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Resumen.

Una de las alteraciones més destacadas en los pacientes de esclerosis multiple (EM) son los
problemas de memoria a largo plazo, tanto verbal como visual, procesos que estan relacionados
con el hipocampo. En el presente estudio han participado 78 pacientes diagnosticados de EM
(59 de EM Recurrente-Remitente (RR) y 19 de EM secundaria progresiva (SP)) comparados
con un grupo de 19 controles sanos, todos ellos valorados con la bateria neuropsicolégica breve
Brief Reapetable Battery of Neuropsychological Test (BBNR). Los objetivos de este trabajo son
estudiar una posible reduccién del volumen de SG del hipocampo y su relacién con el
rendimiento en pruebas de aprendizaje y memoria a largo plazo; y estudiar una posible
alteracion de la CF entre el hipocampo y otras estructuras corticales y su relaciéon con el
rendimiento en tareas de aprendizaje/retencién de la informacion en pacientes de EM. Con la
técnica de Resonancia Magnética Funcional en estado de reposo se obtuvieron las diferentes
imagenes estructurales y funcionales. Para el preprocesado se utiliz6 la técnica DARTEL y para
el andlisis estadistico la prueba t y la regresion lineal. Como resultados, observamos en los
pacientes de EM mayor atrofia en el hipocampo izquierdo y menor conectividad funcional con
respecto al grupo control. Estos resultados correlacionan con las menores puntuaciones en las
pruebas de memoria obtenidas por los pacientes, por lo que podemos concluir que si existe
relacion entre las alteraciones estructurales y funcionales del hipocampo en pacientes de EM y

el bajo rendimiento en tareas de memoria episddica y declarativa.
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Summary.

One of the most notable changes in sclerosis multiple patients are the problems of long-
term memory, verbal and visual, processes that are related with hippocampus. In this study were
compared 78 sclerosis multiple patients (59 EM RR and 19 EM SP) with 19 healthy controls, all
of them evaluated with Brief Repeatable Battery of neuropsychological tests (BBNR). The aims
of this work are to study a possible reduction of hippocampal volume SG and their relation with
tests of learning and long-term memory; and study a possible alteration of the Functional
Connectivity between the hippocampus and other cortical structures and their relation to the
long-term performance in MS patients in learning and memory tasks. For the acquisition of
neuroimaging was used resting-state Functional Magnetic Resonance, and for the preprocessing
of the images was used morphometry advanced technique DARTEL. Regarding statistical
analysis, t test and linear regression was used. We observed in MS patients greater atrophy in
the left hippocampus and less functional connectivity with the control group. These results
correlated with the lower scores on memory test, in consequence we can conclude that there are
relation between structural and functional hippocampal changes in EM patients and the low
performance in task episodic and declarative memory.

Keywords.

Atrophy. Functional Connectivity. Hippocampus. Volumetry. Multiple Sclerosis. Resting state.



Extended Summary.

MS is a progressive disease of the CNS and is characterised by the production of lesions
that affect the myelin sheath. MS results in a broad range of symptoms, which include motor,
sensitive, emotional and cognitive problems. Within cognitive deficits, several studies indicate
that they have a high prevalence, affecting between 43-70% of patients. MS affects various
aspects of cognitive functioning, including attention, information processing speed, executive

functioning and long-term memory.

Memory is one of the most affected cognitive functions in MS patients, being processes
of consolidation and storage of information altered compared to healthy subjects. This patients
are young and they are personal, social and laboral growth. This being so, these changes
produce a major impact on their quality of life. One of the structures that plays one of the most
important role in these processes of consolidation and storage of information is the
hippocampus. This disease affects both, white matter and grey matter, but is grey matter atrophy

the one that shows a closer relationship with low cognitive performance in MS patients.

Thus, this work has different objectives. First, it seeks to study a possible reduction of
hippocampal volume SG and their relation with tests of learning and long-term memory; and
study a possible alteration of the Functional Connectivity between the hippocampus and other
cortical structures and their relation to the long-term performance in MS patients in learning and

memory tasks.

For this purpose we recluted 78 patients diagnosed with MS treated at the Neurology
Department of the general Hospital of Castellon, and 19 healthy controls. 59 of the patients had
subtype MS RR, and 19 had subtype MS SP. All of them were assessed at a neurological level
with scale Expanded Disability Status Scale (EDSS). They were also evaluated with the Brief
Repeatable Battery of neuropsycological tests (BBN-R), consisting on tests that evaluate
cognitive areas most affected in MS: Symbol Digit Modalities Test (SMDT), which evaluates
sustained attention and speed of information processing; Paced Auditory Serial Addition Test
(PASAT), which assesses the speed of information processing and working memory; Selective
Reminding Test (SRT) that evaluates verbal learning and long-term memory; 10/36 Spatial
Recall Test (spart), which assesses visuospatial learning and long-term memory; and finally the
Word List Generation Test (WLGT), which evaluates the phonetic verbal fluency. We obtain Z
verbal, visual, attentional, ejecutive and global scores, with special interest on the first and the

second one. In addition to using this battery, we evaluated the Intelligence Quotient (IQ)



premorbid, using the subtest of the WAIS-III matrix and obtaining information about

manipulative 1Q; and the Fatigue Severity Scale (FSS).

For the acquisition or neuroimaging was used resting-state Functional Magnetic
Resonance, and for the preprocessing of the images, among other tools, was used morphometry
advanced techniqgue DARTEL. Regarding statistical analysis, t test was used to observe the
differences between patients and controls and linear regression analysis was used to observe the
possible relationship between test scores for visual and verbal memory (Zv and Zvi) with
hippocampal atrophy, as well as functional connectivity changes. For volumetric analysis was
used Small Volume (SVC) for multiple comparisions at the cluster level with p < 0.001,
covariated by age and gender. For the functional connectivity analysis, was used p < 0.001

corrected at the cluster level using Monte Carlo simulation.

Thus, as conclusions of this work, we can highlight the following: We have observed
that patients have a neuropsychological profile characterized by changes in proccessing speed,
attention, working memory and verbal and visual learning. We found that MS patients have
atrophy in left hippocampus compared with the control group, and with respect to the execution
in memory test, we observed a correlation between GM volume of both, hippocampus and
performance of verbal Z. These results suggest that memory performance in MS patients is
associated with learning processes and MS patients with higher GM volume perform better
verbal memory task, while those with a lower GM in the hippocampus the worst performance in

these memory test.

Concerning the functional connectivity, we observed that MS patients show a decrease
in the functional connectivity between left hippocampus (where the focus of atrophy is located)
and areas as the brainstem or cerebellum bilaterally, fusiform gyrus and left superior temporal
gyrus. Thus there is a significant correlation between functional connectivity and left
hippocampus and areas related with declarative/episodic memory processes with right temporal
lobe (like superior and middle temporal gyrus, fusiform gyrus and inferior temporal gyrus) and
performance in visual memory tasks.Finally, we can conclude that this study shows that in MS
patients there is a relationship between low performance in episodic/declarative memory task

and structural and functional changes observed at the level of hippocampus.



Este trabajo se ha realizado con los datos empiricos ya obtenidos del grupo de
neuropsicologia y neuroimagen funcional al que pertenece la tutora de este trabajo Dra.
Cristina Forn. La alumna Beatriz Martinez Bronchal se ha implicado en el andlisis parcial de
los datos y la redaccion del trabajo.

1. INTRODUCCION.

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad autoinmune, inflamatoria, cronica y
degenerativa del Sistema Nervioso Central (SNC), caracterizada por la aparicion de lesiones o
placas en el cerebro y en la médula espinal (Chiaravalloti y DeLuca, 2008). Estas lesiones dafian
la sustancia que recubre los axones, la vaina de mielina, produciendo una desmielinizacion y
como consecuencia un enlentecimiento en la conduccion del impulso nervioso, entre otras cosas
(Sicotte y cols., 2008; Roosendaal y cols., 2010).

Se trata de una enfermedad muy comuin, cuya aparicién ocurre en la edad adulta
(generalmente entre los 20 y 40 afios), siendo mas comdn en mujeres y estimandose un inicio de
la enfermedad 5 afios antes que en los hombres (Bobholz y Gremley, 2011). Es una enfermedad
gue se produce predominantemente en la poblacion caucésica y cuya prevalencia en nuestro pais
oscila entre 50-60 casos por cada 100.000 habitantes (Rosati, 2001; Fernandez, 1990). Se
desconoce por el momento el origen de la EM, aunque muchos estudios indican una etiologia
compleja y han encontrado una interaccion entre factores ambientales, inmunoldgicos y
genéticos. Se estima que los familiares de primer orden de pacientes con EM tienen entre un 2 -
5% de riesgo para desarrollar la enfermedad, en comparacion con el 0.1% de la poblacién

general (Bobholz y Gremley, 2011).

El curso de la enfermedad no se puede pronosticar, ya que al igual que en las
manifestaciones clinicas, hay mucha variabilidad tanto en la forma de aparicion como de
evolucion, encontrandose pacientes apenas afectados por la enfermedad y pacientes en los que
avanza de forma muy répida. La enfermedad se inicia con la aparicion de sintomas (brote)
durante un breve periodo de tiempo. Este primer brote es conocido como Sindrome Clinico
Aislado (SCA), y se calcula que alrededor de un 30-70% de los pacientes acabardn
desarrollando una EM. Tras este primer brote, hay una remision espontanea de los sintomas,
parcial o total, pero puede volver a aparecer otro brote, y en ese caso se establece el diagnostico
de EM. Asi, el curso evolutivo caracterizado por la aparicion de brotes de carécter impredecible
y acompafiados por la recuperacion parcial o total de los sintomas es denominado Remitente-
Recurrente (RR). Es la forma mas comin de la enfermedad, afectando al 80% de los pacientes
(Compston y Coles, 2008).



El curso evolutivo de la esclerosis multiple Secundaria-Progresiva (SP) puede ir a
continuacion de la fase de Remitente-Recurrente, cuando los sintomas comienzan a empeorar.
Es considerada la forma mas avanzada y grave de la enfermedad, y pueden llegar a desarrollarla
un 65% de los pacientes. Esta caracterizada por la progresion continua, con o sin brotes,
experimentando una aumento de la incapacidad en los casos con brotes. Otra forma clinica de
EM, denominada Primaria-Progresiva (PP) esté caracterizada por una progresion estable, con un
empeoramiento lento y gradual de los sintomas y aumentando la discapacidad de forma
progresiva. Aqui no hay periodos de recaida ni de brotes, pero si ocasionalmente alguna leve
mejoria. La padecen entre el 10-15% de los pacientes (Compston y Coles, 2008). Y finalmente,
la EM benigna esta caracterizada por una recaida inicial, y una posterior recuperacion completa.
Hay brotes y remisiones, pero la progresion de la enfermedad es muy ligera, teniendo una
sintomatologia menos grave, menos discapacidad y un mejor prondéstico. En esta forma de la

enfermedad pueden transcurrir afios hasta la presentacién de una segunda recaida. Ver Figura 1.

Figura 1. Se representan las formas clinicas de la EM explicadas anteriormente. Estan ordenadas

por gravedad, siendo la PP la mas grave y la Benigna la menos grave.

Las distintas alteraciones presentes tienen un gran impacto sobre la calidad de vida de
los pacientes, influyendo negativamente sobre aspectos de la vida personal, social y profesional
(Chiaravalloti y DeLuca, 2008). La EM esté caracterizada a nivel clinico por la presencia de una
gran variedad de sintomas, incluyendo: entumecimiento, temblor, fatiga, debilidad, dificultad de
la marcha, disartria, paralisis, disfuncion de la vejiga e intestino y déficits cognitivos, sensitivos
y emocionales (Thompson, 2001; Uccelli y cols., 2004; Krupp y cols., 1998; Santiago y cols.,
2006).

La depresion y los sintomas de fatiga son muy comunes en la EM, y ambos interfieren

en las tareas cognitivas y no cognitivas de los pacientes. Aunque la relacién entre la depresion y
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el rendimiento cognitivo no estd clara, diversos estudios han mostrado que los pacientes
deprimidos tienen un rendimiento cognitivo inferior, (Arnett, 2005; Landro y cols., 2004) al
igual que muchos estudios no han encontrado dicha relacion. (DeLuca y cols., 1994; Fischer,
1988; Good y cols., 1992). La fatiga se encuentra en el 90% de los pacientes (Schapiro, 2002), y
aungue no se ha establecido relacion entre ésta y la disfuncidn cognitiva, si que hay estudios que
sugieren que podria afectar al rendimiento en tareas de memoria de trabajo y vigilancia
(DeLuca, 2005; Krupp y cols., 2000).

Dentro de los déficits cognitivos, diversos estudios indican que tienen una prevalencia
elevada, afectando entre 43 - 70% de la poblacién clinica, y observandose éstos déficits desde
etapas tempranas hasta mas tardias de la enfermedad (Chiaravalloti y DelLuca, 2008; Sicotte y

cols., 2008; Benedict y cols, 2006). El perfil de deterioro cognitivo de la EM incluye déficits en:

- Velocidad del procesamiento de la informacion: Ademas de definirse por la velocidad
de respuesta a un estimulo, también se puede definir como el tiempo que se necesita para
realizar una tarea, para tomar una decision o para comprender una orden (Forn y Arnett, 2007;
Santiago y cols., 2006; Chiaravalloti y DelLuca, 2008). Se trata de una alteracibn muy
importante para entender el perfil de deterioro cognitivo, ya que diversos estudios han
observado una relacion entre el enlentecimiento de la velocidad del procesamiento y otras
alteraciones cognitivas caracteristicas, como la memoria de trabajo, la atencion y las funciones

ejecutivas (DelLucay cols., 1998; Chiaravalloti, y cols., 2003; DeLucay cols., 2004).

- Funciones atencionales: La atencién no es una funcién unitaria, sino que esta formada

por distintos procesos: atencion selectiva (capacidad para elegir la informacion importante y
separar la irrelevante); atencion sostenida (capacidad de mantener la atencién durante un
periodo de tiempo); atencion dividida (capacidad de realizar dos 0 mas tareas al mismo tiempo)
y atencion alternante (capacidad de cambiar el foco atencional de una tarea a otra). Distintos
estudios han descrito mayores alteraciones en la atencién dividida y alternante en pacientes de
EM, y han destacado la relacion entre la atencién y la velocidad del procesamiento de la
informacién. (Janculjak y cols., 2002; Forn y Arnett, 2007; Amato y cols., 2008; Bobholz y Rao,
2003).

- Funciones ejecutivas: Las funciones ejecutivas incluyen procesos cognitivos de

planificacion, motivacion, razonamiento abstracto y conceptual, flexibilidad en el pensamiento,
inicio, mantenimiento o inhibicion de conducta y organizacion. Son las habilidades cognitivas
necesarias para dirigir la conducta hacia objetivos y para adaptarse a los cambios o demandas
ambientales. Hay pocos estudios, pero han mostrado una menor frecuencia de estas alteraciones
en comparacion con atencién, memoria y velocidad del procesamiento (Beatty y Monson, 1996;
Chiaravalloti y DelLuca, 2008).
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- Funciones de memoria: Una de las alteraciones mas destacadas (Chiaravalloti y

DelLuca, 2008; Santiago y cols., 2006; Rao, 2004) son los problemas de aprendizaje y memoria
a largo plazo tanto verbal como visual, afectando al 40 - 65% de los pacientes (Benedict y cols.,
2006). La capacidad de aprendizaje y memoria a largo plazo se refiere a aquella capacidad de
adquirir y consolidad informacion nueva para mas tarde poder recuperarla (Lezak y cols., 2004).
Estudios recientes sobre el deterioro de la memoria a largo plazo en EM muestran que el
problema se encuentra en el aprendizaje inicial de la informacion, (Longoni y cols., 2015; Rao y
cols., 1989) en contraposicion con hipotesis precedentes que afirmaban que el problema se
encontraba en la recuperacion de la informacién del almacén de memoria (Thornton y cols.,
2002; DelLucay cols., 1998).

Esta enfermedad era considerada una enfermedad de la Sustancia Blanca (SB), pero
gracias a las técnicas de neuroimagen se ha podido observar que ademas de la SB, también esta
alterada la Sustancia Gris (SG). Asi, es la atrofia en la SG la que mayor relacion ha demostrado
con el bajo rendimiento cognitivo en los pacientes de EM (Filippi y cols., 2010). La técnica de
neuroimagen utilizada en este trabajo ha sido la Resonancia Magnética Funcional en estado de
reposo (resting - state) y las instrucciones que se dan para esta técnica a los pacientes es que
permanezcan lo méas quietos posible, intentando no pensar y con los ojos cerrados. A nivel
anatémico los procesos de aprendizaje y memoria a largo plazo se relacionan con estructuras
dienceféalicas y, de forma concreta, con el hipocampo (Orozco-Giménez y cols., 2005). Siendo

asi, se ha seleccionado el hipocampo como Region de Interés (ROI) para este trabajo.

Diversos son los trabajos que han estudiado la reduccién del volumen en SG en el
hipocampo en pacientes de EM y su relacion con los procesos de aprendizaje/memoria a largo
plazo con resultados poco concluyentes. En uno de los primeros estudios desarrollados por
Sicotte y cols., (2008) se midié el volumen del hipocampo de forma global y segmentada en
pacientes con EM remitente-recurrente (RR) y secundaria-progresiva (SP). Ambos grupos de
pacientes presentaron disminucion de SG en hipocampo comparado con sujetos control, siendo
esta disminucién mas evidente en la zona CAl del hipocampo en ambos subgrupos de
pacientes. Finalmente estos autores también describieron una correlacion entre esta pérdida de

volumen y un bajo rendimiento en una prueba de aprendizaje verbal.

Posteriormente en otro trabajo desarrollado por Anderson y cols., (2010) también se
describe una reduccion de SG en pacientes EM RR y primaria progresiva (PP) respecto al grupo
control. En este caso los autores observan una correlacion (aunque no significativa) entre la
atrofia observada en el grupo de pacientes PP y el rendimiento en pruebas de memoria. En uno
de los estudios de volumetria del hipocampo mas recientes, Longoni y cols., (2015) reclutan a
un amplio numero de pacientes EM con subtipos RR, SP PP y EM benigna y los valoran con

una amplia bateria neuropsicoldgica en la que se incluyen pruebas de memoria verbal y
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visuoespacial. Los autores describen reduccion del hipocampo en pacientes de EM respecto al
grupo control, con especial susceptibilidad en la zona CA1. También se observa una correlacion
significativa entre el rendimiento en pruebas de memoria tanto verbal como visuoespacial y
reduccion de la SG en CAL.

Otro trabajo méas novedoso ha estudiado no sélo la atrofia del hipocampo, sino también
los patrones de conectividad funcional durante estados de reposo entre el hipocampo y otras
regiones anatdmicas en pacientes de EM. En este estudio, Roosendaal y cols., (2010)
compararon el volumen del hipocampo y la conectividad funcional en pacientes de EM (RR, SP
y sindrome clinico aislado) sin déficits de memoria visuoespacial. Los resultados mostraron que
los pacientes de EM en global presentaban atrofia en el hipocampo derecho respecto a los

sujetos sanos.

En cuanto a los resultados de conectividad funcional, los pacientes también mostraron
una reduccion de la conectividad funcional respecto al grupo control en relacién a la
disminucién de la SG en el volumen del hipocampo, es decir, aquellos pacientes con mas atrofia
(1 desviacion tipica por debajo al grupo control) presentaban una menor conectividad funcional
que aquellos pacientes que no presentaban atrofia respecto al grupo control. En relacion a estos
resultados los autores concluyen que se observa un descenso de conectividad funcional en
pacientes de EM antes de la aparicion de la atrofia en SG y teniendo en cuenta la muestra de
pacientes reclutada, antes de la aparicion de los déficits de memoria.

Atendiendo a los antecedentes mencionados anteriormente, los objetivos del presente
trabajo son: 1) estudiar una posible reduccién del volumen de SG del hipocampo en un grupo de
pacientes de EM en comparacion con el grupo control y su relacién con el rendimiento en
pruebas de aprendizaje/retencion de la informacion; 2) estudiar una posible alteracion de la CF
entre el hipocampo y otras estructuras corticales observada en pacientes de EM en comparacion
con el grupo control y su relacién con el rendimiento en tareas de aprendizaje/retencion de la

informacion.

2. METODOLOGIA.

2.1. Participantes.

Para el siguiente estudio se reclutaron a 78 pacientes diagnosticados de EM tratados en
el Servicio de Neurologia del Hospital General de Castellén, siguiendo los criterios diagndsticos
de McDonald y cols., (2001) y 19 controles sanos. 59 de los pacientes presentaban el subtipo
de EM RR y 19 el subtipo de EM SP. Fueron excluidos aquellos pacientes que presentaban un

brote o recaida en el momento de la exploracion o durante los dos Gltimos meses y que
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estuvieran en tratamiento de esteroides, o aquellos que presentaran otra enfermedad neurolégica
ademas del diagnostico de EM. Todos los pacientes fueron valorados a nivel neuroldgico con la
escala Expanded Disability Status Scale (EDSS) (Kurtzke, 1983). Los pacientes fueron

comparados con un grupo de 19 sujetos sanos, sin alteracioén neuroldgica o psiquiatrica .

2.2. Valoracion neuropsicoldgica.

Todos los participantes fueron valorados con la bateria neuropsicoldgica breve Brief
Repeatable Battery of neuropsycological tests (BBN-R), y consta de los siguientes subtests:
Symbol Digit Modalities Test (SMDT), que valora la atencion sostenida y la velocidad del
procesamiento de la informacion; Paced Auditory Serial Addition Test (PASAT), que evalla la
velocidad del procesamiento de la informacion y la memoria de trabajo; Selective Reminding
Test (SRT) que evalla el aprendizaje y la memoria verbal a largo plazo; 10/36 Spatial Recall
Test (SPART), que valora el aprendizaje y la memoria visuoespacial a largo plazo; y finalmente
el Word List Generation Test (WLGT), que evalla la fluencia fonética verbal. A partir de los
diferentes test, se obtienen las diferentes puntuaciones Z (global, atencional, ejecutiva, verbal y
visual). En este trabajo nos hemos centrado en la puntuacion de la Z de memoria verbal (Zv),
gue se obtiene mediante el SRT, (SRT-A + SRT-R + SRT-LP/3) y en la puntuacién de la Z de
memoria visual (Zvi), obtenida mediante el 10/36 SPART (10/36 SPART-LP + 10/36 SPART/2),

ya que ambos forman parte de los objetivos de nuestro estudio.

Ademas de utilizar esta bateria, valoramos el Cociente Intelectual (CI) premorbido,
utilizando el subtest del WAIS-III de matrices y obteniendo informacion sobre el ClI
manipulativo, y también se utilizé la escala de Severidad de Fatiga del inglés Fatigue Severity
Scale (FSS; Krupp, LaRocca, Muir-Nash, Steinberg, 1989; Vilarrasa, Berrios, Larrinoa
Palacios, 2000).

2.3. Adquisicion de neuroimagen.

Mediante un escaner Siemens Avanto 1.5 T se adquiri6 para cada uno de los
participantes una imagen morfométrica 3D sagital MPRAGE T1 (TR = 1lms; FOV
256mmx234mm; matriz = 256x224; voxel size Immx1mmx1lmm; TE = 4,9 ms; n° ecos: 1; flip
angle = 15°). De forma adicional, se adquirieron 270 volimenes para el analisis de Resonancia
Magnética funcional (RMf) en estado de reposo gradient-echo T2*-weighted echo planar
imaging sequence (TR/ TE) = 2000/30 ms, matriz = 64 x 64 x 30, voxel size = 3.5 x 3.5 x 4.02

mm, flip angle = 90°. Para la adquisicion de la secuencia en estado de reposo se instruyo a todos
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los participantes a permanecer inmdviles y mantener los ojos cerrados sin dormirse ni pensar en

nada en particular.

2.4. Preprocesado de las Iméagenes Estructurales.

En primer lugar, se realiz6 una segmentacion semi-automatica de las lesiones de los
pacientes en las imagenes 3d sagitales MPRAGE T1 mediante el programa Jim (Version 5.0,
Xinapse Systems, Northants, UK; http://www.xinapse.com). Después, se cred una mascara
binaria de cada paciente con la funcion ImCalc del SPM8. Con la herramienta Lesion Filling
incluida en el FMRIB Software Library (FSL; http://www.fmrib.ox.ac.uk/fsl; (Gelineau y cols.,

2012), se combinaron estas mascaras binarias con las iméagenes 3d originales para generar
nuevas imagenes 3d con las areas lesionadas “rellenadas” con intensidades de los voxeles de
sustancia blanca adyacentes. Este paso se realizO para obtener una mejor segmentacion del
analisis posterior de VBM. A continuacion, las imagenes 3D “rellenadas” fueron reorientadas a
la comisura anterior-posterior. Después fueron preprocesadas con la herramienta VBMS8

(http://dbm.neuro.uni-jena.de/vbm/) del programa Statistical Parametrical Mapping (SPM v.8

http://www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm/software/spm8/). En base al protocolo establecido se siguieron
los pasos que a continuacion se detallan:

1) segmentacion de las imagenes en SG, SB y liquido cefalorraquideo;

2) registro de imagenes a un template estandar proporcionado por la International
Consortium of Brain Mapping (ICBM);

3) normalizacion mediante DARTEL creando un template personalizado para la muestra
de 85 participantes;

4) modulacion por componentes no-lineales derivados de la normalizacion espacial;

5) suavizado con kernel Gaussiano FWHM de 8mm.

2.5. Preprocesado de las Imagenes Funcionales.

Las imagenes funcionales fueron preprocesadas mediante la herramienta Data
Processing Assistant for Resting-State fMRI Advanced (DPARSFA; http://www.restfmri.net),

siguiendo los siguientes pasos:
1) Realineamiento temporal o Slice-timming correction.
2) Correccion del movimiento de cabeza.
3) Normalizacién espacial.

4) Suavizado espacial de FWHM de 4 mm.
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5) Extraccion de la tendencia lineal de la serie temporal.

6) Filtrado de paso banda (0.01-0.08 Hz) para reducir los efectos de baja frecuencia y el
ruido de alta frecuencia.

7) Control del ruido no neural en las series temporales de las regiones semilla.

Asimismo, varias fuentes de varianza de error fueron eliminadas de los datos a través de
una regresion lineal: seis pardmetros obtenidos por el movimiento de cuerpo rigido de cabeza, la

sefial media global, la sefial de sustancia blanca y la sefial de liquido cefalorraquideo.

Después del preprocesado, seleccionamos como regiones de interés ambos hipocampos,
creando las regiones previamente con el software wfu_Pickatlas para usarlas posteriormente
como semillas en los anélisis posteriores. Estas semillas fueron transformadas al mismo espacio
normalizado que los scans funcionales. Después, calculamos los mapas de CF voxel a voxel
para obtener las redes funcionales evocadas por cada hipocampo. Este método permite estudiar
la CF en estado de reposo (mediante la correlacion de Pearson) de una region semilla con todos
los otros voxeles del cerebro en cada uno de los participantes. Los mapas individuales de
correlacion r se normalizaron a mapas z con la transformacion Z de Fisher y después se

obtuvieron los mapas de conectividad para cada grupo (sujetos control y pacientes).

2.6. Andlisis Estadistico de sequndo nivel.

Atendiendo a los objetivos del estudio se realizaron los siguientes andlisis estadisticos

de segundo nivel:

1) Prueba t para observar las diferencias entre los 2 grupos de participantes
(pacientes y controles) tanto en las variables conductuales como en la localizacion de la atrofia

hipocampal y las diferencias de CF;

2) Andlisis de regresion lineal para observar una posible relacion entre las

puntuaciones Zv y Zvi con la atrofia hipocampal asi como con las alteraciones de CF.

Para el analisis de las diferencias estructurales se utiliz6 una méscara de la
region de interés (hipocampos) y una correccion Small Volume Correction (SVC) para
comparaciones multiples a nivel de claster con una p < 0.001 covariando por edad y género.
Para los andlisis de CF, se utiliz6 una p < 0.001 corregida a nivel de clister mediante simulacién
de Monte Carlo, utilizando la herramienta Alphasim incluida en el software REST
(http://www.restfmri.net/), y covariando de nuevo todos los andlisis por edad y género. El
etiquetado de las localizaciones neuroanatémicas correspondientes a las areas estadisticamente

significativas se llevd a cabo con la extension xjview (http://www.alivelearn.net/xjview8/).
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3. RESULTADOS.

3.1. Resultados neuropsicoldgicos.

Los resultados neuropsicoldgicos realizados tanto al grupo de pacientes como al de
controles se presentan en la tabla 1. El grupo de pacientes, que se caracteriza por tener una
mayor media de edad, mayor fatiga, menos afios de escolarizacion y un menor BPF (brain
parenchymal fraction) que el grupo control, presentan también menor rendimiento
neuropsicoldgico en todas las pruebas cognitivas respecto al grupo control. Centrandonos en los
resultados obtenidos en las pruebas de memoria verbal y visual, observamos unas puntuaciones

significativamente inferiores en el grupo de los pacientes respecto al grupo de controles para

ambas pruebas.

Tabla 1: Datos demograficos, clinicos y neuropsicolégicos de los participantes.

Controles Pacientes (n=78) Valor p
(n=19)
Género 9 Mujeres / 10 54 Mujeres / 24 -
Hombres Hombres
Afios de evolucion de la - 8.68 (7.35) [1-29] -
enfermedad [rango]
Media de edad [rango] 31.63 (6.06) 39.84 (8.97) 0.00
[22-44] [20-58]
Media afios de escolaridad | 13.89 (2.56) 11.10 (2.91) 0.00
[rango] [8-16] [8-16]
EDSS media [rango] - 2.70 (1.61) [0-7] -
FSS media 32.74 (10.71) 37.48 (16.41) 0.24
BPF media 0.86 (0.01) 0.82 (0.03) 0.00
Cl Manipulativo 112.11 (13.57) 100.26 (10.44) 0.00
SDMT media 58.21 (11.50) 46.10 0.00
(14.30)
PASAT-3 media 47.05 31.12 0.00
(9.95) (22.51)
SRT-A media 51.47 (12.84) 40.64 0.00
(14.00)
SRT-R media 41.26 (11.09) 30.69 0.00
(14.07)
SRT-LP media 9.68 (1.77) 7.60 (2.66) 0.00
10/36 SPART media 22.47 (4.50) 18.95 (5.71) 0.00
10/36 SPART-LP media 8.05 (2.15) 6.58 (2.27) 0.01
Fluidez Fonética (F) 12.68 (3.99) 10.67 (4.40) 0.06
Fluidez Semantica (Animales) 22.53 (4.62) 19.71 (5.87) 0.03
WLGT media 22.53 (4.62) 19.71 (5.87) 0.03
Hipocampo lzquierdo 5.26 (0.35) 4.80 (0.60) 0.00
Hipocampo Derecho 4.52 (0.36) 4.44 (0.53) 0.46
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Lista de abreviaturas: EDSS: Expanded Disability Status Scale; FSS: Fatigue Severity Scale; BPF: brain
parenchymal fraction; Cl: Cociente Intelectual; SMDT: Symbol digit modalities test; PASAT: Paced
Auditory Serial Addition Test; SRT: Selective reminding test; SPART: Spatial Recall test; WLGT: word

list generation test.

3.2. Resultados volumétricos.

En relacién a los resultados de volumetria obtenidos, los pacientes de EM presentan
una mayor atrofia en el hipocampo izquierdo respecto al grupo control. Ademas, se observa una
correlacion positiva en el grupo de pacientes entre la z verbal y la atrofia en el hipocampo, tanto
izquierdo como derecho. Para una descripcién mas especifica de los resultados ver Tabla 2 y

Figura 2.

Tabla 2. Muestra las areas con diferencias significativas en el volumen de la Sustancia Gris entre el grupo

de pacientes y el grupo control.

Atrofia pacientes vs. controles

Coordenadas MNI (x, Y, 2)

Area anatémica cluster valort
X {mm} y {mm} z {mm}
7,17 -15 -33 -4,5
Hipocampo izquierdo 348 6,98 -15 -34.5 75
4,59 -25,5 -36 6
Hipocampo izquierdo 65 3,74 -12 -7,5 -19,5

Correlacién pacientes con Z verbal

Coordenadas MNI (x, V, 2)

Area anatomica cluster valor t
x {mm} y {mm} z{mm}
204 4,38 22,5 -34,5 -3
Hipocampo derecho 3,76 13,5 -36 6
206 4,02 16,5 -10,5 -18
441 4,25 -19,5 -7,5 -19,5
Hipocampo izquierdo 196 3,91 -12 -37,5 4,5
3,80 -18 -34,5 0

Lista de abreviaturas: MNI= Montreal Neurological Institute.

Figura 2. a) Atrofia del hipocampo izquierdo en el grupo de pacientes. Diferencias en volumetria en
pacientes y controles. b) Correlacion en el grupo de pacientes entre la z verbal y la atrofia en la Sustancia
Gris del hipocampo. Para el analisis de las diferencias estructurales del hipocampo se utilizé una
correccion Small Volume (SVC) para comparaciones multiples a nivel de clister con una p < 0.001,

covariando por edad y género.
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3.3. Resultados conectividad funcional.

En los resultados de conectividad hemos observado que en comparacion con el grupo
control, el grupo de pacientes muestra una disminuciéon de la conectividad funcional con
aquellas regiones conectadas funcionalmente con el hipocampo izquierdo, como son el
troncoencéfalo bilateral, el cerebelo bilateral, el giro fusiforme izquierdo o el giro temporal
inferior izquierdo. Ademas, se observa una correlacion positiva entre la z de memoria visual y la
conectividad funcional, entre el hipocampo izquierdo y regiones como el giro temporal superior
derecho, el giro temporal medio derecho, el giro fusiforme derecho y el giro temporal inferior

derecho. Dichos resultados se pueden encontrar en la Tabla 3 y en la Figura 3.
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Tabla 3. Muestra las areas con diferencias significativas en CF en el grupo de pacientes y la correlacién
de la CF con las puntuaciones en la Z de memoria visual.

Disminucion de CF en pacientes | Correlacion CF - Z memoria
visual

Localizacion Tamafio | Valo | Coordenadas | Tamafio | Valo | Coordenadas
Anatoémica de rt MNI de rr MNI
cluster cluster

Troncoencéfalo 432 |0 - - i - - - i
izquierdo 33 | 39

45

Troncoencéfalo 439 |9 - - - - R R
derecho 33 | 39

426 |0 - - - - - _
Cerebelo derecho 23 51 |30 |-

Giro temporal 425 |- |- |- - - - T
inferior izquierdo 42 |18 |33 |-
(BA20) 22

Giro fusiforme 349 |- - - - N R _
izquierdo 36 |12 | 30

o 391 |- - - - - - -
Cerebelo izquierdo 22 27 la2 |30 |-

Giro temporal - - - - 36 |6 |-24
superior derecho

Giro temporal medio - - - - 39 |6 |-36

derecho (BA 21)
Giro fusiforme - - - - 31 0.58 33 |0 |-33
derecho

Giro temporal - - - - 36 |12 | -42
inferior derecho

Lista de abreviaturas: CF: Conectividad Funcional; MNI= Montreal Neurological Institute.

Figura 3. a) Resultados de las diferencias de conectividad entre el grupo de los pacientes y el grupo de
los controles. b) Correlacion entre la Z visual y la conectividad funcional observada en el grupo de
pacientes. El grupo de pacientes muestra una disminucién en la conectividad entre el hipocampo
izquierdo y otras zonas como el troncoencéfalo o cerebelo a nivel bilateral, giro fusiforme y giro temporal
superior izquierdos. En las imagenes se utiliz6 una p < 0.001 corregida a nivel de clister mediante
simulacion de Monte Carlo, utilizando el software Alphasim de AFNI, y covariando los analisis por edad

y género.
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4. DISCUSION.

En el presente trabajo hemos observado que en los pacientes de EM existe una relacién
entre la disminucion de SG (atrofia) en el hipocampo, como esta atrofia disminuye la
conectividad funcional de esta zona con otras regiones corticales, y finalmente como estas dos

variables influyen en el rendimiento de los test de memoria.

Como se ha introducido con anterioridad, la memoria es una de las funciones cognitivas
mas alteradas en los pacientes de EM, estando los procesos de consolidacion y almacenamiento
de la informacién alterados respecto a los sujetos sanos (Benedict y cols., 2006; Rao y cols.,
1991; Longoni y cols., 2015). Una de las estructuras que desempefia un papel mas importante en
estos procesos de consolidacion y almacenamiento de la informacion es el hipocampo. En este
trabajo y utilizando la técnica de morfometria avanzada DARTEL, hemos observado en los
pacientes de EM atrofia en el hipocampo izquierdo respecto al grupo control. Estos resultados
volumétricos son similares a los descritos con otras técnicas morfométricas en las que se
observa atrofia en el hipocampo de pacientes de EM respecto a sujetos sanos (Sicotte y cols.,
2008; Longoni y cols., 2015; Anderson y cols., 2010; Roosendaal y cols., 2010; Pardini y cols.,
2014). Respecto a la relacion entre pérdida de volumen y ejecucidn en las pruebas de memoria
en pacientes de EM, encontramos una correlacion entre el volumen en SG de ambos

hipocampos (tanto derecho como izquierdo) y el rendimiento en la Z de memoria verbal
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(compuesta por el aprendizaje de una lista de palabras y la memoria a largo plazo de esa lista de

palabras).

Estos resultados denotan que el rendimiento de memoria en pacientes de EM esta
relacionado a nivel funcional con los procesos de aprendizaje y que aquellos pacientes con EM
y mayor volumen de SG en hipocampo rendirdn mejor en pruebas de memoria verbal, mientras
que aquellos con un menor volumen de SG en hipocampo presentaran un menor rendimiento en
estas pruebas de memoria. La relacién entre cambios estructurales en hipocampo y rendimiento
en pruebas de memoria en pacientes de EM es hasta el momento contradictoria. Asi pues, los
trabajos desarrollados por Anderson y cols., (2010) o Roosendaal y cols., (2010) no encontraron
correlaciones significativas entre disminucion de SG y rendimiento en pruebas de memoria,
mientras Sicotte y cols., (2008) en un trabajo pionero al respecto si que describié una
correlacion significativa entre pérdida de volumen en zonas a nivel bilateral como CALl y el
subiculum y bajo rendimiento en tareas de memoria verbal. Por otra en el reciente trabajo
publicado por Longoni y cols.,, (2015) los autores también describen una correlacion
significativa entre pérdida de volumen en la parte CA1 del hipocampo izquierdo y derecho en
pacientes de EM vy relacion entre rendimiento en tareas tanto de memoria verbal como

visuoespacial.

En este trabajo también se observa la relacion entre atrofia en hipocampo y descenso de
conectividad funcional. En este sentido los pacientes de EM muestran una disminucién de la
conectividad funcional entre el hipocampo izquierdo (donde se localiza el foco de atrofia) y
zonas como el troncoencéfalo o cerebelo a nivel bilateral, giro fusiforme y giro temporal
superior izquierdos, estas dos Ultimas estructuras mayormente relacionadas con el hipocampo y
con procesos de memoria declarativa (Suzuki, 2003; Mitchell y Johnson, 2009). Es dificil
comparar estos resultados con estudios anteriores. Como se ha introducido anteriormente, sélo
el estudio desarrollado por Roosendaal y cols., (2015) ha relacionado la atrofia en hipocampo
con descenso de conectividad funcional en paciente de EM. Este autor muestra un descenso de
conectividad funcional en aquellos pacientes de EM con un grado de atrofia mayor en
comparacion con los controles en un gran nimero de areas cerebrales en comparacién con
sujetos control, mientras que aquellos pacientes de EM sin atrofia sélo presentaban un

disminucién de conectividad funcional entre hipocampo izquierdo y derecho.

Asi pues, aunque los resultados no son comparables, si que podemos afirmar que en
ambos estudios una disminucion de atrofia de SG en hipocampo implica una disminucion de
conectividad funcional entre esta estructura y otras estructuras cerebrales. Finalmente, y a favor
de la hipétesis de que la conectividad funcional en el hipocampo esta relacionada con el
rendimiento en pruebas de memoria, en este trabajo hemos observamos una correlacion

significativa entre conectividad funcional entre hipocampo izquierdo y regiones relacionadas

22



con los procesos de memoria declarativa/episodica del 16bulo temporal derecho (como el giro
temporal superior y medio giro fusiforme y giro temporal inferior) (Mitchell y Johnson, 2009) y

rendimiento en tareas de memoria visual.

Finalmente debemos afiadir que aunque los pacientes seleccionados para este estudio
presentan un rendimiento inferior que los sujetos control en todas las funciones cognitivas, el
perfil cognitivo de este grupo de pacientes se caracteriza fundamentalmente por presentar
problemas en pruebas que miden velocidad del procesamiento y/o atencién/ memoria de trabajo,
es decir el 65,85% de la muestra rinde por debajo de dos desviaciones tipicas en la tarea PASAT
0 SDMT, y més de la mitad de los pacientes (un 60,87% de la muestra) presenta un rendimiento
alterado en una de las tareas que evalla memoria tanto verbal como visual. Es decir, el grupo de
pacientes de EM presenta un perfil neuropsicoldgico caracteristico de los pacientes de EM en
los que principalmente observamos alteracion de la velocidad del procesamiento/atencion y
funciones de memoria como la memoria de trabajo o la capacidad de aprendizaje verbal o
visual. Es por tanto pertinente concluir que el presente estudio muestra una clara relacion entre
bajos rendimientos en tareas de memoria episodica/declarativa en pacientes de EM vy
alteraciones estructurales y funcionales observadas a nivel de hipocampo, estructura anatémica

relacionada con estos tipos de memoria.
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