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RESUMEN

La separacion de patrones (SP) es un proceso fundamental de la codificacion mnemanica que se
define como la capacidad para transformar sefiales de entrada similares en representaciones de
memoria diferenciadas, evitando que se superpongan unas con otras al almacenarlas y
recuperarlas. Evidencias experimentales con modelos animales y el estudio de otras patologias
humanas han evidenciado el papel del hipocampo en la SP, en particular del giro dentado (GD)
y CA3. Los pacientes de epilepsia temporal medial con esclerosis de hipocampo (ETM-EH)
presentan déficits mnemodnicos caracteristicos que se han asociado a fallos en la SP. Sin
embargo, la asociacion entre estos déficits y la integridad de las diferentes subestructuras
hipocampales no ha sido aun caracterizada en esta enfermedad. El objetivo de este proyecto es
explorar la asociacién entre la funcionalidad mnemaonica vy la integridad de las subestructuras
hipocampales CA1, CA3 y GD en pacientes con ETM-EH unilateral. Para la consecucidn de este
objetivo se evalud el estado mnémico de los pacientes con una prueba de discriminacidn
mnemonica adaptada. Posteriormente, para determinar la integridad del complejo hipocampal
se emplearon datos de volumetria y difusién de la microestructura obtenidos con resonancia
magnética de 3T. Nuestros datos indican que los pacientes con ETM-EH unilateral presentan mas
dificultades para la realizacion de tareas de mnemodnicas que analizan la funciéon de SP,
especialmente en condiciones de interferencia alta. Estos déficits mnemadnicos especificos
correlacionan con el estado de las fibras de sustancia blanca de las subregiones GD y CA3

contralaterales al foco epiléptico y por tanto al dafo esclerdtico principal.

Palabras clave: memoria episddica, separacion de patrones, epilepsia del Iobulo temporal,
hipocampo, resonancia magnética.



ABSTRACT

Pattern separation (PS) is a fundamental aspect of memory creation that defines the ability to
transform similar memory representations into distinct ones, so they do not overlap when
storing and retrieving them. Experimental evidence in animal models and the study of other
human pathologies have demonstrated the role of the hippocampus in PS, in particular of the
dentate gyrus (DG) and CA3. Patients with mesial temporal lobe epilepsy with hippocampal
sclerosis (mTLE-HE) commonly report mnemonic deficits that have been associated with failures
in PS. However, the link between these impairments and the integrity of the hippocampal
subfields in these patients has not yet been determined. The aim of this project is to explore the
association between the ability to perform mnemonic functions and the integrity of
hippocampal CA1, CA3, DG in patients with unilateral mTLE-HE. To reach this goal we evaluated
the memory of the patients with an improved object mnemonic similarity test. We then analyzed
the hippocampal complex integrity with structural and microstructural diffusion data from high
resolution 3T MRI. Our data indicate that patients with unilateral mTLE-HE present more
difficulties in the mnemonic discrimination test that target PS, especially in conditions with
higher interference. These specific mnemonic deficits would correlate with the integrity of white
matter tracts in the subregions DG and CA3 contralateral to the seizure focus and therefore to

the main sclerotic damage.

Keywords: episodic memory, pattern separation, temporal lobe epilepsy, hippocampus,

magnetic resonance.
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1. INTRODUCCION

1.1. La memoria declarativa

La memoria es un proceso cognitivo que se relaciona con el procesamiento y el almacenamiento
de informacién aprendida. En funcién de sus caracteristicas la memoria a largo plazo se divide
en dos tipos: declarativa y no declarativa (1). La memoria declarativa es aquella a la que
podemos acceder de manera consciente y comunicar de manera explicita. Comprende el
conocimiento de hechos, datos, palabras, su significado y relaciones entre si (memoria
semantica) y el conocimiento de acontecimientos con un contexto espacio-temporal que han
sido experimentados personalmente (memoria episddica). Por otro lado, la memoria no
declarativa es aquella no verbalizable ni accesible conscientemente. Incluye la memoria de
habilidades (procedimental), el aprendizaje no asociativo (reflejos), la facilitacién (del inglés
priming) y el condicionamiento (2). Cada uno de los sistemas de memoria se asocia con un area

cerebral determinada (3).

En la memoria declarativa se observa un conflicto entre dos mecanismos: la generalizacién, que
es la capacidad para detectar regularidades en eventos que se repiten; y la especificidad, que
permite almacenar eventos y detalles particulares (4). Estos mecanismos aparecen en todos los
subtipos de memoria declarativa, ya que el conocimiento semantico puede ser general o muy
detallado, sin que se tenga acceso a los eventos particulares en los que se adquirid dicha
memoria. De la misma forma, una memoria episddica de una experiencia definida en el tiempo

en la cual el sujeto ha participado activamente puede ser rica en detalles o poco detallada (3,5).

La generalizacién y la especificidad quedan representados en la division funcional de la memoria
declarativa en dos procesos fundamentales: la separacidon de patrones (SP) y la complecion de
patrones (CP) (6). La SP separa sefiales de entrada muy similares al codificar cada componente
de memoria, eliminando interferencias; y la CP integra sefiales parciales con representaciones
de memoria ya almacenadas, ya sea para crear nuevas memorias generalizadas (7) o para
recuperar componentes de memoria ya almacenados (8). El buen funcionamiento de la memoria
y de los comportamientos guiados por ésta dependen de un balance entre los dos procesos
complementarios, para poder reconocer tanto lo singular como lo comun en experiencias muy

similares (9,10).

Durante el desarrollo de la memoria humana se evidencia la importancia del equilibrio entre las

dos funciones. La CP precede en el desarrollo a la SP, la cual no se considera madura hasta bien



entrada la adolescencia. Este desequilibrio en la aparicion de las dos funciones hace que la
infancia se caracterice por una tendencia a la generalizacién (CP) sacrificando la especificidad
(SP). Es decir, se adquiere mucho conocimiento del mundo y las asociaciones que se repiten,

pero no se forman apenas memorias especificas (4).

El sustrato neuroanatémico principal de la memoria declarativa se encuentra en el l6bulo
temporal medial (LTM) (11). En concreto, estd reconocido el papel de la formacidn hipocampal
en los procesos de SP (12) y CP (13) necesarios para dar lugar a los distintos tipos de memoria

declarativa.

» El hipocampo como base de la memoria declarativa

La formacidn del hipocampo es una estructura del LTM compuesta del subiculo, el asta de
Ammon (CA) y el giro dentado (GD). El subiculo se encuentra entre la corteza entorrinal del giro
parahipocampal (periarquicorteza) y la region de GD y CA (arquicorteza). Seguln sus
caracteristicas citoarquitectdnicas, el CA se divide en CA1, CA2, CA3 y CA4. Esta Ultima se localiza

dentro del hilio del giro dentado (14) (Figura 1).

La formacién del hipocampo recibe aferencias de la corteza entorrinal (CE), donde se da una
disociacion similar a la que ocurre con las corrientes ventral y dorsal de los sistemas visual o
auditivo (15). En concreto, la CE lateral, que recibe aferencias de la corteza perirrinal (C-Pr) lleva
informacidn relativa al contenido de una experiencia. Por su parte la CE medial, conectada con

la corteza parahipocampal (C-Pa), lleva informacion de tipo contextual (Figura 2) (16).

Los axones de las neuronas corticales de ambas vias de procesamiento proyectan a través de la
via perforante (VP), que atraviesa el subiculo y se dirige al GD y CA3. Las células granulares del
GD a su vez proyectan a CA3, que conecta con CA1 via las colaterales de Schaffer. CAl a su vez
proyecta de nuevo al subiculo y a la CE, cerrandose asi el circuito hipocampal intrinseco (14).

(Figura 1)



Figura 1. Diagrama de la seccion transversal de un hipocampo con las principales regiones y conexiones que
participan en la consolidacion y recuperacion de la memoria declarativa. En color, las dreas que conforman el circuito
trisindptico que estudiaremos en este trabajo. CE = corteza entorrinal, VP = via perforante, GD = giro dentado, FM =
fibras musgosas, CR = colaterales recurrentes, CS = colaterales de Schaffer, SUB = subiculo. Adaptado de Coulthard et

al, 2017 (17)

En los ultimos afios se ha puesto en evidencia que las diferentes subestructuras del LTM
participan de forma distinta en los procesos de SP y CP (6). Esto queda recogido en la teoria de

las funciones complementarias (18,19).

» Teoria de las funciones complementarias

Para poder almacenar el maximo de informacién con la minima interferencia, el hipocampo es
capaz de separar patrones, es decir, diferenciar dos inputs muy similares antes de almacenarlos
para que no se superpongan (20); pero también de completar patrén, relacionando pistas

parciales o degradadas con memorias ya almacenadas (Figura 2) (9).
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Figura 2. Representacion esquemdtica de las funciones complementarias de la memoria en el hipocampo. Las
cortezas entorrinal lateral (CEL) y medial (CEM) reciben aferencias procedentes de las cortezas perirrinal (C-Pr) y
parahipocampal (C-Pa) respectivamente. La informacion a este nivel estd separada en aquella relativa al contenido y
al contexto de la experiencia. La CE envia esta informacion al GD a través de la via perforante que atraviesa el subiculo.
El GD lleva a cabo la funcién de SP, y transmite los contenidos neurales ya separados a CA3 y CA1, que refuerzan y
transmiten esta informacion hacia dreas neocorticales. CA1 'y CA3 también participan en la CP gracias a las aferencias
que también reciben de la CE y a la potente red de colaterales recurrentes en el caso de CA3. Adaptada de Leal y Yassa,

2018 (19).
Separacion de patrones

La separacidon de patrones es un fendmeno que se da en dos niveles diferentes. A nivel
computacional es un proceso de ortogonalizacidén en el que una neurona o grupo de neuronas
transforman sefiales de entrada solapadas en patrones de salida diferentes entre si. Por otro
lado, a nivel comportamental, es la capacidad de discriminar entre dos estimulos similares

presentados (21).

La subestructura hipocampal responsable en su mayoria de la SP parece ser el GD (8). La
principal aferencia del GD son los axones de las células de la capa Il de la CE. Estas fibras
atraviesan la fisura del hipocampo formando la via perforante y sinaptan con las dendritas
apicales de las células granulares del GD. En esta estructura se lleva a cabo un primer
procesamiento de la sefial procedente de la CE (9) y la informacidn ya separada se proyecta

hacia las células piramidales de CA3 por las fibras musgosas (18).

El GD es capaz de transformar las numerosas aferencias corticales complejas que recibe en
codigos de activacidon neuronal en los que solo se activan unas pocas células granulares (22).

Esto lo hace gracias a las propiedades intrinsecas de dichas células y a una potente red local de



inhibicidn. Esta propiedad distintiva le permite ejercer una doble funcién. Por un lado, el GD
actua de “guardian” de la entrada al hipocampo, limitando el input cortical excitatorio que llega
a CA3 y a sus colaterales recurrentes. Asi se evita una hiperexcitacion del circuito hipocampal
intrinseco que podria derivar en actividad epiléptica. Por otro lado, permite llevar a cabo la SP
(23). Es capaz de detectar y destacar discrepancias en las sefales de entrada para crear patrones
de salida diferenciados en los que se activan pocas neuronas, evitando representaciones

corticales superpuestas (24).

Otra regidn relevante en este proceso es por tanto CA3. La aferencia externa principal de las
células piramidales de CA3 son las fibras musgosas procedentes de las células granulares del GD,
por lo que recibirian la informacién que ya ha empezado a procesar el GD para almacenar como
un componente de memoria Unico (mediante la SP). También recibe otras aferencias externas

del area septal medial, interneuronas de CAly la VP desde la capa Il de la CE (25).

La sefial que llega a las células de CA3 a través de las fibras musgosas es una sefial fuerte pero
dispersa, ya que cada célula piramidal de CA3 recibe pocas aferencias procedentes de esta via.
Esto permite que sefiales de entrada similares puedan activar grupos muy distintos de neuronas
en CA3, reforzandose la codificacidén en patrones separados que se da en primer lugar en el GD

(18).

Por ultimo, también se ha estudiado la posibilidad de que la SP empiece incluso antes de que la
informacidn cortical entre en el hipocampo. Las C-Pry C-Pa, que transmiten de manera separada
la informacion del contenido y el contexto de una experiencia, también estarian contribuyendo
en un nivel mas basico a la creacion de memorias no solapadas (Figura 2). Fallos en alguna de

estas vias aumenta la dificultad de las regiones GD/CA3 para llevar a cabo la SP (26).
Complecién de patrones

Las fibras musgosas no constituyen la aferencia principal de las células piramidales de CA3: casi
el 95% de aferencias que recibe cada célula de CA3 proviene de los axones de otras células
vecinas de CA3, denominadas colaterales recurrentes o fibras de asociacién (27). Se cree que

estas fibras serian las que favorecen que se lleve a cabo la CP (18) (Figura 2).

La aferencia directa de informacidn desde la via perforante, junto con las fibras recurrentes,
constituirian la base neural del recuerdo (28). La sefial que proviene de la CE es débil y
constituiria una pequena parte de la representacién de memoria que queremos evocar (28,29).
Las fibras recurrentes generan una red autoasociativa que permite evocar un patrén guardado

a partir de sefiales de entrada parciales (30). CA3 seria responsable de la CP porque al recibir un



patrén sensorial parcial o degradado es capaz de generar un patrén de salida mds parecido al

patrén original almacenado y asi poder generalizar y evocar un recuerdo con pocas claves (9).

CA3 es capaz de llevar a cabo la SP o la CP dependiendo del estimulo de entrada: si dos estimulos
son altamente similares, CA3 tiende a completar patréon y reconocerlos como el mismo. Sin
embargo, si aumenta la diferencia entre los estimulos cambia radicalmente su funcionamiento
y si que es capaz de separar sus representaciones. El cambio de realizar la CP a realizar la SP en
CA3 no es lineal, sino que se da de forma abrupta a partir de un grado de similitud entre
estimulos (31). Esto contrasta con el funcionamiento del GD que si puede realizar la SP entre

estimulos de entrada muy similares (24) (Figura 3).
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Figura 3. Representacion esquemadtica de la actividad de las subregiones hipocampales CA1, CA3 y el GD en
respuesta a seiales con diferente grado de similitud. Las neuronas del GD (verde) son capaces de producir sefiales
de salida diferenciadas incluso con inputs muy similares (SP). CA3 (amarillo) responde de manera no lineal a
variaciones en el estimulo de entrada: si dos estimulos son muy similares, tiende a reconocerlos como el mismo (CP).
Sin embargo, a partir de un punto, si aumenta la diferencia entre los estimulos, cambia de forma abrupta su
funcionamiento y si que es capaz de separar sus representaciones (SP). Por ultimo, CA1 (azul) tiene una respuesta
continua y lineal, produciendo patrones neurales de salida mds diferenciados cuanta mayor es la diferencia entre las

sefiales de entrada. Adaptada de Yassa y Stark, 2011 (8)

El papel de CA1 en los procesos de SP y CP no ha sido bien definido en humanos. La mayoria de
los estudios hasta ahora le han atribuido un papel en la CP y la memoria de reconocimiento
junto con CA3 (32), si bien su respuesta a los cambios del estimulo de entrada es mas continua
y lineal (Figura 3). Es decir, produce patrones de salida mas separados cuanta mayor es la
diferencia entre inputs en vez de hacer un salto abrupto a partir de cierto grado de diferencia
como sucedia en CA3 (31,33). Sin embargo, algunos trabajos recientes han relacionado CA1l

también con la SP. Esto tiene sentido dado que CAl es la tercera estructura del circuito



trisindptico del hipocampo y la principal via de salida desde CA3 a otras areas neocorticales
(Figura 1). La contribucion de CA1 a la SP implicaria mas la transferencia de la informacion ya

separada en GD y CA3 hacia centros superiores que una computacién neuronal propia (34).

En resumen, segln los modelos computacionales y los datos de electrofisiologia, el GD
interviene en la creacién de patrones de memoria diferenciados a partir de aferencias corticales
similares, siendo responsable de la SP. Por su parte CA3 participa en la SP y la CP: recibe y
refuerza las aferencias provenientes del GD (SP) y, mediante la aferencia que recibe por la via

perforante de la CE y sus propias fibras recurrentes, lleva a cabo la CP durante el recuerdo

(revisado en 23,24). Por ultimo, CA1 participa fundamentalmente en la CP junto con CA3, y en
menor medida en la SP transmitiendo la informacién ya diferenciada desde las estructuras

anteriores (Figura 2) (34).

Esta propiedad del cerebro humano de almacenar y recuperar informacién no seria posible sin
la capacidad fundamental de olvidar. Sin ella nuestros cerebros no podrian retener Unicamente
la informacion significativa o relevante para nuestra vida, pues colapsarian con la gran cantidad
de informacidn inutil que quedaria almacenada en la memoria (35). El olvido también ayuda a
la generalizacion (36). La presencia de muchas memorias detalladas del pasado promueve que
no podemos integrar ninguna memoria nueva con otras ya almacenadas. Existe una gran
cantidad de teorias que intentan explicar los mecanismos del olvido, pero la mayoria de los
autores coinciden en que es un proceso que sucede por mecanismos tanto activos como pasivos
(37). Uno de estos mecanismos es el denominado olvido por interferencia, por el cual la
consolidaciéon y/o recuperacion de un trazo de memoria se puede ver obstaculizada por la
presencia de trazos de memoria similares presentados cercanos en el tiempo de adquisicion

(38).

Este fendmeno de competencia entre memorias se reduce gracias a mecanismos
computacionales como la SP, que permiten almacenar trazos de memoria detallados pero
diferenciados unos de otros. Sin embargo memorias altamente similares pueden afectar a la
eficacia de este proceso, creandose representaciones que se solapan e interfieren en la

discriminacién durante la recuperacion (39).



1.2. Estudio de las funciones mnemaonicas

» Modelos animales

Las primeras evidencias de que el GD y CA3 controlan la SP y la CP en el hipocampo provienen
de estudios en ratones en los que la inactivacion funcional o la lesién de las fibras musgosas,
qgue comunican el GD con CA3, impiden la formaciéon de nuevas memorias espaciales, pero no
interfieren en la recuperacion de memorias pasadas. De la misma forma al lesionar en ratas las
fibras de la via perforante que llegan a CA3 se mantiene la formacién de nuevas memorias pero

se impide su recuperacion (40,41).

Estudios de electrofisiologia en rata han podido demostrar la existencia de diferentes patrones
de disparo en CA3 ante cambios en el ambiente. Cambios en el ambiente apenas perceptibles
se asociaron con patrones de disparo de las piramidales de CA3 muy similares (CP). En cambio,
cambios ambientales notorios se relacionaron con patrones de disparo muy distintos entre si
(SP). El cambio de un patrdn de disparo a otro se producia de forma subita a partir de un nivel

de diferencia entre los estimulos (24,41).

El estudio de los mecanismos que posibilitan la SP en subestructuras hipocampales se puede
abordar mediante la estimulacién del hipocampo en rodajas con trenes de estimulos eléctricos
gue son similares entre si, pero con ligeras diferencias. Al registrar células granulares del GD, se
ha observado una correlacion menor entre los trenes eléctricos de salida que la que tenian los
trenes de entrada entre si. Es decir, a nivel de células granulares individuales existe un
procesamiento de sefiales de entrada similares, convirtiéndolas en patrones neurales de salida
mas diferenciados entre si. Ademas, al realizar este experimento registrando células piramidales
de CA3 se ha observado que, en respuesta a un input complejo desde el GD, el output de las
células de CA3 son trenes de impulsos incluso menos correlacionados entre si que los de
entrada. Esto confirma ademads la teoria de que CA3 también participa en la SP, amplificando la
realizada por el GD. Por tanto, la funcion de SP que llevan a cabo el GD y CA3 se puede observar

incluso a nivel del procesamiento en neuronas individuales (42,43).



» Estudios en humanos

En los ultimos afios ha aumentado significativamente el nimero de investigaciones que han
logrado determinar los mecanismos y estructuras involucradas en la SP en humanos (19). Esto
se ha debido en gran parte a la utilizacion de técnicas de imagen funcional, asi como al
refinamiento y unificacidn de los paradigmas de discriminacién utilizados. El mas reciente es la
Prueba de Similitud Mnemaénica (Mnemonic Similarity Task, MST), disefiada para determinar el
impacto comportamental de las disfunciones hipocampales, siendo especialmente sensible a la

SP (44).

El aspecto fundamental de esta prueba es la presentacion de elementos (imagenes de objetos,
espacios, palabras, etc.) que el participante ya ha visto previamente, elementos nuevos que no
ha visto y elementos muy similares a los ya vistos (‘distractores’). Los distractores son esenciales
y se presentan con varios niveles de similitud (baja, media y alta) para crear mas o menos
interferencias en la discriminacion. A medida que la similitud aumenta, disminuye la capacidad
de discriminacion (45) (ver materiales y métodos). Para poder discriminar correctamente entre
distractores y demds elementos similares se requiere de la creacién de representaciones de
memoria diferenciadas para cada elemento, evitando las interferencias, lo cual implica un
correcto funcionamiento de la SP (45). La tarea MST permite conocer no solo el estado de la
funcion de la SP en los sujetos (en la condicion en la que se presentan los distractores muy
similares), sino también el estado de la memoria de reconocimiento general (en la condicién en

la que se presentan imdagenes nuevas de distinta categoria) (46).

También se ha utilizado el MST combinado con resonancia magnética (RM) en humanos sanos,
como por ejemplo con laimagen de contraste basada en los niveles de oxigeno en sangre (BOLD-
contrast fMRI, un indicador indirecto de actividad cerebral). Esto ha permitido demostrar que la
sefial de respuesta de GD/CA3 frente a los distractores es muy parecida a la sefial en respuesta
a imagenes nuevas, diferencidandose de la que se registra al presentar imagenes ya vistas. Por
ello se confirma que GD y CA3 estan implicadas en la SP, ya que se identifican los distractores
correctamente como imagenes nuevas. Esta respuesta se observa incluso con variaciones muy

pequefias entre las imagenes (32).

El estudio de fMRI de Bakker y colaboradores cuenta con limitaciones anatémicas, por ejemplo,
la identificacidén conjunta de GD y CA3 como GD/CA3 (32). Este es un problema persistente en
la gran mayoria de los estudios de fMRI, debido a la proximidad entre las dos estructuras y su
pequefio tamafio (17,47). Un estudio reciente si ha logrado parcelar el GD y CA3 funcionalmente

y demostrar que el GD es la regidn que se activa especificamente en tareas que demandan



distinguir entre estimulos muy similares. Sin embargo esto se hizo con un sistema de resonancia
magnética de 7 teslas, al alcance de pocos grupos de investigacion (48). En este sentido los
estudios de RM estructural suponen una ventaja, ya que con secuencias de resonancia en
escaneres de 3 teslas y refinamiento de las técnicas de andlisis de imagen se ha logrado reducir
esta limitacion (17,49). Actualmente el analisis de las volumetrias de los subsegmentos
hipocampales ha sido muy refinado (50) y permite estudiar la relacién entre pérdida de volumen

y efectos mnemonicos.

Ademas de los estudios funcionales y volumétricos, otra medida muy util para determinar la
integridad de una estructura cerebral es el analisis de la difusidon de agua en el tejido (diffusion
weighted image o DWI). La DWI se basa en medir in vivo el movimiento de las moléculas de agua
en los tejidos para reconstruir de manera indirecta su estructura y determinar su integridad (51).
La DWI es especialmente relevante porque se pueden detectar cambios en el tejido incluso antes
de que la atrofia o la degradacién neuronal sean detectables a nivel macroscdpico con las
técnicas de RM estructural (52). Esto se debe a que identifica alteraciones patoldgicas
microestructurales, mientras que los cambios volumétricos solo se aprecian cuando hay una
disminucién significativa en los grandes componentes del tejido (51). Con la DWI se obtienen
parametros como la difusion media de agua en el tejido (DM) o la fraccidn de anisotropia (FA).
Reducciones en la FA, indicador de la difusién en los tractos de sustancia blanca (SB), podrian
implicar dafios en los tractos de SB que cruzan el espacio estudiado, como desmielinizacion o
disminucién de la densidad de las fibras; y aumentos en la DM podrian implicar la presencia de
muerte celular, degeneracién axonal o gliosis (53). Para evitar errores en la interpretacion de los
datos de difusion macroscdpica, es preciso recurrir a métodos que nos permitan estudiar la
difusién a nivel microscépico y tengan en cuenta que en una misma regiéon cerebral puede haber

distintos tipos de tejido al mismo tiempo (54,55) (ver materiales y métodos).

En resumen, ha sido necesario aplicar la metodologia que combina las pruebas de discriminacion
mnemaonica del tipo MST, dirigidos en particular a la SP, junto con técnicas de RM volumétrica o
DWI en los mismos sujetos para poder determinar con mayor exactitud qué estructuras estan
involucradas en la SP en humanos (20). Por otro lado, la SP y la CP son dos procesos que se
necesitan el uno al otro, y han de ser complementarios y realizarse correctamente para el buen
funcionamiento del hipocampo. Esto se pone en evidencia en aquellos procesos naturales y
enfermedades en los que se ve afectada la integridad de alguna de estas subestructuras

hipocampales.
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1.3. Alteraciones de las funciones mnemaonicas

El estudio de las funciones mnemaonicas, y en especial de la SP, se ha llevado a cabo mediante el
analisis de procesos tanto fisiolégicos como patolégicos en los que se altera la integridad de
estructuras concretas del LTM. En primer lugar destaca el envejecimiento (27), en el cual se han
descrito los mecanismos que se alteran y conducen a una pérdida fisioldgica y progresiva de la
SP. Por otro lado, las tres enfermedades en las que se han descrito de manera mas exhaustiva
los fallos en la SP son el deterioro cognitivo leve (20), la encefalitis LGI1 (46) y la epilepsia

temporal medial (56).

» El envejecimiento

Durante el envejecimiento neurocognitivo en ratas, se produce una disminucion fisioldgica de la
actividad eléctrica del GD y sus aferencias, en concreto de la via perforante (57,58). En cuanto a
comportamiento, tanto en animales como en humanos (59,60) se observan déficits en la
discriminacién de objetos, lugares o eventos muy similares y fallos en la formacion de nuevas
memorias sin que se vea afectada la memoria ya almacenada, excepto en caso de presencia de

patologias (19).

Sorprendentemente, numerosos estudios de fMRI han descrito una hiperactividad funcional en
el area GD/CA3 no consistente con los resultados de resonancia estructural y comportamiento
(revisado en (19). Una posible explicacién se basa en que durante el envejecimiento se observa
una degeneracion de la via perforante que hace que disminuya el input excitatorio sobre GD y
CA3 (57). Debido a esta desconexién parcial del hipocampo, la poca informacién que llega al GD
no es suficiente para que este lleve a cabo su funcién de SP y de enviar a CA3 patrones
debidamente separados. Las fibras recurrentes de CA3, sin embargo, no se degeneran en el
envejecimiento. De esta forma, al recibir un input parcial degradado desde la CE, si que es capaz

de activar su potente red interna de colaterales recurrentes y a llevar a cabo la CP (27).

Por otro lado, durante el envejecimiento también se da una pérdida de la modulacién inhibitoria
intrinseca del circuito. En concreto se afecta la inhibicion hacia delante (feedforward) desde la
CEL y la inhibicién hacia atras (feedback) de las interneuronas del hilio (57). Esta desinhibicion
afecta tanto al GD como a CA3 y sus colaterales. En el GD, la pérdida del componente tanto
excitatorio como inhibitorio hace que se desaparezca el equilibrio necesario para su correcto
funcionamiento (47,57). En CA3 la desinhibicion de las fibras recurrentes no afectadas refuerza

aln mas su excitabilidad y su funcionamiento. Esta hiperfunciéon de CA3 es la que se observa de
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manera inusual en los estudios con fMRI del hipocampo envejecido (19). La unidn de todos estos
factores de deterioro ocasiona que se de preferencia a la informacién ya almacenada a costa de

reducirse el almacenamiento de informacién nueva (27) (Figura 4).
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Figura 4. Representacion de las alteraciones en el circuito hipocampal observadas durante el envejecimiento. De
manera fisioldgica con la edad disminuyen las aferencias externas excitatorias del GD y CA3 por degeneracion de la
VP (flecha roja discontinua). Ademds, se observa una reduccion de la modulacion inhibitoria intrinseca del circuito
hacia CA1, CA3 y el GD (linea roja punteada). Este desequilibrio entre excitacion e inhibicion hace que en el GD se
pierda la funcion de SP. La CP sin embargo se ve reforzada por desinhibicion de las colaterales recurrentes de CA3, no

afectadas con la edad. Adaptado de Leal y Yassa, 2018 (19).

Esta hiperactividad en CA3 no es por tanto un mecanismo compensatorio sino una disfuncion
de la actividad del hipocampo que contribuye a la pérdida de la SP durante el envejecimiento
normal (47,57). De hecho, un estudio reciente en sujetos mayores de 60 afios, con y sin deterioro
cognitivo, ha relacionado niveles altos de proteina tau en LCR con una peor realizacién de
pruebas de discriminacién mnemdnica. Al registrar la actividad del LTM con fMRI durante la
ejecucién de la tarea se observa de nuevo hiperactividad en CA3, asociada a los fallos de

memoria y la patologia tau (61).

A nivel estructural, estudios de RM han demostrado una disminucion volumétrica significativa
del GD durante el envejecimiento (62,63). El uso de RM estructural en un escaner de 3T,
segmentaciéon manual de las subregiones hipocampales y una adaptacion de la tarea de MST en
humanos ha podido demostrar que la reduccién del volumen del GD es la principal responsable
de los déficits mnemadnicos que conlleva el envejecimiento. El volumen del GD correlaciona
positivamente con el desempefio de las pruebas de SP, siendo por tanto una medida 6ptima de

la precision de esta funcion en el individuo (17).
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El envejecimiento natural también tiene efectos sobre la difusion en las diferentes subregiones
hipocampales. En concreto, la edad correlaciona con aumentos significativos de la DM en las
principales subregiones hipocampales (62,64). Al analizar los resultados de la SP frente a los
cambios microestructurales en el hipocampo con la edad, se encontrd una correlacion negativa
entre la FA de la regién GD/CA3 y los déficits funcionales en la SP. Una menor FA podria indicar
la reduccidn de la integridad de las dendritas piramidales, lo cual podria contribuir a la disfuncién

de la actividad de GD/CA3 (65). En este caso, se pierde la SP y se refuerza la via de la CP de CA3
(6).

» Deterioro cognitivo leve amnésico

El deterioro cognitivo leve amnésico (DCLa) es una entidad diagndstica que suele considerarse
una fase preclinica o transicional de la enfermedad de Alzheimer (EA). Uno de los sintomas
principales del DCLa son los déficits mnemdnicos. Estos déficits son mayores que los que se
esperan debido a la edad y a la educacion en su grupo poblacional, pero sin llegar a considerarse

demencia (66,67).

Los pacientes de DClLa tienden a ser muy vulnerables a las interferencias y al falso
reconocimiento, y tienen problemas para recordar eventos en un contexto determinado (67,68).
En las tareas de tipo MST pueden diferenciar igual de bien que los controles los ejemplares
nuevos, viejos y repetidos pero identifican el 63% de los distractores como viejos, apuntando a
fallos en la SP (20). Es por esto que la mayoria de los estudios de déficits en la SP se han llevado

a cabo en pacientes con DClLa.

En varios estudios de fMRI se ha demostrado que estos pacientes presentan de nuevo el patrén
caracteristico de hiperactividad localizada especificamente en la region GD/CA3 y una
hipofuncién de la corteza entorrinal (20). EI DCLa produce una desconexidn parcial del
hipocampo similar a la observada en el envejecimiento (69). Ademas, la actividad anormalmente
elevada no solo es un signo de un mal funcionamiento hipocampal, sino que contribuye a
aumentar los fallos de la memoria. Una prueba de ello es que la reduccion de esta hiperactividad
mediante el uso de medicamentos antiepilépticos consigue una mejora significativa de la

memoria en pacientes con DCLa (70).

Estudios de RM estructural han demostrado una clara disminucién volumétrica hipocampal (20),
especificamente, en toda la zona del cornus ammonis (CA1-CA3) y en el GD en pacientes de DClLa
en comparacion con controles. Esto no sucede en otras variaciones del DCL que no afectan tanto

a la memoria (71,72). Reducciones mayores en el GD correlacionan con déficits mnemadnicos
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mayores en la SP en estos pacientes (17), lo cual supone una evidencia mas del papel del GD en

la SP (20).

» Encefalitis LGl1

Una alteracién similar de la memoria puede observarse en pacientes con encefalitis LGI1. Este
es un tipo de encefalitis autoinmune en la cual los pacientes desarrollan anticuerpos contra la
proteina LGI1. El gen LGI1 tiene una expresion preferencial en el GD y CA3, por lo que esta
enfermedad cursa con déficits mnemaodnicos y crisis epilépticas asociadas al drea hipocampal
(73). Debido a que las areas afectadas son muy especificas, constituye un modelo muy bueno
para el estudio de la relacién entre atrofia de las subregiones hipocampales y los déficits en las

funciones mnemanicas (46).

Estos pacientes presentan atrofia hipocampal bilateral, con reducciones volumétricas
significativas fundamentalmente en las regiones del GD y CA3. A nivel de la integridad
microestructural, se observa un aumento bilateral de la DM en el hipocampo, sin que se vea
afectada de manera significativa la FA. Tanto los datos volumétricos como los microestructurales

correlacionan en estos sujetos con déficits de la memoria episddica (73).

Entre los déficits observados destaca una reduccidon en la SP, analizada con una tarea MST
cladsica. Mediante regresiones lineales se determind que el volumen del GD era el mejor
predictor de los fallos en la SP, mientras que el volumen de CAl era el mejor predictor de los
fallos en la memoria de reconocimiento general. Estos resultados corroboran una vez mas la
especializacion de las diferentes subregiones en los procesos de memoria que lleva a cabo el

hipocampo (34,46).

» Epilepsia temporal medial con esclerosis del hipocampo

La epilepsia temporal medial (ETM) es la forma mds comun y definida de epilepsia
farmacorresistente con crisis focales en adultos (74). Suele debutar entre los 4 y los 16 afios y se
caracteriza por crisis epilépticas que se originan en el [6bulo temporal (75). Numerosos estudios
han concluido que algunos pacientes de ETM presentan una atrofia progresiva de las estructuras
del LTM (76). Esta atrofia se conoce como esclerosis del hipocampo (EH), mds correctamente
esclerosis temporal medial, ya que también afecta a otras estructuras conectadas anatémica y
funcionalmente con el hipocampo: cortezas entorrinal y perirrinal, amigdala, insula, talamo,
corteza cingular, cerebelo, etc. Cuanto mas préxima esta la estructura al hipocampo, mayor es

la atrofia que presenta (76,77).
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La afectacion cognitiva mas frecuente que reportan los pacientes con ETM-EH son los déficits
mnemaonicos. En concreto, presentan fallos en la consolidaciéon y recuperacién de nuevas

memorias con detalles especificos (75).

Utilizando un modelo animal de ETM adquirida por kainato (78), se observd que los ratones
presentaban déficits en la SP a nivel tanto comportamental como neuronal. Es decir, al registrar
células granulares del GD después de estimular el hipocampo en rodajas se observd que la
correlacién de los trenes eléctricos de salida era mayor que la que tenian los de entrada con
respecto a los controles. La SP estaba disminuida en estos animales en mayor medida cuanto

mas similares eran los estimulos entre si (43).

Ademas, relacionaron estos déficits con una subpoblacién de células granulares del GD que
disparaba de manera patolégica en forma de rafagas. Esta actividad anormal sobreexcita CA3 y
con ello al circuito de colaterales recurrentes, un potencial generador de actividad
epileptiforme. La relacidn entre la actividad epileptogénica anormal y los déficits en SP no es
causal porque los déficits mnemodnicos pueden ocurrir incluso antes de que aparezcan espinas
interictales propias de epilepsia en el EEG y viceversa, e incluso aparecer uno en ausencia del
otro. Sin embargo, estos hallazgos si demuestran la relacion entre la subpoblaciéon celular del
GD deficiente y los fallos computacionales que derivan en la aparicién de déficits en la

discriminacidn mnemaonica incluso en estadios tempranos de la enfermedad (43).

Pocos estudios han identificado hasta ahora los déficits mnemadnicos de los pacientes de ETM-
EH como déficits especificos en la SP, si bien tienen mas fallos que su grupo control en la
identificacion de los distractores como elementos nuevos en las pruebas de tipo MST. Esto
ocurre especialmente al introducir altos niveles de interferencia ya sea en cuanto a grados de
similitud entre los distractores y las situaciones iniciales (56) o variando el nimero de ejemplares
presentados de cada categoria (79). Sin embargo, sus resultados no difieren de los de los
controles al discriminar entre elementos menos similares entre si, asi como en otras pruebas de

memoria (79).

El grado de afectacién de la memoria correlaciona con el grado de atrofia hipocampal general
en pacientes con ETM-EH (56). Igualmente, el tipo de ETM-EH (segun la clasificacidn de la ILAE,
82) también puede influir en la afectacidn de la memoria. En los pacientes con ETM-EH de tipo
I, en la cual solo CA1 esta afectada, no se ve condicionada la memoria de tipo declarativa. En
los pacientes con ETM-EH de tipo | y Ill también aparece pérdida neuronal en el GD y en menor
medida en CA3, lo cual contribuye a una pérdida mas severa de la funcién mnemaonica, que

practicamente desaparece si la pérdida de células granulares es de mas del 60% (81).
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La RM estructural es una prueba fundamental en el diagnéstico in vivo y la prevencion de dafios
post cirugia de resecciéon del foco epiléptico en este tipo de epilepsia. Con esta técnica se han
logrado hallazgos muy relevantes para la caracterizacidon de la enfermedad, como la atrofia
hipocampal general (75,77). Esta atrofia suele aparecer de forma unilateral e ipsilateral a la
localizacién del foco epiléptico caracterizado a través de EEG, y de forma mds rara aparece

bilateralmente.

Con la evolucién de las técnicas de andlisis se ha podido concretar qué subregiones
hipocampales se ven afectadas. En general, se observan reducciones volumétricas en todas las
subregiones hipocampales ipsilaterales al foco epileptogénico, sin verse afectadas de manera
significativa las subestructuras de lado contralateral (82). En comparacidn tanto con controles
como con pacientes con ETM sin EH, los pacientes con ETM-EH presentan menor volumen en
las regiones de CAl y GD-CA4 los pacientes con ETM-EH presentan menor volumen en las
regiones de CAl1 y GD-CA4 (83,84). Esto concuerda con los datos de las clasificaciones
histopatoldgicas, dado que la ETM-EH de tipo | (en la cual hay pérdida neuronal severa en CAly

GD-CAA4) es la mas frecuente (80).

Recientemente se ha asociado el grado de reduccion volumétrica hipocampal que presentan los
pacientes de ETM-EH, detectada con RM, con su capacidad para realizar la SP espacial cuando
la similitud entre los elementos es alta. Cabe destacar que estos resultados se limitaban a
aquellos pacientes con ETM-EH en el hemisferio izquierdo, lo cual sugiere diferencias entre estos
y los que presentan afectacion unilateral derecha. Sin embargo no hay evidencias de si esta
distincidn entre ambos grupos de pacientes se debe a un desarrollo diferencial de la enfermedad

o al tipo de prueba utilizada (56).

La afectacion hipocampal también se observa en los estudios de difusidn. En concreto varios
estudios han descrito un aumento general de la DM en la regidn del foco epileptogénico y otras
zonas adyacentes, asi como una reduccidn bilateral de la FA. Los valores de difusién alterados
aparecen incluso en pacientes con ETM-EH cuyo volumen del hipocampo no esta reducido
(53,85). Esto sugiere que los cambios en la difusion podrian tener que ver con cambios

microestructurales mas que con pérdida neuronal macroscépica (86).

Hasta la actualidad no ha sido estudiada la relacién entre las alteraciones de la difusion en la
region hipocampal y la capacidad para realizar la SP en pacientes con ETM-EH. Ademas, la
asociaciéon entre la SP y las reducciones volumétricas solo se han realizado a nivel del hipocampo

total, y no de las diferentes subregiones. Por tanto, no se conoce si existe una correlacion entre
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los cambios de la difusidon y volumen en cada subregién hipocampal y los déficits de los pacientes

con ETM-EH en la realizacion de la SP al almacenar nuevas memorias.
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2. Hipotesis y objetivos

La ETM-EH es una enfermedad que presenta alteraciones mnemdnicas muy caracteristicas.
Evidencias recientes apuntan a que estos déficits podrian estar relacionados con la capacidad
de los pacientes de llevar a cabo la SP, que permite el correcto almacenamiento de nuevas
memorias sin que éstas se solapen entre si. Estudios con técnicas de neuroimagen indican que
regiones concretas dentro del complejo hipocampal son las responsables de la SP. Nuestra
hipétesis es que las dificultades de memoria de los pacientes de ETM-EH unilateral se deben a
un mal funcionamiento de la SP y que, al igual que ocurre en otras patologias, existe una relacion
entre los cambios estructurales que se producen en las principales subregiones hipocampales y

las alteraciones mnemaonicas observadas.

Por ello, el objetivo de este trabajo de fin de master es caracterizar la funcién mnemaonica en
pacientes con ETM-EH unilateral y determinar su relacidn con las alteraciones estructurales de

las subregiones hipocampales CA1, CA3y GD.
Para la consecucion de este objetivo general se propusieron los siguientes objetivos especificos:

1. Puesta a punto de un protocolo bioinformatico de analisis de las imagenes de RM
estructural a nivel de las subregiones hipocampales en pacientes con ETM-EH unilateral.

2. Caracterizacion de las alteraciones mnemanicas que presentan los pacientes de ETM-
EH utilizando una prueba cognitiva de discriminacién mnemaodnica adaptada de tipo MST.

3. Caracterizacién de los cambios a nivel a nivel volumétrico y de la microestructura de las
subregiones hipocampales CA1, CA3 y GD.

4. Determinacion de la relacién entre los cambios estructurales de CA1, CA3 y GD vy las

alteraciones observadas en los diferentes procesos mnemanicos.
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3. Materiales y métodos

3.1. Sujetos de estudio

Este trabajo de fin de mdster supone un analisis preliminar de los primeros pacientes reclutados
para el proyecto “Estudio de la funcién amnésica en pacientes con epilepsia temporal
farmacorresistente por esclerosis del hipocampo” con la financiacién de una beca de la
Fundacidn Tatiana Pérez de Guzman el Bueno. Los pacientes que participan en este estudio
provienen de una muestra mayor cuyo rendimiento cognitivo y mnemanico ha sido previamente

caracterizado por nuestro grupo en un trabajo ya publicado (79,87).
Para la seleccion de la muestra se emplearon los siguientes criterios de inclusion:

- Presentar un diagnéstico previo de epilepsia temporal asociada a EH
predominantemente unilateral. El diagndstico lo llevé a cabo su médico de referencia
en base a criterios radiolégicos y a la localizacion del foco epiléptico con EEG.

- Edad comprendida entre los 20 y los 60 afios

- Haber firmado un consentimiento informado para el estudio neuropsicolégico y la RM

cerebral

En este estudio participaron once pacientes (seis hombres y cinco mujeres) con ETM-EH
reclutados en las unidades de epilepsia de los hospitales Ramdn y Cajal, Ruber Internacional y
Clinico San Carlos de Madrid, Espaia (Anexo 8.1). De estos pacientes, cuatro presentaban
esclerosis lateralizada en el hemisferio derecho y siete lateralizada en el hemisferio izquierdo.
Al presentar todos nuestros sujetos esclerosis predominantemente unilateral se utilizé como

control el hipocampo contralateral de cada uno, comparando a cada sujeto consigo mismo.

3.2. Pruebas neuropsicoldgicas

En primer lugar, se realizaron varias pruebas a los sujetos para determinar su funcionamiento
cognitivo general. Estas pruebas incluian tareas de fluidez semdntica y fonoldgica, de
denominacién y discriminacién visual de objetos y de rendimiento mnemodnico general
(recuerdo verbal selectivo, recuerdo libre y recuerdo por eleccion multiple). No se descarté a

ningun sujeto tras realizar estas pruebas (Anexo 8.2).
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3.3. Pruebas conductuales

Para determinar la funcion mnemdnica especifica de separacién de patrones se administré una
tarea de discriminacién mnemanica visual adaptada a partir del Mnemonic Similarity Task (MST)

(79).

El MST tiene su origen en unas pruebas desarrolladas en 1998 para estudiar las implicaciones
comportamentales de la SP en modelos animales (88). Desde entonces ha sido adaptada en
diversos estudios para estudiar la SP espacial, de reconocimiento de objetos, de caras, palabras
o estimulos emocionales. Constituye una tarea muy sensible a esta funcion mnemanica (SP) y
por tanto muy util para estudiar la codificacion y discriminacion en adultos sanos, asi como el
impacto comportamental de todas aquellas alteraciones que afecten a la funcion del hipocampo

(revisado en (45)).

Un aspecto muy importante en el MST es la manipulacidon de los parametros para generar
interferencias que permitan poner a prueba la SP especificamente (79). En nuestro caso la
interferencia se introduce de dos maneras: aumentando la similitud entre los distractores y las
imagenes ya vistas en diferentes niveles (revisado en 26) y variando el nimero de ejemplares de
cada categoria que aparecen en la presentacidn inicial de las imdgenes, dado que a medida que
aumenta el nimero de trazos de memoria similares aumenta también el riesgo de olvidar los
detalles de los mismos, y nuestro rendimiento mnemaénico es peor (89). Ademds aumenta la
demanda sobre el hipocampo en su funcidn de SP, ya que ahora tiene que diferenciar detalles

pequefios entre mas de dos sefiales de entrada distintas (87).

» Descripcion de la tarea

En primer lugar, se le presentan a los participantes 689 imagenes a color de objetos comunes
de varias categorias (ejemplos de categorias: frutas, instrumentos, prendas de vestir, tipos de
camaras, etc.). Cada imagen se presenta de forma aislada sobre un fondo blanco durante
2000ms, con un intervalo variable entre estimulos de 300-500 ms. El participante puede elegir
descansar unos segundos en cualquier momento. Como novedad respecto a otros estudios, se
varia el nimero de ejemplares que se presentan en cada categoria entre 1, 4 y 8 imagenes. Asi
se introduce la segunda forma de interferencia mnemaénica, como ya hemos mencionado (87).
Dentro de esta primera presentacién de imagenes se le pide al participante que presione la barra

espaciadora si aparece algin objeto idéntico a otro de la lista (si ven alguna imagen ya repetida).
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Transcurridos 30 minutos se le somete a una prueba de reconocimiento forzado. En esta prueba
aparecen en pantalla dos imagenes sobre fondo blanco, una de la lista presentada
anteriormente (‘vieja’) y otra adicional. Esta segunda imagen puede ser un ejemplar de distinta
categoria (‘nueva’) o un ejemplar muy similar de la misma categoria (‘distractor’). Las imagenes

aparecen durante 1000 ms cada una con un intervalo de 300-550ms entre ellas.

Finalmente, tras la presentacién de la pareja de imdgenes, aparece una cruz roja en la pantalla
durante 2500ms vy se indica al participante que presione la tecla “1” si es la primera imagen la
. v . L, .
que ha visto antes, y “2” si es la segunda. Si se han presentado varias imagenes de la misma
categoria en la fase inicial, en la fase de reconocimiento solo se utiliza para estudiar la

discriminacién mnemanica la primera imagen que haya aparecido. (Figura 5)

Para el andlisis de esta tarea se obtienen por cada individuo porcentajes de aciertos en las dos
condiciones de la fase de reconocimiento: por un lado, los ensayos en los que se presenta un
elemento ya mostrado frente a uno muy diferente (variable O_N, de old vs. new); y por otro los
ensayos en los que aparece un elemento ya mostrado frente a un distractor (variable O_S, de
old vs. similar). Ademas, para cada condicion hay tres niveles (1, 4 y 8), dependiendo de si el
objeto ya mostrado habia aparecido en la fase inicial con otros de su misma categoria. Es decir,
cada sujeto tiene seis porcentajes de acierto: O_N con 1, 4 y 8 niveles de interferenciay O_S con

1, 4 y 8 niveles de interferencia.

La variable O_N supondria una medicién de la memoria de reconocimiento general, mientras
que la variable O_S serviria para monitorizar el buen funcionamiento de la discriminacion

mnemanica entre elementos muy similares, por lo que lo usamos como medida de la SP (34).
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Figura 5. Esquema de la tarea de discriminacion mneménica adaptada utilizada. En la fase inicial (A) se presentan
689 imdgenes de varias categorias con una duracion de 2000ms y 300-550ms de fijacion entre imdgenes. Para cada
categoria de imdgenes se presentan 1, 4 u 8 ejemplares. Treinta minutos después, se realiza una prueba de
reconocimiento forzado (B). En esta se presentan dos imdgenes durante 1000ms cada una, seguidas de una cruz roja
durante 2500ms, durante los cuales el participante debe indicar cudl de las dos imdgenes ha visto durante la primera
fase. Cada ejemplar puede aparecer con otro muy similar de la misma categoria (condicién viejo vs distractor) o con

otro ejemplar de una categoria distinta (condicion viejo vs nuevo). Adaptado de Poch et al. 2020 (79)

3.4. Adquisicidn de las imagenes

» Introduccion a la resonancia magnética

Como simplificacion, la técnica de RM se basa en la aplicacién de un campo magnético externo
constante que permite alinear los protones de los nucleos de las moléculas de agua del tejido.
Este estado se conoce como coherencia de fase. Al utilizar un pulso de radiofrecuencia, los
protones de desalinean; cuando el pulso finaliza los protones tienden a volver a la coherencia
de fase, emitiendo una energia proporcional al pulso de radiofrecuencia que habian recibido. El
tiempo que demoran estos protones en recuperar la coherencia de fase se traduce en diferentes
contrastes dentro de la imagen debido a que cada tejido posee un tiempo especifico para que

ocurra este fenémeno de reenfoque.

En el estudio por RM del cerebro se miden las propiedades T1 (tiempo que tardan los protones

en realinearse con el campo magnético externo) y T2 (tiempo que tardan los protones en perder

22



la coherencia de fase unos respecto a otros tras el pulso de radiofrecuencia). Al variar el tiempo
de repeticién entre pulsos de energia (TR) y el tiempo entre pulso y medida de respuesta (TE) se
obtienen dos tipos de imagenes. Las imagenes ponderadas en T1 (T1w, del inglés T1-weighted)
presentan TRy TE cortos y el liquido cefalorraquideo (LCR) de color oscuro. Por otra parte, con
las imagenes ponderadas en T2 (T2w, T2-weighted) el LCR aparece brillante y los TR y TE son
mas largos. Por tanto, en las imagenes obtenidas con RM el contraste y el brillo dependeran de

las propiedades T1 y T2 de cada tipo de tejido (90) (Figura 6).

Figura 6. Imagen de resonancia magnética estructural ponderada en T1 (A) y T2 (B) de una paciente con epilepsia
temporal medial con esclerosis hipocampal. De cada imagen aparece de manera consecutiva una vista sagital, coronal

y axial.

Por otro lado, a través de las imagenes ponderadas en difusién (DWI), las cuales ofrecen
informacién acerca del proceso de difusién de las moléculas de agua dentro de los tejidos, se
puede obtener indirectamente una descripcidn de la estructura de los tejidos subyacentes que

modulan el movimiento de dichas moléculas (91).

Estas imagenes se obtienen aplicando dos pulsos de gradiente de campo magnético a lo largo
de direcciones espacialmente opuestas y con un intervalo de tiempo, llamado tiempo de
difusién, entre ellos. El primer pulso induce un cambio de fase en los protones; el segundo, de

180°, revierte el cambio de fase inducido por el primero. Los protones que se encuentren en la
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misma posicion volveran a su estado inicial y su cambio de fase neto sera cero. Sin embargo,
aquellos que se hayan desplazado durante los dos pulsos si presentan un desfase en las
frecuencias de rotacidn de los espines que se vera reflejado en una atenuacién de la sefial en la
imagen resultante. Cuanto mayor sea el espacio recorrido, mayor el desplazamiento de fase y
por tanto menor la intensidad de la sefial. La DWI que se obtiene estd directamente relacionada
con la direccién bajo la cual se aplicaron los pulsos de gradiente de campo magnético. Si este
proceso se repite a lo largo de diferentes direcciones espaciales se puede obtener una
representacion tridimensional de como difunde el agua en cada uno de los puntos de cada tejido

(92).

Existen varios parametros que se calculan a partir de las DWIs que ayudan a caracterizar la
difusién y por tanto la organizacién estructural que modula dicha difusién. Por un lado, se puede
obtener la difusion media (DM, en um?/ms), que es la media de las difusiones de las moléculas
de agua en la direccién de tres vectores perpendiculares entre si. Esta medida es mayor cuantas
menos restricciones al paso del agua haya en ese tejido. Asi, los tejidos donde hay mayor
difusidn (LCR) aparecen mas oscuros y en el parénquima, donde la difusidon es mas restringida,
la imagen aparece mas clara. De la misma manera, es mayor en tejidos danados porque al no

haber restriccidon de las membranas celulares aumenta la difusion libre (90,93).

Por otro lado, podemos obtener la fraccidon de anisotropia (FA) de ese tejido. En ausencia de
restricciones las moléculas de agua tienden a moverse de manera aleatoria y en todas
direcciones, de manera isotrdpica. Sin embargo, en los tractos de SB el agua difunde
mayormente en el sentido paralelo a los fasciculos debido a las restricciones que imponen las
membranas celulares de los axones. Cuando la difusién no ocurre de manera homogénea en el
espacio tridimensional y existen direcciones que facilitan mas que otras este proceso difusion
se puede decir que existe una difusién anisotrdpica (90). La FA cuantifica cémo de anisotrépica
es la difusién, lo cual va a depender no solo del tamano y densidad de los axones sino también
de la orientacién predominante de las fibras de cada voxel. Es un valor escalar entre 0y 1, siendo
0 difusién completamente isotrépica (no hay restricciones) y 1 completamente anisotrépica

(axones muy alineados con una direccion de difusion preferente sobre el resto) (93).

Sin embargo, con solamente los valores de FA macroscépica no es posible interpretar
completamente como se encuentra organizado el tejido subyacente (55). Una FA reducida
puede significar pérdida de densidad e integridad axonal, pero también puede estar indicando
simplemente que existe un cruce de fibras. En este ultimo caso las fibras estan orientadas en

muchas direcciones y la difusion total tiende a ser mas isotrdpica. Viceversa, una FA alta puede
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ser el resultado de un aumento de la densidad axonal, pero también puede indicar que las fibras
que cruzan han degenerado y las que quedan dan un dato mds anisotrépico por tener
orientaciones parecidas. Por esto es importante determinar la FA a escala microscépica, que al
no estar condicionada por la orientacion de los haces de fibras, permite sacar conclusiones sobre

la integridad de las fibras de SB (54).

En la ultima década se han desarrollado métodos para la caracterizacidn de la microestructura
de los tejidos que, a través de modelos matematicos, intentan inferir las organizaciones
estructurales reflejadas en las sefiales de difusidn obtenidas a través de las DWIs. La mayoria de
estas metodologias se basan en modelos multicompartimentales. En ellos se asume que la seiial
de difusién en un voxel viene dada por la suma de sefiales de difusién provenientes de distintos
compartimentos dentro dicho voxel, cada uno con sus propias caracteristicas microestructurales
(94). Uno de los métodos de microestructura mas empleados en la literatura emplea el modelo
desarrollado por Kaden et. al (55). Este método se llama Spherical Mean Technique (SMT) y
puede ser libremente descargado desde https://github.com/ekaden/smt. Con el método SMT la
sefal de difusion de cada véxel no depende de la orientacion de las neuritas en el mismo, sino
gue es funcion unicamente del proceso de difusidon microscdpica. Ademads, la técnica tiene en
cuenta que a escala microscopica en cada véxel hay varios tipos de tejido y realiza la distincion
entre difusién en el compartimento intra-neurita (INTRA, las dendritas y axones, mielinizados o

no) y en el extra-neurita (EXTRA, los cuerpos neuronales, células gliales y espacio extracelular).

» Parametros de adquisicion para la muestra empleada

Las imagenes de RM estructural de alta resolucién se adquirieron en un escaner de resonancia
magnética marca Siemens Prisma (3 teslas de intensidad de campo magnético) ubicado en el

Hospital Ruber Internacional.

Para cada uno de los sujetos se adquirié una imagen ponderada en T1, una imagen ponderada
en T2 y una secuencia de DWIs. Las T1w fueron adquiridas en un plano sagital utilizando una
secuencia MPRAGE (Magnetization-Prepared Rapid Acquisition Gradient Echo) con tiempo de
eco (TE)=2.15ms, tiempo de repeticién (TR)=2400 ms, tiempo de inversion (/IT) = 1000 ms,
angulo de inclinacidn (Al) = 8°, volumen de interés (FOV) = 176 x 240 x 256 mm? y tamafio del
voxel =1 x1x1mm3. Las imagenes ponderadas en T2 fueron adquiridas también en 3D con
TE=564ms, TR=3200ms, AI=120°, ancho de banda=750Hz, factor turbo=314,
FOV =176 x 240 x 256 mm?, tamafio del voxel =1 x 1 x 1 mm?3.
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Por su parte, las imagenes ponderadas en difusion fueron adquiridas empleando una secuencia
EPI (del inglés Echo Planar Imaging) con excitacién multibanda, TE=67 ms, TR =3200 ms,
Al=90° BW=1488Hz, factor multibanda=2, FOV=230x230x100mm?3, tamafio del
voxel=1.8x1.8x 1.8 mm? y valores de b=0, 700, 1000 y 2500 s/mm?2. Se adquirieron 11
imagenes sin ponderacién en difusién (b =0 s/mm?) y 179 ponderadas en difusién a lo largo de
direcciones de gradientes distribuidas sobre una esfera de radio unitario (18, 58 y 103 imdagenes

para b = 700, 1000 y 2500 s/mm?, respectivamente).

3.5. Post-procesamiento de imagenes

» Procesamiento de las imdgenes T1w y T2w: Extraccion del

cerebro

El andlisis de las imagenes cerebrales ponderadas en T1y T2 obtenidas se realizd en varios pasos:

En primer lugar, se llevd a cabo la segmentacion del cerebro en la imagen Tlw. Para esto se
empleé el método de segmentacion de tejidos desarrollado por Ashburner et. al (95) que se
encuentra implementado dentro del paquete de procesamiento de imagenes SPM8 (Statistical
Parametric Mapping v8, https://www fil.ion.ucl.ac.uk/spm/). Al aplicar esta metodologia se
obtienen, a partir de la imagen T1lw (Figura 7A), imagenes probabilisticas de los tejidos de SG
(Figura 7C) o de SB (Figura 7D). Los valores de intensidad en estas imdagenes representan la
probabilidad de cada véxel de pertenecer a uno u otro tejido basdndose en la intensidad que
posee el mismo dentro de la imagen Tlw. Estds imagenes probabilisticas son empleadas
posteriormente por el paquete de procesamiento VBMS8 (Voxel Based Morphometry) para

extraer la regidn perteneciente al cerebro del resto de la imagen T1w (Figura 7B).
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Figura 7: Segmentacion del cerebro en los tres tipos de tejido. Ejemplo de imagen ponderada en T1 de un paciente
antes de la segmentacion del tejido (A) y después (B-D). La segmentacion del tejido cerebral permite obtener imdgenes

de la masa cerebral (B), de la sustancia gris (C) y de la sustancia blanca (D) por separado.

» Procesamiento de las imdgenes T1w y T2w: Segmentacion

del hipocampo

La Tlw es también utilizada para la parcelacidon del hipocampo empleando el algoritmo
desarrollado por Iglesias et. al (96). La implementaciéon de esta metodologia se encuentra
incluida dentro de paquete de procesamiento de imagenes FreeSurfer (v.6.0.0). En la Figura 8
se puede observar el resultado de la segmentacion de los hipocampos obtenida para uno de los

sujetos del estudio.

Este método utiliza un modelo generativo que se adapta muy bien a imagenes con distintos
contrastes o al uso de imagenes ponderadas tanto en T1 como en T2 (97). Mediante un atlas
de probabilidad de la formacidn hipocampal e inferencia Bayesiana se obtiene un mapa de

segmentacion donde las probabilidades se traducen en voxeles con diferentes intensidades (50).
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Figura 8. Segmentacion de las subregiones hipocampales realizada con FreeSurfer v.6.0.0. (A). Modelo 3D de un
hipocampo bilateral segmentado en vista axial; Vistas axial (B), coronal (C) y sagital (D) del cerebro de un paciente
con ETM-EH, con la segmentacion de las diferentes subregiones hipocampales superpuesta. Debajo de cada uno de
los cortes aparece ampliada la segmentacion correspondiente del hipocampo izquierdo (B, D) y derecho (C). Leyenda:
subiculo (), ca1 (M), caz/z (M), 6p (M), cas (), parasubiculo (), presubiculo (M), HATA (), fimbria (),

capa molecular del subiculo y CA (.), fisura hipocampal (.) y cola del hipocampo (). P=posterior, A=anterior,

D=derecha, I=izquierda, S=superior, In=inferior.

28



Las regiones resultantes al aplicar este método son: parasubiculo, presubiculo, subiculo, CA1,
CA2/3, CA4, capa granular del GD, drea de transicion del hipocampo y la amigdala (HATA),
fimbria, capa molecular del subiculo y el CA, fisura hipocampal y cola del hipocampo. En el caso
del GD, FreeSurfer designa Unicamente la capa de las células granulares e identifica como CA4
las capas polimdrfica y molecular. Por esta razén, en nuestros andlisis, lo designado como GD se
refiere Unicamente a la capa granular, cuyas células ha sido demostrado que realizan las
computaciones neurales necesarias para la SP (42).

Las subregiones hipocampales finalmente utilizadas en el andlisis fueron CA1, CA3 y GD. El
volumen de cada una de estas regiones se obtuvo a partir de la parcelacion obtenida para cada

uno de los sujetos.

> Procesamiento de las imdgenes ponderadas en difusion:

Andlisis de la microestructura del hipocampo

Por ultimo, se analizé la difusién de las moléculas de agua en cada una de las subregiones
hipocampales obtenidas, mediante la combinacién de DWI con la segmentacidn en Freesurfer
6.0.0.

En primer lugar, las DWIs son sometidas a correcciones que permiten:

- Eliminar el ruido, con la herramienta dwidenoise de MRtrix3.

- Eliminar el efecto del posible movimiento del sujeto durante la adquisicion de las DWIs.

- Corregiry reducir el artefacto producido por las corrientes de eddy. Estas corrientes las
induce el propio campo magnético del equipo de resonancia y contaminan la sefial de
difusién. Estas dos ultimas correcciones se realizan con la herramienta eddy de FSL.

- Corregir las distorsiones que aparecen en las imagenes adquiridas con secuencias EPl en
regiones donde existen tejidos colindantes que presentan valores muy diferentes de
susceptibilidad magnética. Esta correccidn fue realizada empleando el registro entre la
imagen deformada (una de las imagenes EPI sin ponderacién en difusién, BO) y laimagen
T1w. El registro entre ambas imagenes fue efectuado empleando la herramienta de
registro de imagenes antsRegistration incluida en el paquete de procesamiento ANTs

(Advanced Normalization Tools).

Estas imagenes corregidas fueron empleadas por SMT para calcular los mapas de fraccién de
volumen intra y extra-neurita para cada uno de los sujetos. Los mapas de microestructura que

hemos empleado en el analisis son la difusién media total (DM), la fraccion de anisotropia (FA),
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la difusion media del espacio extra-neurita (DMEXTRA) y la fraccion volumétrica del

compartimento intra-neurita (vVINTRA) (Figura 9) (55).

Por ultimo, se mapean las subregiones hipocampales obtenidas en el paso anterior sobre el
espacio de la imagen de difusidn (con antsApplyTransform de Advanced Normalization Tools) y

se calcularon los valores medios de DM, FA, DMEXTRA y vVINTRA para cada una de ellas.
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Figura 9. Mapas de microestructura. Ejemplo de mapas de microestructura de un paciente con ETM-EH
predominantemente unilateral utilizados en este trabajo. (A) Mapa de la difusion media (um?/ms); (B) Mapa de la
fraccion de anisotropia (valor escalar 0-1); (C) Mapa de la difusion media del espacio extra-neurita (um2/ms); (D) Mapa

de la fraccidn volumétrica del espacio intra-neurita (valor escalar 0-1).

3.6. Analisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando el paquete estadistico SPSS 22.0 para Windows.

En primer lugar, se analizaron los datos obtenidos de la tarea MST. Para ello se comprobd la
correlacién entre los resultados de la condicion O_N y la condiciéon O_S para poder descartar
que pudieran deberse a una causa comun. Esto se realizd con correlaciones de Spearman.
Ademas, se analizo el cambio en el porcentaje de aciertos de cada sujeto para cada una de las
condiciones de interferencia (1, 4 y 8) con pruebas de los rangos con signo de Wilcoxon, una

prueba no paramétrica de muestras pareadas.
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Posteriormente se analizd la variacidon de volumen para cada subregion hipocampal (CA1, CA3 y
GD) del hipocampo del hemisferio ipsilateral al foco epileptogénico (al que denominaremos
“lesionado”) y contralateral al foco (denominado “no lesionado”) en los sujetos. Esto se realizd

con la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon.

Para analizar la variacidon de cada una de las variables de la difusion (DM, FA, DMEXTRA, VINTRA)
entre el hemisferio lesionado frente al no lesionado se realizaron pruebas de los rangos con

signo de Wilcoxon para cada una de las subregiones hipocampales.

La caracterizacidn de las variaciones de volumen y difusidn entre los hemisferios lesionado y no
lesionado se realizé por un lado para todos los pacientes en su conjunto y por otro diferenciando

en dos bloques segun si presentaban la lesién en el hemisferio derecho o izquierdo.

Por ultimo, se explord la relacién entre los resultados de la tarea de discriminacion mnemonica
en sus dos condiciones y los volumenes y variables de difusiéon de CA1, CA3 y GD en los sujetos.
Para ello se realizaron correlaciones parciales y regresiones lineales multiples, controlando en
cada caso por el volumen intracraneal. Las regresiones lineales multiples emplearon el método

de analisis simultaneo o método enter.

Los resultados estan expresados en media + DS o en forma de porcentaje. Para todas las pruebas

estadisticas se establecid el nivel de significacion en a=0.05 (p<0.05 = *; p<0.01 = **; p<0.001 =

***)
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4. RESULTADOS

En este apartado se exponen los datos resultantes de este estudio. En primer lugar, se presentan
los resultados que obtuvieron los pacientes en cada una de las condiciones de la tarea de tipo
MST utilizada. Posteriormente se describen los cambios tanto volumétricos como
microestructurales que presentan en las subestructuras hipocampales CA1, CA3 y GD.
Finalmente, analizamos cual es la relacion existente entre las alteraciones de las subestructuras

hipocampales y los fallos mnemadnicos evidenciados en la prueba de discriminacién.

4.1. Andlisis de los resultados de la tarea MST

En primer lugar, comprobamos la correlacién entre los datos de la variable O_S (prueba
especifica de la SP) y O_N (prueba de memoria de reconocimiento) de la prueba MST para
descartar que los déficits en O_S solo fueran secundarios a un fallo en la memoria de
reconocimiento general. Los resultados (en porcentaje de aciertos) de O_S no correlacionaban
de manera significativa con los de O_N en ninguno de los tres niveles de interferencia. (Figura

10A)

El estudio de la funcién de la memoria se realizé en cada paciente con respecto a si mismo en
las diferentes condiciones de la prueba MST (i.e. O_N constituyo la situacién control y O_S
constituyd la situacién experimental). Al comparar el rendimiento de todos los sujetos para cada
nivel de interferencia (1, 4 y 8), encontramos que la media de aciertos era menor en las
condiciones 4_0_S (71,4 +7,2)y 8_0_S (65,6 + 12,7) frente a los resultados de las condiciones
parejas 4_O_N (82,2 + 12,5) y 8 O_N (91,2 + 10,1). Es decir, los pacientes tenian peores
resultados en la parte de la prueba especifica para la SP que en la que cuantifica la calidad de la
memoria de reconocimiento. Esto sucede en las categorias con mayor nivel de interferencia

puesto que requieren mas recursos para posibilitar la SP (Figura 10B).
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Figura 10. Relacidn entre las diferentes condiciones de la tarea MST para todos los pacientes. (A) Correlaciones entre
las dos condiciones de la prueba. Observamos que no hay correlaciones significativas entre los resultados de la
condicion O_S (separacion de patrones) y O_N (memoria de reconocimiento) para ninguno de los niveles de
interferencia. (B) Comparacion del rendimiento de los pacientes en las condiciones O_N y O_S para cada nivel de
interferencia. Respecto a si mismos, los pacientes presentan menor porcentaje de aciertos en O_S con 4 (p<0.05) y 8

(p<0.01) elementos de interferencia.

4.2. Caracterizacidon de las alteraciones volumétricas

A continuacién, comparamos el volumen de las regiones CA1, CA3 y GD del hipocampo lesionado
frente a las del hipocampo no lesionado. Tanto individualmente como al promediar los datos de
todos los pacientes, se observd menor volumen en las tres subestructuras hipocampales del
hemisferio lesionado (p<0.05). La reduccién era mayor en la region del GD (pérdida media del
32% del volumen), mientras que CA3 era la region menos afectada (con una pérdida media del

23% de volumen) (Figura 11, Figura 12).
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Figura 11. Cambios volumétrico en CA1, CA3 y GD. Andlisis del volumen de las subestructuras CA1, CA3 y GD de los
hipocampos lesionado y no lesionado de los pacientes con ETM-EH. Al promediar los datos de todos los pacientes se

observa una reduccion del volumen en el lado lesionado significativa en las tres subestructuras (*= p<0.05, ** = p<0.01)

Figura 12. Caracterizacion de las alteraciones volumétricas. Vista coronal del cerebro de dos sujetos con (2, 4) y sin
(1, 3) la segmentacion de las subregiones hipocampales superpuesta. La fila superior (1, 2) corresponde a un sujeto
con ETM-EH con foco epileptogénico unilateral izquierdo (1) y la fila inferior (3, 4) a un sujeto con ETM-EH con foco
unilateral derecho (D). En ambos casos se puede observar una reduccién volumétrica en el hipocampo ipsilateral al

foco (flecha blanca). (Rojo = CA1, Verde = CA3, Azul claro = GD).
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4.3. Relacidn entre el andlisis volumétrico y la tarea MST

El andlisis volumétrico de las subestructuras del hipocampo lesionado puso en manifiesto una
reduccion de CA1, CA3 y GD, tras lo cual quisimos determinar la posible relacion entre el grado
de reduccién volumétrica y los resultados de la prueba MST. Para ello empleamos un indice de

asimetria para cada uno de los volimenes de CA1, CA3 y el GD, calculado como:

(Vol. en el hipocampo no lesionado — vol. en el hipocampo lesionado)

indice de asimetria = - - x 100
Vol. en el hipocampo no lesionado

» Condicion O_N: memoria de reconocimiento

El indice de asimetria de las tres subestructuras correlacionaba de manera significativa (R = -
.890, p<0.01) con el rendimiento en la condicion O_N con 8 niveles de interferencia (8_O_N)
(Anexo: figura A.1). La correlacién era negativa, de tal manera que cuanto menor es el
porcentaje de aciertos en esta condicion de la tarea mayor es la asimetria observada entre los

volumenes de CA1, CA3 y GD de ambos hemisferios.

Al introducir las tres variables (asimetria de CA1, CA3 y el GD) en un modelo de regresion lineal
multiple, es la asimetria en el volumen de CA1 la que se postuléd como el mejor predictor de la
condicién 8_0O_N, explicando aproximadamente un 72% de la varianza en los resultados de la
memoria de reconocimiento cuando el nivel de interferencia es alto. (Figura 13, Anexo: figura

A.2.).
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Figura 13: Relacion entre el indice de asimetria del volumen de CA1 y la tarea MST. Encontramos una correlacion
negativa entre el indice de asimetria de CA1 y el porcentaje de aciertos en la condicion O_N con 8 niveles de
interferencia (R = - .890, p < 0.01). Es decir, cuanto menor es el porcentaje de aciertos en 8_O_N, mayor asimetria se
observa en el volumen de CA1. El modelo de regresion lineal también es significativo (R?=.724, F (1, 8) = 27.209, p=

0.001, f=-.867).
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» Condicion O_S: separacion de patrones

Ninguna de los indices de asimetria calculados correlacionaba de manera significativa con los
resultados de la condicién que evalua la SP, por lo que no se encontrd ninguna estructura cuya

atrofia volumétrica macroscépica fuera un predictor claro del rendimiento en la SP.

4.4, Caracterizacion de los cambios en la difusion de la

microestructura

Al igual que ocurre con el volumen, la difusidn libre del agua se vio afectada en CA1, CA3 y GD
del hipocampo lesionado con respecto al no lesionado. En concreto aumentd tanto la DM como
la DMEXTRA, lo cual podria ser indicativo de dafo en la SG observable a nivel de los somas
neuronales y la glia. (Figura 14A y 14C). El aumento de la DM y la DMEXTRA fue
proporcionalmente mayor en el GD (con un aumento de media del 12-13% en el GD lesionado)
y menor en CA3 (con un aumento medio del 9% en CA3 lesionado), siendo las estructuras masy

menos afectadas respectivamente (p<0.05).

No se encontraron cambios significativos en los parametros fraccionales de la SB en el
hipocampo lesionado. La FA media aumenté en las regiones CAl, CA3 y GD del hemisferio
lesionado frente a las del no lesionado (p>0,05; Figura 14B). Respecto a VINTRA, se encontré una
tendencia de disminucidon en CA1, CA3 y el GD del lado lesionado frente al no lesionado. Estos
cambios, como ya hemos mencionado, no logran la significacién estadistica. (p>0,05; Figura

14D)
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Figura 14. Cambios en la microestructura de CA1, CA3 y GD. Andlisis de los pardmetros de difusion de la SG y la SB
para las estructuras hipocampales CA1, CA3 y GD contralaterales e ipsilaterales al foco epileptogénico. Se observan
cambios significativos (*= p<0.05, **= p<0.01) en todas las subestructuras para los pardmetros difusion media (A) y
difusion media en el espacio extra-neurita (C); pero no para la fraccion de anisotropia (B) o la fraccion de agua intra-
neurita (D).

Este primer analisis compara los pardmetros en ambos hemisferios sin tener en cuenta si el
hemisferio lesionado es el derecho o el izquierdo. Por ello, para poder estudiar un posible efecto
de lateralizacién en las alteraciones, se realizd un segundo anadlisis de los pardmetros
diferenciando entre los pacientes con ETM-EH con afectacién del hipocampo derecho (n=4) o
izquierdo (n=7). En los pacientes con afectacidon predominante izquierda, la vVINTRA no cambia e
incluso tiende a aumentar en el lado lesionado comparado con el no lesionado. Sin embargo, en
pacientes con afectacién derecha, se observé una tendencia no significativa de disminucién de
VvINTRA en CA1, CA3yel GD en el lado lesionado respecto al no lesionado, similar ala encontrada

estudiando el conjunto de pacientes (p = 0,068; Figura 14D).

Estas diferencias entre los dos grupos de pacientes, divididos por su hemisferio lesionado, no se

encontraron para el resto de los parametros de volumetria o difusion.
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4.5. Relacidn entre el estado de la microestructura y la tarea

MST

Para determinar la relacion entre la microestructura de CA1, CA3 y GD y el rendimiento en las
diferentes condiciones de la prueba de memoria MST, se calculd un indice de asimetria para la

DM y DMEXTRA de cada subestructura de la misma forma que la indicada en el apartado 4.3.

» Condicion O_N: memoria de reconocimiento

Sustancia gris (DM, DMEXTRA)

Se encontrd una correlacion significativa entre el indice de asimetria de DMEXTRA de CAly la
condicion 8 _O_N (p<0.05, Anexo: figura A.3). El coeficiente de correlacidén es negativo, es decir,
cuanto mayor es la asimetria entre la DMEXTRA en CA1 de ambos hemisferios, menor es el
porcentaje de aciertos de la condicion O_N de la prueba con nivel alto de interferencia. Sin
embargo, ninglin modelo de regresién lineal multiple del indice de asimetria de la DMEXTRA con
esta condicion fue significativo, por lo que la asimetria en la DMEXTRA de CA1 no es predictor

del rendimiento en la condicién 8_O_N.

Considerando los pardmetros de difusion en las subestructuras del hipocampo lesionado, se
observé que los valores de DM y DMEXTRA de CA1, CA3 y GD correlacionaban de manera
significativa (p<0.05) con la condicién 8_O N, a excepcion de la DMEXTRA de CA1 (p = 0.059;
Anexo: figura A.4). Es decir, a nivel de la microestructura del tejido lesionado, cuanto mayor es
la difusién media que se observa en las tres subregiones estudiadas, menor es el rendimiento
en la condicién 8_O_N de los pacientes. Al introducir los valores de DM y DMEXTRA de CA1, CA3
y GD lesionados en modelos de regresion lineal multiple, los que corresponden al GD se
postularon como mejores predictores del rendimiento (Figura 15). Los modelos en los que
participa CA3 también fueron significativos (Anexo: figura A.5 y A.6) por lo que la DM de ambas
estructuras estaria contribuyendo en torno a un 55% (p=0,017) a la varianza del rendimiento en

la condicién para la memoria de reconocimiento.
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Figura 15: Relacién entre la microestructura del GD en el hemisferio lesionado y la tarea MST. Encontramos
correlaciones negativas entre la DM (A) y DMEXTRA (B) de la subestructura GD y el porcentaje de aciertos en la
condicion 8_0O_N (R =-.768, p < 0.05; R =-.698, p < 0.05, respectivamente). Cuanto mayor es la DMy DMEXTRA que
se observa en el GD lesionado, menor es el rendimiento en la condicion 8_O_N de los pacientes. El modelo de regresion
lineal es significativo en ambas: (A) R?=.558, F (1, 8) = 13.642, p= 0.005, f=-.776), y (B) R?>=.376, F (1, 8) = 7.038, p=

0.026, f=-.662).
Sustancia blanca (FA, VINTRA)

Al caracterizar los parametros referidos a la SB (FA e vINTRA) de las subestructuras del
hipocampo lesionado no encontramos un patrén de cambio significativo que se mantuviera para
todos los sujetos como si sucedia con las DM, por lo que no calculamos indices de asimetria
(apartado 4.3). Por esta razdn se analizé la relacion entre FA y VINTRA con el rendimiento en las
diferentes condiciones de la tarea MST Unicamente en las subestructuras del hemisferio
lesionado. De esta manera se pudo comprobar que VINTRA de CA3 y GD correlacionaba de
manera significativa con el rendimiento en la condiciéon 4_0O_N (CA3: R =.731, p=0,016; GD: R =

.736, p=0,015).

La correlacidn es positiva, es decir, un menor rendimiento en la condicién 4_O_N se asocia con
un menor VINTRA en CA3 y el GD del hemisferio ipsilateral al foco. La VINTRA de CA3 era la que
mas contribuia a la varianza y por tanto la mejor predictora del rendimiento para la condiciéon

4_O_N de la tarea. (Figura 16, Anexo: figura A.8)
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Figura 16: Relacion entre la microestructura de CA3 y GD en el hemisferio lesionado y la tarea MST. La VINTRA de
CA3 (A) y del GD (B) correlaciona de manera positiva con el porcentaje de aciertos en la condicion 4_O_N (R =.731,
p=0.016 y R = .736, p=0.015, respectivamente). Cuanto menor es el rendimiento en la condicion 4_O_N de los
pacientes, menor es la VINTRA que se observa en las dos subestructuras del hipocampo lesionado. Los modelos de
regresion lineal son significativos en los dos casos, siendo el de CA3 el que mejor predice el rendimiento en esta

condicion (en el modelo (A): R?=.472, F (3, 6) = 9.949, p= 0.012, f=.725)

» Condicion O_S: separacion de patrones

Al igual que sucede con los volumenes, ninguno de los indices de asimetria de la DM (apartado
4.3) correlacionaba con los resultados de la condicién que evalua la SP en pacientes con ETM-
EH. Ocurria lo mismo al analizar los demas parametros de la microestructura en las subregiones

del hipocampo lesionado.

Sin embargo, al analizar el rendimiento para la condiciéon O_S en relacién con los parametros de
difusién del hipocampo no lesionado, si que se pudo establecer una conexién. En concreto, la
FA del GD no lesionado correlacionaba de manera significativa con los resultados de la condicién
1_0O_Sy 8 0_S. Cuanto mayor es la FA de la estructura, mayor es el resultado obtenido en la
tarea de SP. La FA del CA3 no lesionado también correlacionaba con la condicién 8_0O_S, por lo
que también podria estar influyendo en el rendimiento en esa condicidn. (Figura 17, Anexo:

figura A.9)

De las dos subestructuras, es la FA del GD no lesionado la que se postulé como mejor predictor
de los resultados en la condicion O_S en un modelo de regresién con estos parametros (Anexo:
figura A.10), si bien ninguno de estos modelos era significativo, por lo que no podemos
confirmar que estos parametros sean predictores de la SP. Sin embargo, se puede afirmar que
el conjunto de laintegridad de la SB en el GD y CA3 del hipocampo no lesionado esta relacionado

con el rendimiento para la SP en la tarea MST.
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Figura 17. Relacion entre el estado de la SB en el hipocampo no lesionado y el desempeiio de la tarea MST. La FA
del GD no lesionado correlaciona con el porcentaje de aciertos en la condicion O_S con 1 (A) y 8 (B) niveles de
interferencia. Sucede lo mismo con la FA de CA3 en la condicion 8_0O_S (C). Cuanto mayor es la FA que se observa en
las dos subestructuras del hipocampo no lesionado, mayor es el rendimiento en las condiciones 1_0_Sy 8 O_S. Los

modelos de regresion lineal no son significativos (p>0.05).
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5. DISCUSION

La ETM-EH es una enfermedad que se caracteriza por déficits mnemdnicos muy concretos y con
alteraciones estructurales en las principales subregiones del hipocampo: CA1, CA3 y el GD
(56,80,84). El objetivo de este trabajo ha sido caracterizar las funciones de la memoria afectadas,
asi como describir los cambios estructurales macroscépicos y microscépicos del hipocampo para

posteriormente poder relacionarlos con el funcionamiento mnémico.

5.1. Caracterizacion de los déficits mnemaonicos

Para poder relacionar las alteraciones descritas con la funcion mnemonica, los pacientes
ejecutaron una version de la tarea MST clasica (68) que habia sido puesta a punto anteriormente
por nuestro grupo (79). Esta versién se basa en la teoria del olvido por interferencia y afiade un
nivel mas de profundidad al analisis de la SP variando el nimero de ejemplares similares que se
presentan inicialmente a los sujetos. En dicho trabajo se puso de manifiesto que los pacientes
con ETM-EH presentan un porcentaje de aciertos menor frente a los controles en la parte de la
prueba especifica para la SP (condicidon O_S), especialmente en las categorias de mayor nivel de
interferencia (4 y 8 ejemplares presentados). En cambio, en la parte de la tarea MST que evalua
la memoria de reconocimiento general (condicion O_N) no presentaban una diferencia de

rendimiento con respecto a los controles.

En ausencia de controles sanos, este estudio ha podido corroborar lo siguiente. Los pacientes
obtienen peores resultados en la parte de la prueba que evalta la SP en comparacién con los
resultados obtenidos al reconocer dos objetos de diferentes categorias. Esto sucede en las
condiciones que requieren mayor esfuerzo de SP, es decir, aquellas en las que se presentan un

mayor numero de distractores (Figura 10B).

La tarea MST nos permite obtener una doble informacion acerca de las funciones mnemanicas.
Por un lado, la condicidn de identificacion de un elemento ya visto frente a otro muy similar
(distractor) tiene como objetivo analizar la funciéon de SP en los sujetos. A su vez, esta tarea
también evalla la memoria de reconocimiento general en la condicién de identificacidn del
elemento presentado frente a otro que no se asemeja a él. Esto nos permite comprobar si los
fallos en la condicién de SP se deben a fallos generales de la memoria o a fallos especificos de la
codificacién de patrones diferenciados (46). Al no existir una correlacidn significativa entre los

porcentajes de aciertos de ambas condiciones de la tarea MST (Figura 10A), podemos verificar
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que, si bien la funcidn de SP no esta completamente separada de otros fallos mnemadnicos, no

es un resultado exclusivo de los mismos.

5.2. Alteraciones en las subestructuras hipocampales

A nivel macroscdpico, los pacientes presentan en el hipocampo esclerdtico, ipsilateral al foco
epileptogénico, menor volumen en las tres subestructuras hipocampales estudiadas: CA1, CA3
y GD (Figura 11). De éstas, el GD y CA1 son las estructuras con mayor reduccién con respecto a
sus homdlogas en el hipocampo contralateral. Esto concuerda con los datos del estudio
histopatoldgico de clasificacion de ETM-EH de la ILAE. Segun este estudio, el tipo de ETM-EH
mds comun es aquel que presenta pérdida neuronal severa en las regiones de CA1 y GD-CA4
(80). Asimismo, otros estudios de RM estructural también sefialaron estas dos subestructuras

como las mas afectadas en esta enfermedad (83,84).

A nivel de la microestructura, hasta la fecha ningln estudio con RM habia descrito los cambios
en cada subregién hipocampal como consecuencia de la esclerosis, dado que los estudios se
hacian a nivel del hipocampo en su totalidad. En nuestro trabajo, el cambio mds representativo
se produce a nivel de la DM. La DM es un pardmetro que permite determinar la integridad
tisular, ya que con la muerte celular, degeneracién axonal, gliosis, etc. se rompen las barreras
que retienen el agua y esta difunde con mayor libertad por el tejido (53). En concordancia con
los datos macroscdpicos, la DM aumenta en CA1, CA3 y el GD, lo cual sugiere un dafio a nivel
celular (Figura 14A). Este dafio seria mayor en el GD, que se postula como la estructura mas

afectada en la ETM-EH.

Ademads, en este trabajo se introduce como novedad el andlisis separado de dos
compartimentos tisulares: el conjunto de las neuritas (dendritas y axones) por un lado y los
cuerpos neuronales, la glia y el espacio extracelular por otro. Esta diferenciaciéon permite
especificar a qué nivel celular aparecen los dafios que podrian observarse como una atrofia
macroscépica. Al analizar los cambios en la difusion de agua en los dos compartimentos
encontramos un patrén que se mantiene en CA1, CA3 y el GD. En concreto hay un aumento en
la difusion de agua en el espacio extra-neurita, acompafiado de una tendencia a la reduccion en
la fraccidn volumétrica de agua presente en el compartimento intra-neurita (aunque esta ultima
no logra la significacion estadistica) (Figura 14C y 14D). Es decir, es posible que se esté
produciendo un dafio a nivel de las fibras de SB que ocasionaria la salida de agua hacia la SG,
donde ademas difunde con mayor libertad. Este patrén de cambio podria indicar una alteracion

en la densidad axonal o ser secundario a una reduccion de la vaina de mielina, lo cual favoreceria
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la salida de agua de las fibras (98). Para los axones poco o no mielinizados es mas dificil
diferenciar entre una hipomielinizacién y una reduccién en la densidad axonal, por lo que serian
necesarias otras pruebas histopatoldgicas para corroborar alteraciones especificas en la vaina

de mielina de los axones (99).

Cabe destacar que los cambios en la fraccién de agua del compartimento intra-neurita se
mantienen solo en los pacientes con ETM-EH de afectacién predominantemente derecha. La
divergencia entre los pacientes con ETM-EH derecha e izquierda ha sido descrita a varios niveles.
Las manifestaciones clinicas de la epilepsia son diferentes en ambos grupos, y los pacientes con
ETM-EH unilateral derecha suelen presentan inicios mas tempranos de la enfermedad vy crisis
mas frecuentes y duraderas. Ademas, la pérdida de volumen de SG que muestran es mayor que
en los pacientes cuya lateralizacion es izquierda (100). Es decir, en nuestro proyecto también
hemos podido detectar diferencias segun el lado de aparicion de la enfermedad, que se pueden
observar a nivel de la microestructura del tejido del hipocampo, en concreto de la region de las

neuritas.

5.3. Relacién entre las alteraciones estructurales y de la
memoria

El analisis conjunto de los cambios estructurales y los resultados de la tarea de discriminaciéon
es novedoso en dos aspectos. En primer lugar, ningin estudio hasta ahora ha analizado
conjuntamente pardmetros macroscopicos y microscopicos a nivel de las subestructuras
hipocampales frente a medidas comportamentales en los mismos pacientes con ETM-EH. Esto
se debe a la dificultad para establecer un protocolo de procesamiento de imagenes a este nivel
y a que los estudios no suelen hacer el analisis de las subregiones (53) o bien lo realizan pero no

llevan a cabo en el mismo grupo de pacientes pruebas mnemaénicas (82,83).

Por otro lado, nuestro estudio se ha realizado en ausencia de controles. Todos los estudios de
este tipo comparan los pacientes con sujetos sin ETM-EH para determinar su funcidn
mnemaonica. Sin embargo, nosotros hemos querido comprobar la dindmica de esta funcién en
los propios pacientes con respecto a si mismos y como se relaciona con las caracteristicas
estructurales de propio hipocampo. Esto es importante porque la epilepsia es una enfermedad
deredes. En el caso de la ETM-EH esto quiere decir que aunque tenga un foco de inicio unilateral,
las alteraciones morfoldgicas y funcionales que se observan en estos pacientes tienden a
expandirse por otras regiones cerebrales, y en muchas ocasiones también llegan a afectar al

hemisferio contralateral al foco (revisado en (101)). Ademas debido a la naturaleza
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compensatoria del cerebro (102,103), analizar cada paciente respecto a si mismo nos permite
determinar qué regiones del hipocampo estan ejerciendo primordialmente cada funcidn
estudiada y cédmo se redistribuyen estas funciones en ambos hemisferios en las alteraciones
estructurales presentadas. Por tanto, la seleccién de la muestra y su posterior analisis nos ha
permitido establecer un control intrasujeto y poder observar las posibles adaptaciones de las

redes neuronales como resultado del contexto patoldgico.

Por otra parte, para la memoria de reconocimiento general observamos discrepancias sobre qué
estructuras estan involucradas en funcidn de cudles fueran los parametros analizados. A nivel
macroscépico, las desigualdades en atrofia volumétrica entre los dos hipocampos apuntan a CAl
como la estructura mas relacionada con este proceso mnemonico (Figura 13). Este hallazgo es
consistente con estudios previos que han utilizado métodos muy similares (46). Sin embargo, al
analizar a nivel microscépico el hipocampo lesionado en pacientes de ETM-EH con focos
epilépticos predominantemente lateralizados, dafios microestructurales en el GD y CA3 parecen
influir en los fallos mnemanicos generales (Figura 15, Figura 16). En el analisis a ambos niveles
los dafios en las tres subestructuras estan relacionados con el rendimiento de la memoria de
reconocimiento, imponiéndose unas u otras como mejores predictores segun el parametro
analizado. Esto probablemente sea debido a que la memoria de reconocimiento es un proceso
mnemaonico mas amplio y que puede estar involucrando otros mecanismos de generalizacion
como la familiaridad (79) que no dependan exclusivamente de una Unica subregion hipocampal
e incluso involucren regiones parahipocampales (104). Es por eso por lo que seria necesaria la

integridad de las tres principales estructuras hipocampales para un correcto reconocimiento.

Ocurre lo contrario si analizamos la condicidon de SP de la tarea MST. En este caso ninguno de
los parametros analizados en las tres subestructuras del hipocampo ipsilateral al foco epiléptico
parece estar relacionado con esta funcién. Al extender el andlisis al hipocampo contralateral al
foco, menos afectado, si encontramos una relacién entre el rendimiento en la condicién SP y la
fraccion de anisotropia de las regiones GD y CA3 (Figura 17). La SP es una funcién muy concreta
de la memoria que, al contrario que la memoria de reconocimiento, es llevada a cabo
fundamentalmente por una estructura, el GD (20). Este es el primer y mds importante relevo en
el proceso de separacidn de experiencias muy similares en patrones de memoria diferenciados
y no solapados entre si (42). Si bien se ha comprobado que CA3 y CAl también intervienen en el
proceso, evidencias de otras enfermedades corroboran que la integridad del GD es esencial para

la SP (6).
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Por otro lado, se sabe por estudios histopatoldgicos que una pérdida de mas del 60% de células
granulares del GD ocasiona la pérdida de la funcidn mnemadnica en los pacientes (81). Nuestros
sujetos presentan una pérdida de media del 31% del volumen de la regidn de células granulares
del GD en el hemisferio ipsilateral a la esclerosis. Por tanto, existiria la posibilidad de que en el
hipocampo mas afectado, el GD haya perdido tal cantidad de células granulares que sea incapaz
de realizar correctamente la funcién de SP. Todos los resultados de SP observados serian por
tanto Unicamente un reflejo de la actividad del GD del hemisferio contralateral al foco, menos
afectado por la enfermedad, que aun conserva mayor integridad. Es por esto por lo que la
condicion O_S de la tarea solo dependeria de los parametros estructurales del hemisferio no

lesionado.

En el hemisferio no lesionado, la SP se relaciona Unicamente con valores de difusidon
microestructural del GD y CA3, lo cual puede deberse a que se estén detectando alteraciones
microestructurales a nivel de las membranas celulares y la integridad de las fibras de SB antes
de que estas alteraciones se manifiesten como pérdida significativa de volumen de las
subestructuras (51,52). Ademas, el parametro microestructural que correlaciona con la SP es la
FA, que ha sido asociada con anterioridad con fallos mnemodnicos de la SP en el envejecimiento
fisioldgico (65). Como consecuencia del envejecimiento se observa una menor FA en la regiéon
del GD/CA3 que ademas correlaciona con la hiperactivacién observada con fMRI en esta zona,
indicativo de fallos en el balance de la complecidn-separacién de patrones a favor de la CP. Es
decir, a partir de cierto umbral de muerte celular, la capacidad de realizar la SP estaria
relacionada con laintegridad de las neuritas en el GD y CA3 contralaterales al hipocampo dafiado

predominantemente por la enfermedad.

Estos resultados concuerdan ademas con estudios recientes que tratan sobre la reorganizacion
computacional de la memoria que se da en la epilepsia. En concreto se ha descrito que aquellos
pacientes con ETM-EH unilateral que conservan mas intactas las funciones de memoria
presentan mayor activacion y conectividad funcional en regiones hipocampales y del LTM
contralateral al foco epileptogénico. Los déficits mnemadnicos en estos pacientes no dependen
Unicamente del fallo de un foco funcional, sino también de la capacidad del cerebro de poner
en marcha respuestas reorganizadoras que aseguren un buen funcionamiento de la memoria
(103). En nuestro caso, la funcidn mnemadnica de la SP podria depender de una respuesta
compensatoria llevada a cabo por el GD y CA3 contralateral, evidenciado por la mayor integridad

de sus fibras de SB.

46



5.4. Limitaciones

Nuestro estudio presenta una serie de limitaciones, en su mayoria técnicas. La principal de ellas
seria el tamafio reducido de la muestra. La dificultad de reclutamiento de los pacientes y de
adquisicion de RM estructurales con una resolucién de 3T hace que el proceso de obtencién de
datos sea largo. Para paliar el efecto de la variabilidad individual y afianzar los resultados

obtenidos seria indicado repetir los andlisis con un mayor nimero de individuos.

Otra de las limitaciones existentes es la interpretacion actual de los resultados de los pardmetros
de difusidn. Si bien varios estudios han relacionado cambios similares a los descritos por
nosotros con afectaciones concretas (como es el caso del aumento de difusién extra-neurita
junto con una reduccién de volumen de agua intra-neurita, que han sido relacionados con
reduccion de la vaina de mielina (98)), no es posible asegurar la naturaleza especifica de estos
cambios solo con datos de RM estructural. La FA, por ejemplo, es un marcador muy sensible de
neuropatologia de la SB pero también muy inespecifico (91). La reduccién en la FA del GD y CA3
Unicamente indica por tanto peor alineacion de las fibras de SB. Esto puede ser debido a un gran
nimero de causas, como desmielinizacién o pérdida de integridad, pero también otras
alteraciones en la zona como inflamacién o edema (91). Ademas, el hipocampo es una
subestructura compuesta principalmente por SG por lo que es mas dificil determinar
alteraciones concretas de la SB. Al utilizar técnicas de analisis como SMT podemos determinar
con mayor exactitud parametros relacionados con la SB, presente en menor medida en el
hipocampo. Sin embargo, aln es necesario un mayor refinamiento de la técnica y combinarla
con otras técnicas de analisis tisular post-mortem o post intervencion quirldrgica para confirmar

la naturaleza concreta de las alteraciones.

La propia naturaleza de la ETM-EH introduce una limitacién en nuestros resultados, ya que tiene
un inicio unilateral muy localizado pero la esclerosis tiende a extenderse por otras regiones
cerebrales tanto ipsilaterales como contralaterales (76). Ademas, de forma fisioldgica, el
hipocampo derecho suele tener mayor volumen que el izquierdo (105). Esta asimetria se
observa sobre todo en el GD y CA3, y en menor medida en CA1 (106). En este estudio hemos
elegido pacientes con el foco epileptogénico predominantemente unilateral para poder
comparar el hemisferio mas afectado con el menos afectado. Sin embargo, al no disponer de
datos de su estado previo a la esclerosis no podemos asegurar que el hipocampo no lesionado
esté completamente sano o que las diferencias estructurales observadas no se deban a
desigualdades previas a la enfermedad. Esto puede ser un sesgo al analizar especialmente los

indices de asimetria.

47



Por ultimo, hemos de tener en consideracion la lateralizacion de funciones en el hipocampo. En
humanos, el hipocampo derecho se encarga en mayor medida de la codificacién de memorias
episddicas con un componente de navegacién espacial (107); mientras que el izquierdo se
encargaria de aquellas memorias episddicas con un componente mds verbal (108). Esta
lateralizacidon se observa también en estudios de SP. Las tareas de SP de tipo semantica, donde
el sujeto tiene que discriminar entre varias imagenes con significado, correlacionan con una
mayor activacion en el hipocampo izquierdo. Por su parte, las tareas de tipo SP espacial, en las
cuales el sujeto tiene que diferenciar elementos con distinta localizacién o grado de rotacidn,
activan mas el hipocampo derecho (109). En nuestro estudio, la tarea MST utilizada es de tipo
semantico. Si bien en el reclutamiento de los pacientes se ha intentado igualar el nimero de
personas en cada grupo de afectacién, esto podria estar interfiriendo en los resultados,
beneficiando a aquellos pacientes cuyo foco epileptogénico esta en el LTM derecho y que por

tanto conservan el izquierdo mas intacto.

5.5. Perspectivas futuras

Dado que este trabajo de fin de master forma parte de un proyecto mads extenso, el primer
paso adecuado seria aumentar el tamafio de la muestra para afianzar los resultados
preliminares. Esto se hara en un futuro préximo a medida que se vayan obteniendo las

imagenes de RM estructural de los pacientes ya reclutados.

La ETM-EH es una enfermedad que tiene una aparicién temprana (entre los 4 y los 16 afios) pero
que puede aparecer a lo largo de toda la vida. La edad de inicio y por tanto la duracidn de la
enfermedad determinan la gravedad de los sintomas, siendo estos mayores cuando mas pronto
debuta (75,100). También se ha visto que en condiciones fisioldgicas la relacidon entre la SP y las
subregiones hipocampales varia de manera no lineal con la edad (110). Seria interesante por
tanto estudiar si la edad de inicio de la enfermedad influye en la alteracién de la SP en pacientes

con ETM-EH y si la variacion no lineal se mantiene también en condiciones patoldgicas.

Por otro lado, en otras patologias se ha podido establecer la relacién entre los déficits en la SP
y la hiperactivacion patoldgica de la region de CA3 en fMRI (20,47). Esta hiperactivacion
introduce en la ecuacidn otras estructuras que podrian estar alteradas, como la via perforante
o la red inhibitoria. Ampliar este estudio con datos de fMRI de las diferentes subregiones
permitiria comprobar si este fendmeno sigue ocurriendo en la ETM-EH y ayudaria concretar atn
mas la naturaleza de las alteraciones causadas por la enfermedad que acaban ocasionando los

déficits en la memoria.
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Por altimo, una vez aumente el tamaio de la muestra, seria interesante analizar los grupos de
pacientes de ETM-EH con foco epileptogénico predominante derecho e izquierdo por separado
para estudiar si el lado de afectacion determina los cambios que se producen en las diferentes
subestructuras, como ya se vislumbra en la caracterizacidon de pardametros como VINTRA (Figura
14D). Ademas, repetir el estudio con una prueba de MST de tipo espacial permitira comprobar
si las diferencias entre ambos grupos de pacientes se deben Unicamente al tipo de prueba

utilizada o a un desarrollo diferencial de la enfermedad.
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6. CONCLUSIONES

El establecimiento de un protocolo bioinformatico novedoso de analisis de las imagenes de RM
estructural y DWI a nivel de las subregiones hipocampales ha permitido describir en pacientes
con ETM-EH predominantemente unilateral alteraciones estructurales que se relacionan e

incluso pueden llegar a predecir el funcionamiento de la memoria en estos pacientes.

Los pacientes de ETM-EH predominantemente unilateral presentan déficits especificos en la
funcidn mnemodnica de separacién de patrones. Estos déficits son mayores en condiciones de

alta interferencia, en los cuales la demanda sobre la SP es mayor.

En cuanto a los cambios estructurales en el hipocampo, estos pacientes presentan menor
volumen y mayor difusién media en la microestructura de CA1, CA3 y el GD ipsilaterales al foco

epileptogénico. Entre ellos, el GD aparece como la regién mas afectada.

Las alteraciones estructurales y el rendimiento mnemaénico se relacionan de diferente manera

segun cuadl sea la funcidn de la memoria analizada en pacientes de ETM-EH unilateral:

Funciones mas generales de la memoria, como es el reconocimiento frente a elementos muy
diferentes, se relacionan con el grado de integridad que mantienen CA1, CA3y el GD ipsilaterales

al foco epiléptico, mas afectado por la enfermedad.

Finalmente, cabe destacar que ningun estudio habia logrado relacionar el estado mnémico
especifico de pacientes de ETM-EH unilateral con alteraciones a nivel de subregiones del
hipocampo concretas. Nuestro trabajo ha permitido comprobar que la funcién de separaciéon de
patrones en pacientes de ETM-EH unilateral se relaciona con el estado de las fibras de sustancia

blanca de las subregiones GD y CA3 contralaterales al foco epiléptico.
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8. ANEXO

8.1. Muestra del estudio

Edad de inicio
Paciente Sexo Edad (afios) Hemisferio dela
lesionado enfermedad
(afos)
1 M 53 Izquierdo 12
2 M 41 Izquierdo 36
3 M 28 Derecho 7
4 F 26 Derecho 24
5 M 53 Izquierdo 45
6 F 53 Izquierdo 2
7 F 58 Derecho 20
8 F 24 Derecho 6
9 M 43 lzquierdo 12
10 F 37 Izquierdo 35
11 M 20 lzquierdo 15

8.2. TEST NEUROPSICOLOGICOS

» Prueba de fluidez semdntica y fonoldgica:

Fluidez semantica: se pide al participante que nombre en un minuto el mayor nimero de
ejemplares posibles de una categoria determinada (ej. Tipos de barcos, razas de perro, etc.). Los
resultados de esta prueba se analizan creando una variable que incluye la suma de palabras

correctas de tres categorias distintas.

Fluidez fonoldgica: se pide al participante que nombre en un minuto el mayor nimero posible
de palabras que empiezan con una letra especifica (ej. P, S, etc.). Los resultados de esta prueba
se analizan creando una variable que incluye la suma de palabras correctas de dos letras

distintas.

» Tarea de denominacion de Philadelphia de 175 elementos

Tarea de denominacion visual para evaluar el acceso al Iéxico del sujeto (111). En ella se

presentan 175 imdagenes de objetos conocidos y se pide al paciente que los nombre de la forma
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mas exacta posible. Si tras 5 segundos no ha contestado se pasa al siguiente elemento. La

variable obtenida en esta tarea es el porcentaje total de aciertos.

» Test de discriminacion visual de objetos:

Esta tarea se utiliza para descartar posibles problemas visuales dado que la prueba de
discriminacién mnemanica principal del trabajo es de tipo visual. Se presentan dos pantallas al
mismo tiempo: en la primera hay una figura compleja formada por figuras simples (cuadrados,
circulos y triangulos) y en la segunda cuatro figuras, una de ellas exactamente igual a la de la
primera pantalla. Se le pide al participante que identifique cual figura es exactamente igual a la

de la primera pantalla, teniendo las dos delante en todo momento.

» Tarea de recuerdo verbal selectivo

Por ultimo, se realiza una tarea de recuerdo verbal selectivo para determinar el rendimiento

mnemanico general (112).

En ella se lee en voz alta al participante una lista de doce palabras sin relacién entre si y se le
pide que repita todas las que pueda recordar. Posteriormente se vuelven a leer en alto solo las
palabras que no ha dicho y se le pide que vuelva a nombrar las que recuerde de la lista, incluidas
las que no han sido leidas esa vez. Esto se repite un maximo de 6 veces o hasta que sea capaz

de nombrar todas las palabras.

Transcurridos 30 minutos se realiza una prueba de recuerdo libre y se le pide al participante que
nombre todas las palabras que pueda recordar de la lista inicial. Ademas, se realiza una prueba
de reconocimiento por eleccién multiple. En éste se presentan doce tarjetas blancas, cada una
con cuatro palabras. Una de esas palabras aparece en la lista inicial y el resto son distractores
relacionados (fonética o semanticamente) o no con la primera. Se le pide al participante que

identifique cual de las palabras pertenece a la lista.
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8.3. Relacidn entre el analisis volumétrico y la tarea MST

Correlaciones parciales

1_0O_N 4_O_N 8 O_N

Asy Vol_CA1 Coeficients de correlacidn 220 365 -840
Significancia Ad1 300 0o

Asy Vol _CA3 Coeficients de correlacidn 016 307 - 516
Significancia Relita] Relts ,oao

Asy Vol_GD Coeficients de correlacidn 068 363 -.802
Significancia 851 a02 005

Figura A.1. Correlaciones parciales entre los indices de asimetria en volumen de CA1, CA3 y el GD y los porcentajes
de aciertos de la condicion O_N para los tres niveles de interferencia. Los tres indices de asimetria correlacionan
negativamente (p<0.01) con la condicion 8_O_N. Los resultados estdn ponderados por el volumen intracraneal de

cada sujeto.

Coeficientes no Coeficientes
estandarizados estandarizados
Error
Modelo B estandar Beta R2 Sig.
1 (Constante) 111,872 4,230
Asy_Vol_CA1 -82,814 16,876 - BGT 724 001
2 (Constante) 111,386 5627
Asy_Vol_CA1 -77.687 34 664 -B13
Asy_Wol_CA3 -3,201 18,826 - 061 Gan 0a5
K] (Constante) 111,127 6,101
Asy_Vol_CA1 -67,838 A5 BAT - 710
Asy_Wol_CA3 -3,426 201786 -, 066
Asy_Wol_GD 6,922 20 464 -108 G445 264

Figura A.2. Modelo de regresion lineal maltiple utilizado para determinar si la asimetria en volumen de CA1, CA3 y
el GD de ambos hemisferios es capaz de predecir los resultados de la condicion 8_O_N. La asimetria en CA1 explica
el 72% de la varianza de los resultados (p=0,001). El modelo estd ponderado por el volumen intracraneal de cada

paciente.
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8.4. Relacion entre el estado de la microestructura y la tarea

MST

Correlaciones parciales

L1_O_N L4 O N |[LB_ON

Asy DM_CA1 Coeficiente de correlacian 520 604 - 630
Significancia 123 065 051

Asy_DM_CA3 Coeficiente de correlacidn - 436 084 -, 206
Significancia 208 817 5E68

Asy_DM_GD Coeficiente de correlacidn 132 268 -524
Significancia 17 4583 120

Asy_DMEXTRA_CA1 Coeficiente de correlacidn 475 A0 - 634
Significancia 68 40 0449

Asy DMEXTRA_CA3 Coeficiente de correlacian - 443 215 -,342
Significancia 200 562 333

Asy DMEXTRA_GD Coeficiente de correlacion 27 104 -501
Significancia T27 764 140

Figura A.3. Correlaciones parciales entre los indices de asimetria de la difusion media (Asy_DM) y la difusion media
del espacio extra-neurita (Asy_DMEXTRA) de CA1, CA3 y GD, y los porcentajes de aciertos de la condicion O_N para
los tres niveles de interferencia. El indice de asimetria de la DMEXTRA en CA1 correlaciona de manera significativa

(p=0.049) con la condicion 8_O_N. Los resultados estdn ponderados por el volumen intracraneal de cada sujeto.

Correlaciones parciales

L1 O N (L4 ON |LB_ON

DM_CA1_lLes Coeficientes de correlacidn a7 548y - 668
Significancia 604 065 035

DM_CA3_lLes Coeficientes de correlacidn -023 440 -.800
Significancia 945 203 005

DM_GD_Les Coeficientes de correlacion 264 A04 - 768
Significancia 462 247 00g

DMEXTRA_CA1 lLes Coeficientes de correlacidn 067 q22 - 615
Significancia 8483 018 054

DMEXTRA_CA3_les Coeficientes de correlacidn 035 665 - 706
Significancia 824 040 023

DMEXTRA_GD_Les Coeficientes de correlacidn 235 580 -,.6a8
Significancia 513 078 025

Figura A.4. Correlaciones entre la DM y DMEXTRA de las estructuras CA1l, CA3 y GD ipsilaterales al foco
epileptogénico (lesionados) y los tres niveles de la condicién O_N. Encontramos correlaciones negativas (p<0.05)
entre la DM de las tres subestructuras y la condicion 8_O_N, y entre la DMEXTRA de CA3 y el GD lesionados y esta

misma condicion. Los resultados estdn ponderados por el volumen intracraneal de cada sujeto.

60



Coeficientes no Coeficientes
estandarizados estandarizados
Error
Modelo B estandar Beta R2 Sig.
1 (Constante) 193,620 27,727
DM_GD_Les -96993,1249 26260,2149 - 776 558 005
2 (Constante) 198,431 28,655
DM_GD_Les -70900,858 40155647 - 567
DM_CA3_Les -27145 357 31270,884 -, 2749 546 017
3 (Constante) 199 816 30,807
DM_GD_Les -78518,431 49889 725 -,628
DM_CA3_Les -32622,614 38072 661 -, 335
DM_CA1_Les 12111175 41109, 484 128 487 055

Figura A.5. Modelo de regresion lineal multiple utilizado para determinar sila DM de CA1, CA3 y el GD del hemisferio
lesionado es capaz de predecir los resultados de la condicion 8_O_N. La DM de ambas estructuras estd contribuyendo
en alrededor de un 55% a la varianza del rendimiento en 8_O_N en el modelo 2. El modelo estd ponderado por el

volumen intracraneal de cada sujeto.

Coeficientes no Coeficientes
estandarizados estandarizados
Errar
Modela B estandar Beta R2 Sig.
1 (Constante) 149,080 21,842
DMEXTRA_GD_Les -3T863,443 14309817 - 662 376 026
2 (Constante) 150,138 23,086
DMEXTRA_GD_Les -312549,051 22433573 - 645
DMEXTRA_CA3_Les -G36T 174 15819,601 - 158 312 092
3 (Constante) 148,007 25,638
DMEXTRA_GD_Les -336G9,242 25344 670 -,688
DMEXTRA_CA3_Les -11383,234 24528118 -,282
DMEXTRA_CA1_Les 9363,633 33330,743 ATE 223 208

Figura A.6. Modelo de regresion lineal multiple utilizado para determinar si la DMEXTRA de CA1, CA3 y el GD del
hemisferio lesionado es capaz de predecir los resultados de la condicién 8 O_N. La DMEXTRA del GD se postula
como mejor predictor en el modelo 1, y explica el 38% de la varianza del rendimiento en 8_O_N. El modelo estd

ponderado por el volumen intracraneal de cada sujeto.
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Correlaciones parciales

1. 0N 4 O_N 8 O_N

VINTRA_CA1_Les  Coeficients de correlacian - 325 Ratit] 051
Significancia 360 086 890

VvINTRA_CA3_Les Coeficiente de correlacion 272 71 -,402
Significancia 447 016 249

VvINTRA_GD_Les  Coeficiente de correlacion 168 736 - 367
Significancia 544 018 296

Figura A.7. Correlaciones entre la vINTRA de las estructuras CA1, CA3 y GD lesionados y los tres niveles de la
condicién O_N. Encontramos correlaciones positivas (p<0.05) entre la VINTRA de CA3 y el GD y la condicion 4_O_N.

Los resultados estdn ponderados por el volumen intracraneal de cada sujeto.

A. Coeficientes no Coeficientes
estandarizados estandarizados
Error

Modala B estandar Beta R2 Sig.
1 (Constante) 33,783 17,772

VvINTRA_GD_Les 148,047 273 JBB3 408 020
2 (Constante) 38,760 18,104

VINTRA_GD_Les 49 361 102,853 228

vINTRA_CA3_Les 81,451 73,218 528 423 045
3 (Constante) 20,356 21,088

vINTRA_GD_Les -8,22 103,934 -038

vINTRA_CA3_Les 83,570 68,501 542

VvINTRA_CA1_Les 113,791 7T A16 4485 052

B. Coeficientes no Coeficientes
estandarizados estandarizados
Error

Modelo B estandar Beta R2 Sig.
1 (Constante) 44 815 12,415

vINTRA_CA3_Les 111,758 35432 725 AT72 012
2 (Constante) 38,760 18,104

vINTRA_CA3_Les 81,451 73218 528

vINTRA_GD_Les 48 361 102,853 228 423 045
3 (Constante) 20,356 21,089

vINTRA_CA3_Les 83,570 68,501 542

VINTRA_GD_Les -8,224 103,834 -038

VINTRA_CA1_Les 113,79 IERaNi A6 495 052

Figura A.8. Modelos de regresion lineal multiple utilizados para determinar si la vINTRA de CA1, CA3 y el GD del
hemisferio lesionado son capaces de predecir los resultados de la condicion 4_O_N. los modelos (A) y (B) son
significativos. El modelo (B) es el que mejor predice la varianza en 4 O_N, dado que el coeficiente fde VINTRA_CA3_Les
es el mds alto en todos los modelos. La VINTRA de CA3 del hemisferio lesionado explicaria un 47% de la varianza en

esta condicion. Los modelos estdn ponderados por el volumen intracraneal de cada sujeto.
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Correlaciones parciales

L1.0S |L4 0 S (LB _O_S

FA_CA1_Noles Coeficiente de correlacion 345 418 563
Significancia 330 228 090

FA_CA3 MNoles Coeficiente de correlacion 402 075 7449
Significancia 48 836 013

FA_GD_HNoles Coeficiente de correlacion 656 275 JGBE6
Significancia 038 442 028

Figura A.9. Correlaciones parciales entre la FA de las estructuras CA1, CA3 y GD no lesionados y los tres niveles de
la condicién O_S. Encontramos correlaciones positivas (p<0.05) entre la FA de CA3 y el GD no lesionados y las

condiciones 1_0O_Sy 8 O_S. Los resultados estdn ponderados por el volumen intracraneal de cada sujeto.

Coeficientes no Coeficientes
estandarizados estandarizados
Errar
Madela B estandar Beta R2 Sig.
1 (Constante) 50140 11,488
FA_GD_MolLes 158,784 78,408 560 237 074
2 (Constante) 51,094 12,656
FA_CA3_MolLes -26,501 91,050 -120
FA_GD_MolLes 182 765 116,746 G644 150 214
3 (Constante) 62076 16,852
FA_CA3_MolLes -G2,202 98 548 -,281
FA_CA1_MolLes -150,542 166374 - 414
FA_GD_MolLes 284 118 164,361 1,037 144 214

Figura A.10. Modelo de regresion lineal miltiple utilizado para determinar sila FA de CA1, CA3 y el GD del hemisferio
no lesionado es capaz de predecir los resultados de la condicion 8 O_S. La FA del GD la que se postularia como mejor
predictor dado que su coeficiente [ es el mds alto en todos los modelos. Ninguno de los modelos es significativo. El

modelo estd ponderado por el volumen intracraneal de cada sujeto.
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