresion lineal simples
ajustados para la edad, considerando como variable dependiente el indice ALPS, como co-
variable la edad, y como factor la localizacion del tumor (ipsilateral frente a contralateral);

el grado del tumor (benigno frente a maligno); y el sexo de los participantes.

También se ha utilizado un modelo de regresion lineal miltiple para tener en cuenta

todos los factores recién mencionados.

3.5.3. Diferencias entre las dos bases de datos

Aunque la idea inicial consistia en comparar estadisticamente los resultados obtenidos
para los sujetos sanos con los pacientes de glioma, teniendo en cuenta el hemisferio ipsi-
lateral y el contralateral, finalmente este anélisis no se ha llevado a cabo. Esto se debe a la
gran variabilidad que hemos encontrado en el estado del arte de los resultados presentados
por los diferentes estudios. Pensamos que una de las razones es la diferencia en las técnicas
de adquisicion de las imdgenes y, como nuestras bases de datos no han sido adquiridas por
el mismo equipo con el mismo protocolo de adquisicidn, pensamos que los resultados de

un andlisis estadistico para compararlos no serian fiables.
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Capitulo 4

Resultados

En este capitulo, se detallan los datos de los participantes que se han incluido finalmente
en el estudio, teniendo en cuenta los criterios de inclusion y exclusidn, y se presentan los
resultados obtenidos para el calculo del indice ALPS y su anélisis estadistico, en cada una

de las bases de datos.

Ademds, aunque no formaba parte del alcance inicial de este proyecto, se ha incluido
un breve andlisis acerca de como influye la FA y el volumen de los gliomas al indice
ALPS. Por ultimo, se ha comprobado cudl es la variabilidad del valor indice ALPS segtin

el posicionamiento de las ROIs en diferentes cortes, para los sujetos sanos.

4.1. Participantes

Los 16 sujetos sanos de la base de datos disponible en [41] han sido incluidos para
este trabajo. De todos ellos, 7 (43.75 %) son mujeres. En cuanto a la edad media, para la
primera sesion es de 49.83 £ 18.40 (25.07 - 72,43) anos, mientras que para la segunda
sesion es de 53.12 £ 17.54 (29.34 - 74,50) aios. La edad media incluyendo las edades de

cada participante en ambas sesiones es de 51.48 + 18.05 afios.

De los 52 participantes de la base de datos de pacientes con glioma, 3 fueron exclui-
dos porque presentaban un tumor bilateral; 3 fueron excluidos al tener una mala relacion
sefal-ruido que impedia el uso de las imagenes; 1 fue excluido al presentar una anatomia
totalmente modificada por la presencia del tumor, impidiendo el posicionamiento de las

ROIs en ninguno de los dos hemisferios; y 1 fue excluido al desconocerse la localizacion
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del tumor (lesién no evidente). La Figura 4.1 muestra este flujo de una manera grafica. Por

tanto, finalmente se incluyeron para el estudio 44 pacientes con glioma.

De todos ellos, 22 (50 %) son mujeres; y la media de edad es de 40.04 + 13.85 (15 -
71). Respecto al grado de los gliomas, 24 (54.55 %) son de grado II (benignos), 9 (20.45 %)
de grado Il y 3 (6.82 %) de grado IV (12 malignos). Se desconoce el grado de los 8 (18.18
%) tumores restantes, por lo que estas imagenes no se incluyeron en el estudio concreto
para el grado del tumor. En cuanto a la localizacién de los gliomas, 28 (63.64 %) se ubican

en el hemisferio izquierdo.

52 participantes

3 participantes con gliomas
bilaterales

49 participantes

3 imagenes con mala relacion
SNR

46 participantes

1 participante con anatomia
modificada por glioma
1 participante sin lesion evidente

A4 participantes

Figura 4.1: Pacientes con glioma incluidos en el estudio.

La tablaf.T|refleja un resumen de estos datos para ambas bases de datos. Cabe mencio-
nar que desconocemos para ambos casos el porcentaje de sujetos diestros y zurdos, por lo

que no podemos tener este factor en cuenta a la hora de analizar los datos.
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Sujetos sanos  Pacientes con glioma

Participantes 16 44
N° imagenes 32 44
Sexo femenino 7 (43.775 %) 22 (50 %)
Edad (afios) 51.48 £+ 18.05 40.04 + 13.85
Rango de edad (afios) 29.34 - 74,50 15-71
Tumor benigno - 24 (54.55 %)
Tumor maligno - 12 (27.27 %)

Tabla 4.1: Datos demogréficos.

Los datos categéricos se presentan como valor (porcentaje) y los continuos como la media £ des-
viacién estandar.

4.2. Sujetos sanos

Para la base de datos de sujetos sanos se han planteado las siguientes preguntas: (El
indice ALPS es reproducible entre sesiones?; ;Hay diferencias significativas entre hemisfe-
rios?; ;Hay diferencias significativas entre el sexo?; y (Existe una correlacion significativa

con la edad?

4.2.1. Reproducibilidad entre sesiones

La Tabla y la Figura muestran los resultados del andlisis descriptivo realizado
para el indice ALPS categorizado por hemisferios para cada sesion. Como podemos ver, los
datos para el indice ALPS en el hemisferio derecho se aproximan mads a una distribucién
normal que para el hemisferio izquierdo. Igualmente, en ambos casos podemos conside-
rar que los datos siguen una distribucién normal (p > 0.05) para llevar a cabo el andlisis

estadistico y evaluar la reproducibilidad entre sesiones.

Los resultados obtenidos al realizar la prueba t de Student para muestras independientes
(Tabla[.3) sefialan que no hay una diferencia significativa entre el indice ALPS obteni-
do en la sesion 1 y 2 para los sujetos sanos en ninguno de los dos hemisferios (p>0.05
en ambos casos). Con este resultado, podemos considerar que los datos son reproducibles
entre las sesiones y, por tanto, vamos a usar los indices obtenidos en ambas para realizar

los siguientes andlisis.

43



Descriptivas

Sesion  ALPS lzquierdo ALPS Derecho

N 1 16 16
2 16 16
Media 1 1.53 1.52
2 1.50 143
Desviacion estandar 1 0.178 0.188
2 0.227 0.138
Minimo 1 1.11 1.18
2 1.02 1.19
Maximo 1 1.77 1.86
2 1.80 1.68
W de Shapiro-Wilk 1 0.945 0.975
2 0.943 0.977
Valor p de Shapiro-Wilk 1 0.418 0.915
2 0.381 0.930

Tabla 4.2: Andlisis descriptivo del indice ALPS agrupado por sesiones y por hemisferio
cerebral en sujetos sanos.

Prueba T para Muestras Independientes

Estadistico gl p
ALPS lzquierdo T de Student 0.478 30.0 0.636
ALPS Derecho T de Student 1.465 30.0 0.153

Tabla 4.3: Diferencias en el indice ALPS entre sesiones para el hemisferio izquierdo y
derecho en sujetos sanos.
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Figura 4.2: Resultados del andlisis descriptivo para el indice ALPS en ambos hemisferios
para cada sesion en sujetos sanos.
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4.2.2. Diferencias entre hemisferios

El indice ALPS obtenido para el hemisferio izquierdo es de 1.51 £ 0.20 y para el he-
misferio derecho de 1.47 4= 0.17. Al realizar la prueba t de Student para muestra apareadas,
hemos visto que no hay diferencias significativas entre hemisferios para sujetos sanos
(p = 0.15). Por tanto, podemos considerar un valor medio de 1.49 4 0.18 para el indice

ALPS en sujetos sanos.

1.75 A

1.50 A

ALPS

Derecho Izquierdo

Hemisferio

Figura 4.3: Diferencias en el indice ALPS entre el hemisferio izquierdo y derecho en sujetos
sanos.

Prueba T para Muestras Apareadas

estadistico gl p

ALPS lzquierdo  ALPS Derecho T de Student 1.48 31.0 0.150

Tabla 4.4: Diferencias en el indice ALPS entre el hemisferio izquierdo y derecho en sujetos
sanos.
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4.2.3. Diferencias entre el sexo

Para analizar si hay diferencias entre el sexo femenino y masculino, se han utilizado los
datos obtenidos para ambas sesiones y para ambos hemisferios como muestras indepen-
dientes, dado que se ha comprobado que no existen diferencias significativas en ninguno

de los dos casos. De esta manera, podemos ampliar la muestra de estudio.

El indice ALPS obtenido para el sexo femenino es de 1.45 + 0.13 mientras que para
los hombres es de 1.53 £ 0.21. La prueba de Levene para la homogeneidad muestra que
las varianzas entre ambas categorias no son iguales (p < 0.05), por lo que se ha llevado a
cabo una prueba t de Welch para estudiar si existen diferencias significativas entre sexos. El
resultado de esta prueba ha sido de p = 0.09, por lo que no hay diferencias significativas

en el indice ALPS entre mujeres y hombres.

1.75 1

1.50 4

ALPS

1.25 1

1.00 4

Sexo

Figura 4.4: Diferencias en el indice ALPS entre mujeres y hombres en sujetos sanos.

f: femenino; m: masculino.

Prueba T para Muestras Independientes

Estadistico gl p

ALPS T de Welch 1.70 58.8 0.094

Tabla 4.5: Diferencias en el indice ALPS entre mujeres y hombres en sujetos sanos.
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4.2.4. Correlacion con la edad

Mediante una regresion simple, hemos comprobado que existe una correlacion nega-
tiva significativa entre el indice ALPS y la edad (p < 0.001, r> = 0.384) para los sujetos

sanos.

1.50 o

ALPS

1.25 4

30 40 50 60 70
Edad

Figura 4.5: Grafico de dispersion del indice ALPS y la edad de sujetos sanos.

Coeficientes del Modelo - ALPS

Predictor Estimador EE t p

Constante 181776  0.05532 3286 <.001
Edad -0.00630  0.00101 -6.21 <.001

Tabla 4.6: Andlisis de regresion lineal entre el indice ALPS y la edad de sujetos sanos.
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4.2.5. Regresion lineal multiple

Tras comprobar que existe una correlacion del indice ALPS con la edad, se ha compro-
bado mediante un modelo de regresion lineal multiple ajustado para la edad, que siguen sin
existir diferencias significativas entre sesiones (p = 0.29) ni entre hemisferios (p = 0.26) ni

entre sexo femenino y masculino (p = 0.92), con una r* = 0.41.

Coeficientes del Modelo - ALPS

Predictor Estimador EE t p
Constante 2 1.80762  0.07156  25.2617 <.001
Edad -0.00617  0.00108  -5.7245 <.001
Sesion:

2-1 -0.03959 0.03694 -1.0715 0.288
Hemisferio:

lzquierdo — Derecho 0.04199  0.03677 1.1418 0.258
Sexo:

m —f 0.00377  0.03904 0.0965 0.923

* Representa el nivel de referencia

Tabla 4.7: Analisis de regresion lineal multiple para la edad, la sesion, el hemisferio y el
SEX0 en sujetos sanos.

m: masculino; f: femenino.

4.2.6. Correlacion con la FA

Por tltimo, hemos comprobado si existe una correlacion del indice ALPS con la FA.
Sabiendo que existe una correlacion significativa entre el indice ALPS y la edad, lo primero
que hemos comprobado es si ésta también existe entre la FA y la edad, mediante un modelo
de regresion lineal simple. Los resultados obtenidos se pueden observar en la Figura 4.6y
la Tabla que muestra una correlacion significativa entre la FA y la edad con un valor

de p=0.01 y una r’=0.10.
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Figura 4.6: Gréfico de dispersion de la FA y la edad de sujetos sanos.

Coeficientes del Modelo - FA

Predictor  Estimador EE t p

Constante 0.53076 0.0222 23.93 <.001
Edad -0.00110  4.14e-4 -2.65 0.010

Tabla 4.8: Andlisis de regresion lineal para la edad y la FA.

Teniendo en cuenta este resultado, hemos utilizado un modelo de regresion lineal co-
rregido para la edad, para ver si existe una dependencia entre el indice ALPS y la FA. Este
modelo muestra unvalor de p = 0.48 con una r? = 0.38, por lo que no existe una corre-
lacion significativa entre el indice ALPS y la FA. Este resultado apoya la idea de que
las diferencias obtenidas para el indice ALPS estdn asociadas al sistema glinfatico, y no a

otros factores como la FA o el volumen parcial.

50



Coeficientes del Modelo - ALPS

Predictor  Estimador EE t p

Constante 1.68301 0.17151 9.813 <.001
Edad -0.00583  0.00106 =5h522 < .001
FA 0.21767  0.30695 0.709 0.481

Tabla 4.9: Analisis de regresion lineal para la FA y el indice ALPS, corregido para la edad.

4.3. Pacientes con glioma

Para los pacientes con gliomas hemos analizado si existe una correlacion con la edad,
igual que en los sujetos sanos, y si existen diferencias significativas para el indice ALPS
entre el hemisferio ipsilateral del tumor y el hemisferio contralateral; entre tumores benig-
nos y malignos; y entre el sexo femenino y masculino. Todos los andlisis se han hecho
para el hemisferio ipsilateral y el hemisferio contralateral, sin diferenciar entre izquierdo
y derecho, teniendo en cuenta que para sujetos sanos no existen diferencias significativas

entre hemisferios.

Como los resultados obtenidos en los sujetos sanos muestran una correlacion significa-
tiva entre el indice y la edad, hemos realizado modelos de regresion lineal ajustados para la

edad para responder a las preguntas planteadas.
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4.3.1. Correlacion con la edad

A diferencia de los sujetos sanos, en los pacientes con gliomas el indice ALPS no tiene
una correlacion significativa con la edad para ninguno de los dos hemisferios (ipsilateral: p
=0.13, r> = 0.06; contralateral: p = 0.35, r> = 0.02).

1.75 A
1.50 A o
8 Hemisferio
_| Contralateral
< Ipsilateral
1.25 -
1.00 A

2‘0 4IO GIO
Edad

Figura 4.7: Andlisis de regresion lineal entre el indice ALPS y la edad en pacientes con
glioma, separado por hemisferios.

(a) Hemisferio ipsilateral (b) Hemisferio contralateral
Coeficientes del Madelo - Ipsilateral Coeficientes del Modelo - Contralateral
Predictor  Estimador EE t p Predictor  Estimador EE t P
Constante 1.62808 0.11326 1437 <.001 Constante 1.40568 0.11166 12.589 <.001
Edad -0.00391 0.00255 -1.54 0.134 Edad -0.00247 0.00260 -0.952 0.347

Tabla 4.10: Anélisis de regresion lineal entre el indice ALPS y la edad en los dos hemisfe-
rios en pacientes con glioma.

Aun asi, se han utilizado modelos corregidos para la edad para el resto de preguntas

planteadas, teniendo en cuenta que en sujetos sanos si existe una correlacion significativa.
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4.3.2. Diferencias entre el hemisferio ipsilateral y contralateral

La Tabla 4.11| muestra los resultados obtenidos del andlisis descriptivo para el indice
ALPS en el hemisferio ipsilateral y contralateral. El valor del indice ALPS obtenido para
el hemisferio ipsilateral del glioma ha sido de 1.46 + 0.24, frente a un valor de 1.31 4- 0.22

para el hemisferio contralateral.

Descriptivas
Hemisferio ALPS
N Contralateral 44
Ipsilateral 36
Perdidos Contralateral 0
Ipsilateral 8
Media Contralateral 1.31
Ipsilateral 1.46
Mediana Contralateral 1.29
Ipsilateral 1.44
Desviacién estandar  Contralateral 0.237
Ipsilateral 0.225
Minimo Contralateral 0.846
Ipsilateral 0.960
Maximo Contralateral 1.91
Ipsilateral 1.94

Tabla 4.11: Anadlisis descriptivo del indice ALPS agrupado por hemisferio cerebral en pa-
cientes con glioma.

Para saber si existen diferencias significativas entre el hemisferio afectado y el que no
estd afectado por el tumor, se ha realizado una regresion lineal corregida para la edad. El
resultado obtenido muestra que existen diferencias significativas entre hemisferios para
pacientes con glioma (p < 0.05, r> = 0.14). Dada esta diferencia significativa, el resto del

estudio estadistico se ha realizado por separado para cada hemisferio.
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Figura 4.8: Diferencias en el indice ALPS entre hemisferios en pacientes con glioma.

Coeficientes del Modelo - ALPS

Predictor Estimador EE t p
Constante 2 143343 0.08164 17.56 <.001
Edad -0.00315  0.00182 -1.74 0.087
Hemisferio:

Ipsilateral — Contralateral 0.16267  0.05145 3.16 0.002

® Representa el nivel de referencia

Tabla 4.12: Coeficientes del modelo ajustado para la edad y hemisferios en pacientes con
glioma.

Esta diferencia bilateral se puede observar también en la Figura que muestra dos
rectas bien diferenciadas, sobre todo en la parte central donde el nimero de muestras es

mayor y el error estindar obtenido es menor.
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4.3.3. Diferencias entre el sexo
Para analizar si hay diferencias entre el sexo femenino y masculino, se ha realizado una

regresion lineal simple corregida para la edad en cada hemisferio.

Los resultados obtenidos muestran que no hay diferencias significativas en el indice

ALPS entre el sexo femenino y el masculino en ninguno de los dos hemisferios.

]
L]

1.75 4

1.50 4
E Sexo
= B F
< B M

1.25 4

1.00 4

Contralateral Ipsilateral

Hemisferio

Figura 4.9: Diferencias en el indice ALPS entre sexo para cada hemisferio en pacientes con
glioma.

F: femenino; M:masculino.

(a) Hemisferio ipsilateral (b) Hemisferio contralateral

Coeficientes del Modelo - Contralateral

Coeficientes del Modelo - Ipsilateral

Predictor Estimador EE t p Predictor Estimador EE t P
Constante®  1.62312 011517 14,093 <.001 Constante * 140899 0.11384 12377 <.001
Edad -0.00420 000266  -1.580 0.124 Edad -0.00234 000269  -0.872 0.388
Sexo: Sexo:

M-F 0.03393 0.07666 0443 0.661 M-F -0.01714 0.07402 -0.232 0.818
* Representa el nivel de referencia : Representa el nivel de referencia

Tabla 4.13: Andlisis de regresion lineal ajustado para la edad entre el indice ALPS y el sexo
en los dos hemisferios en pacientes con glioma.

F: femenino; M:masculino.
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4.3.4. Diferencias entre el grado del glioma

Los resultados de la regresion lineal ajustada para la edad en el hemisferio ipsila-
teral muestra una diferencia significativa entre gliomas benignos y malignos (p < 0.05,

r? = 0.27), mientras que para el lado contralateral esta diferencia no es significativa

(p = 0.40, r* = 0.04).

1.75 1
o 1.50 1 Q Grado
3 E2 Benigno
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1.25 1
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Hemisferio

Figura 4.10: Diferencias en el indice ALPS entre el grado para cada hemisferio en pacientes

con glioma.

(a) Hemisferio ipsilateral (b) Hemisferio contralateral
Coeficientes del Modelo - Ipsilateral Coeficientes del Modelo - Contralateral
Predictor Estimador EE t p Predictor Estimador EE t p
Constante 2 1.68278 0.11900 14.14 <.001 Constante * 1.45094 0.14937 9.713 <.001
Edad -0.00408 0.00255 -1.60 0.122 Edad -0.00296 0.00325 -0.910 0.369
Malignicidad: Malignicidad:
Maligno - Benigno ~ -0.21924 0.07857 -2.79 0.010 Maligno - Benigno  -0.07624 0.08961 -0.851 0.401

* Representa el nivel de referencia * Representa el nivel de referencia

Tabla 4.14: Andlisis de regresion lineal ajustado para la edad entre el indice ALPS y el
grado del glioma en los dos hemisferios en pacientes con glioma.
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4.3.5. Diferencias entre hemisferio, sexo y grado

También se ha realizado un modelo de regresion lineal multiple corregido para la edad
para el hemisferio afectado, el sexo de los participantes y el grado de los gliomas. Los re-
sultados de este modelo muestran que la localizacién del glioma es el factor més correlado
al indice ALPS (p = 0.01), seguido del grado (p = 0.03), mientras que sigue sin existir

correlacién para el sexo (p = 0.61), con un r*> = 0.12.

Coeficientes del Modelo - ALPS

Predictor Estimador EE t p
Constante * 149460  0.10029 14.902 <.001
Edad -0.00390 0.00221 -1.765 0.083
Hemisferio:

Ipsilateral — Contralateral 0.14132 0.05654 24399 0.015
Grado:

Maligno — Benigno -0.13349 0.06159 -2.167 0.034
Sexo:

M-F 0.03037 0.05938 0.511 0.611

* Representa el nivel de referencia

Tabla 4.15: Andlisis de regresion lineal multiple para la edad, el hemisferio, el grado del
glioma y el sexo en pacientes con glioma.

m: masculino; f: femenino.

4.3.6. Correlacion con la FA

Para los pacientes con glioma, tampoco existe una correlacion entre el indice ALPS

y la FA en ninguno de los dos hemisferios.

(a) Hemisferio ipsilateral (b) Hemisferio contralateral
Coeficientes del Modelo - ALPS ipsilateral Coeficientes del Modelo - ALPS contralateral
Predictor Estimador EE t D Predictor Estimador EE t p
Constante 1.34458 0.32904 4.086 <.001 Constante 1.50874 0.28379 5.316 <.001
Edad ~0.00495  0.00259 -1.912 0.065 Edad -0.00187  0.00286 -0.654 0.517
FA ipsilateral 0.58244 0.59124 0.985 0.332 FA contralateral ~ -0.21970 0.52087 -0.422 0.675

Tabla 4.16: Analisis de regresion lineal ajustado para la edad entre el indice ALPS y la FA
en los dos hemisferios en pacientes con glioma.
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4.3.7. Correlacion con el volumen del tumor

Los resultados obtenidos para una regresion lineal corregida para la edad y teniendo
como factor la malignicidad del tumor muestran que no existe una correlacién entre el
volumen del glioma y el indice ALPS en el hemisferio ipsilateral. Sin embargo, esta co-
rrelacion si existe en el hemisferio contralateral. Seria necesario un estudio mds exhaustivo

para poder obtener conclusiones de estos resultados.

(a) Hemisferio ipsilateral (b) Hemisferio contralateral
Coeficientes del Modelo - Ipsilateral Coeficientes del Modelo - Contralateral
Predictor Estimador EE t p Predictor Estimador EE t P

Constante @ 171343 0.13672 12.532 <.001 Constante * 1.60306 0.15441 10.382 <.001
Edad -0.00408  0.00268 -1.521 0.142 Edad -0.00382 0.00309 -1.235 0.226
Volumen (mm3) -332e-7 7.08e-7  -0.468 0.644 Volumen (mm3) -1.54e-6  6.04e-7  -2.553 0016
Malignicidad: Malignicidad:

Maligno - Benigno ~ -0.20914  0.09172  -2.280 0.032 Maligno —Benigno  0.04270  0.09631 0.443 0661
* Representa el nivel de referencia = Representa el nivel de referencia

Tabla 4.17: Anélisis de regresion lineal ajustado para la edad entre el indice ALPS y la FA
en los dos hemisferios en pacientes con glioma.

4.4. Diferencias entre sujetos sanos y pacientes con glioma

Por dltimo, aunque no hemos evaluado si existen diferencias estadisticas entre los suje-
tos sanos y los pacientes con glioma, vemos que el indice ALPS medio bilateral obtenido
para los sujetos sanos es 1.49 + (.18, mientras que en los pacientes con glioma tiene un

valor de 1.46 £ 0.24 en el hemisferio ipsilateral y de 1.31 &£ 0.22 en el contralateral.

1.50

1.00

ALPS

Contralateral al glioma Ipsilateral al glioma Sujetos sanos

GRUPO

Figura 4.11: Diferencias en el indice ALPS entre el sujetos sanos y pacientes con glioma.
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4.5. Variabilidad del indice ALPS

Por dltimo, hemos evaluado cémo varia el valor del indice ALPS en funcién del po-
sicionamiento de las ROIs en distintos cortes axiales. Para ello, hemos posicionado las
ROIs a diferentes alturas para un mismo sujeto y hemos calculado los indices ALPS co-
rrespondientes a cada altura. Este proceso lo hemos repetido para 5 sujetos sanos. Con los
resultados obtenidos, hemos calculado el coeficiente de variacion de cada sujeto, que es el

cociente entre la desviacion estdndar y la media. Los resultados obtenidos se pueden ver en
la Tabla

S1 S2 S4 S5 S6  Total sujetos sanos

ALPS medio 127 160 133 149 1.66 1.49
Desviacion estandar 0.05 0.10 0.12 0.11 0.16 0.18
Coeficiente de variacion 43% 65% 88% 7.1% 9.4% 12.1%

Tabla 4.18: Coeficiente de variacion obtenido para diferentes sujetos sanos y para el con-
junto de todos los sujetos sanos. S: sujeto.

Como podemos observar, aunque existe una variabilidad de los resultados obtenidos
para cada sujeto, el coeficiente de variacion no es muy elevado. Ademas, si lo comparamos
con el coeficiente de variacion obtenido para el indice ALPS medio de todos los sujetos
sanos, podemos ver que nos encontramos en un rango parecido, siendo este ultimo valor

incluso un poco més elevado.
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Capitulo 5

Conclusiones

5.1. Discusion y conclusion

Con este proyecto, se ha querido evaluar la utilidad del método del indice ALPS para

analizar la actividad del sistema glinfatico en sujetos sanos y en pacientes con glioma.

Para los sujetos sanos, hemos obtenido un valor del indice ALPS en el hemisferio iz-
quierdo de 1.51 = 0.20, que se encuentra muy proximo al resultado medio obtenido para
este hemisferio por las publicaciones revisadas en el estado del arte, que es de 1.52 £ 0.18.
Asi mismo, vemos que la varianza obtenida de 0.20, la cuél indica una variabilidad de nues-

tros datos, también se encuentra dentro del rango obtenido por las publicaciones revisadas.

Por otro lado, en el hemisferio derecho hemos obtenido un valor inferior, de 1.47 +
0.17. Pocos estudios publicados presentan el valor del indice ALPS en el hemisferio dere-
cho, mientras que la mayoria de los estudios revisados abogan que todos sus participantes
son diestros y que, por tanto, los tractos de asociacién son mds gruesos en el hemisferio
dominante. Si nos fijamos en los resultados recogidos en el Anexo |[A] podemos ver que en
el estudio [36]] y [12] también obtienen un indice ALPS ligeramente inferior en el hemis-
ferio derecho, mientras que en [25] el resultado es mayor. Sin embargo, desconocemos el

porcentaje de participantes diestros de nuestro estudio.

Estadisticamente, hemos obtenido que no existe una diferencia significativa entre los
hemisferios cerebrales para el indice ALPS, en consonancia con el resultado obtenido en

los estudios recién mencionados. Sin embargo, se necesitan mas estudios para verificar las
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propiedades funcionales del sistema glinfatico de una manera bilateral. Ademads, considerar
la estimacion de valor en ambos hemisferios en caso de patologias no localizada permitiria

también tener dos medidas, proporcionando una estimacion més robusta del indicador.

Hasta donde llega nuestro entendimiento, este es el primer estudio que demuestra que
no existen diferencias significativas entre sesiones para el indice ALPS en sujetos sanos.
Esta observacion refuerza el uso de esta técnica para el estudio del sistema glinfatico, per-
mitiendo la reproducibilidad en el tiempo de los resultados obtenidos. Igualmente, se nece-

sitan mds estudios longitudinales y muestras mds grandes que refuercen esta idea.

En cuanto a los datos demograficos de los participantes, no hemos encontrado diferen-
cias significativas entre mujeres y hombres ni en sujetos sanos ni en pacientes con glioma.
Sin embargo, pensamos que seria interesante conocer como afectan los diferentes ciclos
hormonales, mas presentes en mujeres, a la actividad del sistema glinfatico, y conocer si
hay diferencias entre mujeres premenopausicas y menopausicas, en mujeres embarazadas,
entre diferentes etapas del ciclo menstrual... Son muchos los factores que desconocemos
y que se podrian tener en cuenta a la hora de estudiar el sistema glinfético y las diferen-
cias significativas entre el sexo. Por eso, es dificil comparar los resultados obtenidos a
este respecto entre estudios, cuando todos estos factores de desconocen para las mujeres
participantes. Asi, la influencia del sexo en la funcién glinfética sigue siendo objeto de in-
vestigacion. Ademas, se sabe que los varones suelen tener un mayor didmetro de las arterias
y una mayor dilatacién del espacio perivascular en comparacién con las mujeres. Por otro
lado, las mujeres suelen tener una mayor velocidad de la sangre en las arterias carétidas
comunes. La combinacion de estos factores podria anular el efecto de cada uno de ellos y

producir un drenaje glinfatico comparable entre el sexo [43]].

Por otro lado, para la edad si que parece haber una consonancia en que existe una co-
rrelacién negativa significativa, que indica un sistema glinféatico deteriorado con la edad.
Parece que la funcién glinfitica disminuye drasticamente durante el envejecimiento debi-
do a varios factores. Estudios en animales envejecidos muestran que la reduccion de los
canales de acuaporina-4 en los extremos de las células astrocitarias, la disminucién de la

produccion de LCR y de la presion del LCR y la disminucién de la pulsatilidad arterial
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podrian conducir a una funcién glinfatica comprometida [43]].

Para los pacientes con glioma, vemos que existen diferencias significativas entre el
hemisferio ipsilateral y el hemisferio contralateral, lo que podria secundar la idea propuesta
por Zhang et al[36] acerca de un sistema glinfatico separado en los hemisferios cerebrales
izquierdo y derecho. Esta diferencia significativa también se ha obtenido en pacientes con
meningiomas. En nuestro estudio, hemos encontrado que el hemisferio ipsilateral tiene una

mayor actividad del sistema glinfatico que el hemisferio contralateral.

Estudios anteriores propusieron una correlacion inversa entre el indice ALPS y el vo-
lumen del edema cerebral peritumoral en los meningiomas y en los gliomas [[12][/13]]. As,
se propuso que el crecimiento del tumor altera el equilibrio entre la entrada de LCR periar-
terial y la salida de liquido intersticial perivenoso y da lugar a la acumulacién de liquido
intersticial, es decir, al edema cerebral peritumoral. Una mayor funcién glinfatica puede
facilitar la eliminacién del liquido intersticial y reducir o incluso prevenir el edema. Por
el contrario, una funcién glinfatica insuficiente para la eliminacién del liquido intersticial
puede contribuir a la formacién del edema. En nuestro caso, lamentablemente descono-
cemos por el momento la presencia de ECP en nuestros participantes, pero siguiendo la
linea de investigacion propuesta por Toh ef al., podriamos considerar que en el hemisferio
ipsilateral encontramos una funcién glinfatica aumentada, resultado de un desequilibrio de
liquido intersticial y una mayor necesidad de drenaje y depuracion. Para apoyar esta idea,
seria muy interesante poder comparar los resultados obtenidos con una base de datos de
sujetos sanos obtenidos en el hospital, para ver si realmente el sistema glinfatico esté alte-
rado en el hemisferio ipsilateral, presentando una mayor actividad de la habitual, o si por el
contrario, es el hemisferio contralateral el que presenta una actividad reducida, por algin

factor desconocido por el momento.

Por dltimo, es muy interesante el resultado obtenido en cuanto a la relacién entre el
indice ALPS y el grado del tumor. Por un lado, encontramos que en el hemisferio ipsilateral
hay diferencias significativas entre los gliomas benignos y malignos, mientras que estas
diferencias no son significativas para el lado contralateral. Esto podria indicarnos que la

actividad del sistema glinfatico en el lado no lesionado no se ve afectada. Por otro lado,
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si nos fijamos en el hemisferio ipsilateral, encontramos que el tumor benigno es el que
tiene un mayor indice, que a priori podria parecer lo contrario a lo que cabria esperar.
Sin embargo, si seguimos con la idea planteada en el parrafo anterior, podriamos volver
a suponer que con estos tumores, menos agresivos, el sistema glinfatico todavia puede
aumentar su actividad para compensar el desequilibrio causado, mientras que en tumores
mas agresivos podria darse que el sistema glinfitico ya no pueda abarcar la actividad que

se necesitaria para restablecer el flujo del liquido intersticial.

5.2. Limitaciones

Ademds de las limitaciones a nivel general, descritas en la Seccién[2.2] para el desarro-

llo de este proyecto nos hemos encontrado con las siguientes limitaciones:

= Lanovedad de la técnica y su falta de asentamiento en la practica, ha sido la principal
dificultad que hemos encontrado a la hora de seguir una metodologia y de comparar

los resultados obtenidos.

= Al no haber tenido disponible una base de datos de sujetos sanos con imédgenes ad-
quiridas en el Hospital Carlos Van Buren, con el mismo protocolo que las imdgenes
de los pacientes con gliomas, no hemos podido realizar una comparacion estadisti-
ca de los resultados, pues esta técnica todavia parece estar muy influenciada por los

parametros de adquisicion de las imédgenes.

= [a muestra empleada para este trabajo exploratorio no es muy grande, por lo que fal-

taria abordar una muestra mucho mayor para obtener resultados mds representativos.
= El tiempo ha sido un factor limitante en este proyecto.

= No todos los pacientes contaban con una histopatologia confirmada, por lo que el
grado de algunos gliomas se desconoce. Ademads, la proporcion de tumores benig-
nos frente a malignos es de 24 frente a 12, por lo que tenemos el doble de gliomas

benignos que de gliomas malignos.
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= Debido al desuso de las infraestructuras de la Universidad de Valparaiso en los tlti-
mos afios, por diversos factores, nos hemos encontrado desactualizaciones informati-
cas en los equipos previstos para la realizacion del proyecto, que en algunas ocasiones

han supuesto un retraso en la metodologia.

5.3. Lineas futuras

En esta seccion, presentamos posibles lineas futuras de trabajo que podemos introducir

gracias a este proyecto.

Mirando a largo plazo seria interesante:

» Estudiar como afectan al indice ALPS otros factores de los gliomas, como la presen-

cia del edema cerebral peritumoral o la mutacion de algun factor relevante.
= Estudiar la implicacién del volumen de los gliomas en el indice ALPS.

= Comparar estadisticamente los resultados obtenidos para el grupo patolégico y un
grupo control, con imagenes obtenidas en el mismo resonador del Hospital y si-

guiendo el mismo protocolo, ajustado para la edad y el sexo de los participantes.

= Incluir también datos longitudinales de los pacientes con glioma, para poder estudiar
los cambios temporales del indice ALPS y relacionarlo con factores como el volumen

del tumor o del edema cerebral peritumoral tras el tratamiento.

Como conclusion, el uso de imagenes por tensor de difusion puede aportar grandes be-
neficios para ayudar a comprender el sistema glinfatico y su implicacién en un gran abanico
de patologias. En concreto, la novedosa y prometedora técnica del indice ALPS nos ha per-
mitido diferenciar entre el hemisferio ipsilateral y contralateral en pacientes con glioma,
asi como entre sus grados. Para sujetos sanos, hemos podido comprobar que este indice no
presenta diferencias significativas ni entre sesiones separadas por una media de tres afios
ni entre hemisferios. Asi, hemos validado la hipétesis de este proyecto, confirmando la ro-

bustez del indice ALPS como biomarcador, que presenta: una buena reproducibilidad; la
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posibilidad de usarlo con imagenes DTI a 1.5 T; y una sensibilidad suficiente para distinguir

efectos patolégicos en caso de presencia de gliomas de bajo y alto grado.

Sin embargo, todavia falta responder a muchas preguntas acerca de cémo utilizar esta
técnica y si es posible su aplicacion real en la practica clinica. Por ello, se necesitan mas
estudios de imdgenes para mejorar la visualizacion del espacio perivascular que permitan
ayudar a validar la utilidad del indice ALPS y ayudar a definir si puede llegar a convertirse

en un biomarcador de la dindmica de los neurofluidos en el sistema glinfatico.
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Apéndice A

Estado del arte: Resultados presentados
del hemisferio derecho

Autor Patologia estudiada Pacientes (izq) Pacientes (dcho) Sanos (izq) Sanos (dcho)
: AD 1.45+0.16 1.49 £0.14
Steward et al. [25] MCI 1432 0.16 150 = 023 145+0.16 1.58+0.23

Tabla A.1: Indice ALPS obtenido en ambos hemisferios en [125]].
Izq: izquierdo; Dcho: derecho; AD: Alzheimer’s Disease; MCI: Mild Cognitive Impairment.

Autor Patologia estudiada Pacientes (ipsi) Pacientes (contra) Sanos (ipsi) Sanos (contra)
Zhang et al. [36] HICe 1.11 £0.23 1.64 £0.41 1.67 £0.19 1.63 +£0.19

Tabla A.2: Indice ALPS obtenido en ambos hemisferios en [36].

Ipsi: ipsilateral; Contra: contralateral; HICe: hemorragia intracerebral espontdnea. En todos los ca-
sos, el hemisferio ipsilateral corresponde al hemisferio izquierdo, y el contralateral al derecho.

mALPS

PD 1.452+0.158
ET 1.483+0.161

Tabla A.3: indice ALPS medio obtenido en ambos hemisferios en [29].

mALPS: valor medio del indice ALPS obtenido para ambos hemisferios.
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Index Right-side meningioma Normal subject
(n =44)

PTBE— (n = 13) PTBE+ (n = 31)

Right ALPS 1.502 +0.089 1.260 +0.112 1.215 +£ 0.093
Left ALPS 1.353+ 0213 1.263+0.173 1.273 +£0.100

Left-side meningioma Normal subject
(n=44)

PTBE- (n = 11) PTBE+ (n = 25)

Right ALPS 1.272+0.167 1.198 £ 0.204 1.215 +£ 0.093
Left ALPS 15613+ 0198 1.304+0.178 1.273 £ 0.105

Tabla A.4: Indice ALPS obtenido en ambos hemisferios en .
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Apéndice B

Posicionamiento de las ROIs

Este anexo es una carpeta con archivos de tipo .jpg, incluida en la version digital del
trabajo, donde se encuentran capturas de imagen con el posicionamiento de las ROIs de

cada participante.
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Apéndice C

DSI Studio: paso a paso

Este anexo es un archivo de tipo .MOV, incluido en la version digital del trabajo.
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