InvesTIEACION

[ —

ESTUDIO POR RESONANCIA MAGNETICA DE LA PRESENCIA
DE EDEMA CEREBRAL DE BAJO GRADO, DE ATROFIA
CEREBRAL Y DE ALTERACIONES EN TRACTOS |
NEURONALES EN PACIENTES CON CIRROSIS HEPATICA.
POSIBLE UTILIDAD COMO INDICADORES DE
ENCEFALOPATIA HEPATICA MINIMA

FUNDACIONMAPFRE

ndacionmapfre.com




Investigadora Principal

Carmina Montoliu Félix

Lda. en Ciencias Bioldgicas.

Investigadora Sistema Nacional de Salud.

Fundacion Investigacion Hospital Clinico Universitario de Valencia

Equipo Investigador

Amparo Urios Lluch
Dra. en Ciencias Bioldgicas.
Investigadora. Hospital Cinico Universitario de Valencia

Desamparados Escudero Garcia

Dra. en Medicina y Cirugia.

Médico especialista Hepatologia.
Hospital Cinico Universitario de Valencia

Felicidad Rodriguez Almendros

Dra. en Medicina y Cirugia.

Médico especialista del Aparato Digestivo.
Hospital Cinico Universitario de Valencia

José Manuel Rodrigo Gémez

Dr. en Medicina y Cirugia.

Jefe del Servicio de Hepatologia.
Hospital Cinico Universitario de Valencia

Juan Angel del Olmo Puchalt

Ldo. en Medicina y Cirugia.

Médico especialista Hepatologia.
Hospital Cinico Universitario de Valencia

Miguel Angel Serra Desfilis

Dr. en Medicina y Cirugia.

Médico especialista Hepatologia.
Hospital Cinico Universitario de Valencia

Esta investigacion ha sido financiada por FUNDACION MAPFRE en la Convocatoria Ayuda a la Investigacion 2009.



indice

oW ™

RESUMEN DEL PROYECTO ORIGINAL

OBJETIVOS PROPUESTOS

LABOR REALIZADA

OBTENCION DE IMAGENES DE RESONANCIA MAGNETICA

4.1. Adquisicién de imagenes de rm
4.2. Andlisis de las imagenes: alteraciones cerebrales que se estan analizando

4.2.1.Presencia y tipo (citotoxico 6 vasogénico) de edema cerebral
de bajo grado

4.2.2.Determinacion de la presencia de alteraciones neuroanatomicas
por rm. Determinacion de lesiones en la materia gris. Presencia
de atrofia cerebral (espesor cortical)

4.2.3. Determinacion de lesiones en la materia blanca. Alteraciones
en tractos neuronales

CORRELACIONES
RESULTADOS
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Pagina

NENIINAN



4 | ESTUDIO POR RESONANCIA MAGNETICA DE LA PRESENCIA DE EDEMA CEREBRAL DE BAJO GRADO, DE ATROFIA CEREBRAL...

1. RESUMEN DEL PROYECTO
ORIGINAL

Pacientes con cirrosis hepatica pueden presentar encefa-
lopatia hepatica minima (EHM), con alteraciones cogniti-
vas y psicomotoras. La EHM disminuye la calidad de vida
y aumenta el riesgo de padecer EH clinica y de muerte.
Su tratamiento temprano mejoraria la calidad de vida y
prolongaria la supervivencia. Por tanto es importante dis-
poner de procedimientos sensibles para diagnosticar la
EHM. Actualmente se utiliza la bateria de tests psicométri-
cos PHES, pero tiene inconvenientes en la clinica diaria.
Son necesarios nuevos procedimientos para diagnosticar
la EHM.

2. OBJETIVOS PROPUESTOS

Los objetivos de este proyecto consisten en:
1) Estudiar por resonancia magnética en pacientes
cirréticos con 6 sin encefalopatia hepatica minima
y en controles sanos:
a) la presencia y tipo (citotoxico 6 vasogénico) de
edema cerebral de bajo grado.
b) las alteraciones en tractos neuronales.
c) la presencia de atrofia cerebral
2) Determinar la utilidad de la determinacion dichos
parametros como procedimiento para el diagnos-
tico de la presencia de encefalopatia hepatica
minima (EHM).
Los estudios se realizaran en 20 pacientes con cirrosis
hepatica y EHM, 20 pacientes con cirrosis hepatica sin
EHM y 20 controles sin enfermedad hepatica.

3. LABOR REALIZADA

Se han completado los estudios de resonancia magnética
en un equipo de 3 Teslas (Siemens Trio, 3.0 Tesla de
cuerpo entero). Se han adquirido las imagenes para los
estudios de alteraciones de los tractos neuronales y de la
presencia de atrofia cerebral.

Previamente a la sesion de RM a cada individuo se le
realizan los siguientes estudios:

1) Realizacion de una bateria de 5 tests psicométri-
cos, que evaluan diferentes tipos de alteraciones neurolo-
gicas (cognitivas, psicomotoras, atencion). El conjunto de
los resultados de esta bateria de tests (Psychometric He-
patic Encephalopathy Score, PHES) se utiliza como proce-
dimiento de referencia para detectar la presencia de en-
cefalopatia hepatica minima (EHM). Los individuos cuyo
“score” en esta bateria es -4 o inferior tienen EHM, los que
tienen mas de -4 no tienen EHM.

2) Determinacion de la frecuencia critica de parpa-
deo, utilizando el equipo conocido como Hepatonorm. Se
ha propuesto como alternativa mas sencilla y objetiva para
detectar la EHM, pero aun no se ha reconocido como
procedimiento de referencia.

3) Toma de sangre para la realizacion de analisis
bioquimicos y clinicos del grado de enfermedad y sus
complicaciones.

4) Toma de sangre para obtener suero y linfocitos para
determinacion de parametros relacionados con posibles
indicadores periféricos de EHM: inflamacion (ILs), hipera-
monemia, metabolismo del dxido nitrico (nitrios + nitratos) y
del GMP ciclico (cGMP, ANP...) y activacion de la guanilato
ciclasa soluble por 6xido nitrico en linfocitos intactos.

Estos andlisis se realizan tanto en controles sanos
Como en pacientes cirréticos.

Los resultados de los distintos analisis se correlacio-
naran posteriormente con los datos obtenidos en los estu-
dios de RM.

En funcioén de los resultados de los tests psicométricos
se clasifican los pacientes cirréticos en dos grupos: sin
EHM y con EHM y se seleccionan los individuos de cada
grupo que se someteran a los estudios de RM.

Aproximadamente un 30% de los pacientes cirréticos
presentan EHM. Por tanto, para conseguir un numero sufi-
ciente de pacientes de este grupo se requiere analizar un
numero amplio de sujetos, lo cual lleva tiempo. Por esta
razon las sesiones de RM se han programado con un inter-
valo entre las mismas suficiente para garantizar que se dis-
ponga de suficientes pacientes con EHM para el estudio.

4. OBTENCION DE IMAGENES DE
RESONANCIA MAGNETICA

Se ha completado la adquisicion de las imagenes de RM
en los siguientes individuos:

« 30 controles sanos

» 31 pacientes cirréticos SIN EHM

» 31 pacientes cirroticos CON EHM

Las imagenes obtenidas de algunos de estos indivi-
duos no son Utiles porque se han movido (varios casos),
por lo que el nimero de individuos Utiles por grupo es de
26 controles, 27 pacientes cirroticos SIN EHM y 26 pacien-
tes cirroticos CON EHM. Este numero de individuos es
mayor del inicialmente previsto (20) porque los primeros
analisis han mostrado que existe cierto grado de variabili-
dad entre individuos del mismo grupo que aconseja au-
mentar el tamano de la muestra para poder realizar un
andlisis mas fiable estadisticamente de los resultados, en
particular de las correlaciones con otros parametros.

4.1. Adquisicion de imagenes de RM

Para cada individuo se han tomado imagenes tridimensiona-
les de alto contraste del cerebro pesadas en T1 (3DT1)
usando una secuencia MPRAGE (Magnetization Prepared
RApid Gradient Echo). Ademas se tomaron a continuacion
imagenes trasversales de difusion DTl en 30 direcciones que
permite cuantificar el movimiento traslacional del agua en
tejidos biolégicos. Para su posterior analisis, se dividen los
mosaicos de cada sujeto en sus correspondientes imagenes
individuales, resultando en 4340 imagenes por individuo.
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4.2. Analisis de las imagenes: alteraciones
cerebrales que se estan analizando

A partir de las imagenes captadas se estan realizando
distintos tipos de andlisis para identificar la presencia (y
cuantificar el grado, en su caso) de diferentes tipos de
posibles alteraciones cerebrales en los pacientes:
1. Presencia y tipo (citotéxico 6 vasogénico) de
edema cerebral de bajo grado
2. Presencia de atrofia cerebral (espesor cortical)
3. Alteraciones en tractos neuronales
4. Alteraciones en la intensidad de la imagen en T1,
que puede ser debida a diferentes causas (acumu-
lacion de sustancias paramagnéticas como manga-
neso, cobre, etc.). Aunque la adquisicion de las
imagenes se ha completado, su analisis aun reque-
rira bastantes meses de trabajo.

4.2.1. Presencia y tipo (citotoxico 6 vasogénico) de
edema cerebral de bajo grado

Se determina a partir de las imagenes de DTI. En el edema
vasogeénico e intersticial la velocidad de las moléculas de
agua esta aumentada debido a alteraciones de la barrera
hematoencefalica (vasogénico) o por aumento de la per-
meabilidad entre el liquido cefaloraquideo v el tejido cere-
bral (intersticial).

Este estudio permitira determinar si los pacientes ci-
rroticos presentan edema vasogénico o citotoxico de bajo
grado; en que areas cerebrales y si lo presentan solo (0
en mayor grado) los pacientes con EHM.

Se ha desarrollado una aplicacion informatica para
trazar regiones de interés (ROIls) y determinar en las mis-
mas los valores de “mean diffusivity”, que nos permitiran
identificar y cuantificar la presencia de edema vasogeénico
0 citotoxico en las areas seleccionadas. Se ha iniciado el
analisis de la “mean diffusivity” en hipotalamo, corteza mo-
tora, cerebelo medial y cerebelo lateral.

Una vez obtenidos los valores para todos los indivi-
duos, se realizaran los estudios de correlacion menciona-
dos mas adelante para evaluar si la determinacion de la
presencia de edema de bajo grado en algun area cerebral
podria ser util para diagnosticar la presencia de EHM o de
alteraciones en alguna de las funciones neuroldgicas
(atencion, etc) evaluadas por cada uno de los tests psico-
meétricos realizados.

4.2.2. Determinacion de la presencia de alteraciones
neuroanatémicas por RM. Determinacion de
lesiones en la materia gris. Presencia de atrofia
cerebral (espesor cortical)

El espesor de la materia gris es un marcador de integridad

cortical mas fiable que la mera medida del volumen de

una estructura cortical concreta, lo cual se explica por la
escasa variabilidad de la estructura citoarquitectonica que

compone la materia gris. A cada uno de los controles y

pacientes con y sin EHM se les esta realizando una seg-

mentacion de la materia blanca-materia gris mediante me-
todos basados en la deformacion de la materia blanca.

Esto permite generar modelos de superficie cortical para
cada cerebro individual, y calcular valores de espesor cor-
tical para cada vértice de esta superficie. Con el fin de
llevar el mapa de espesor cortical de cada caso a un
sistema de coordenadas idénticas, cada mapa es remues-
treado a una superficie anatomica estandarizada mediante
la aplicacion de algoritmos no lineales de registro esférico.

Después de este proceso, todos los mapas de espe-
sor cortical mostraran un numero idéntico de vértices, y
cada vértice tendra las mismas coordenadas esféricas
para cada paciente de un mismo grupo.

4.2.3. Determinacion de lesiones en la materia blanca.
Alteraciones en tractos neuronales

Recientes avances en el campo de la imagen cerebral han
permitido determinar in vivo alteraciones de la microes-
tructura de la materia blanca por medio de la técnica de-
nominada imagen por tensor de difusion. Esta técnica
determina la direccion de la difusion de las moléculas de
agua en diversos tejidos, que coincide en el caso de teji-
dos fibrosos, como es la materia blanca, con la orientacion
de las fibras nerviosas. Esta propiedad permite asignar
una direccion a cada voxel de la imagen, facilitando asi la
reconstruccion de los haces de fibras nerviosas que co-
nectan diversas regiones cerebrales. La integridad de los
haces de fibras nerviosas se puede cuantificar indirecta-
mente a través de la fraccion de anisotropia. De esta
forma, haces de fibras nerviosas con un elevado nivel de
organizacion mostraran valores altos de anisotropia y un
bajo nivel de difusion, mientras que lesiones axonales que
desorganicen la materia blanca contribuiran a disminuir
los valores de anisotropia y a incrementar los niveles de
difusion.

Una vez obtenidas las imagenes de difusion (DTI) de
controles y pacientes con y sin encefalopatia hepatica nos
encontramos en el proceso de eliminacion de artefactos
para su posterior reconstruccion. El proceso de recons-
truccion de las imagenes DTl demanda de una importante
capacidad computacional y de la aplicacion de sofistica-
dos programas de analisis de la imagen. Posteriormente a
la reconstruccion de los diferentes haces de fibras nervio-
sas calcularemos la fraccion de anisotropia (FA) en regio-
nes de interés. Se conoce que determinados cambios 0
lesiones afectan a la estructura y composicion de la mi-
croestructura de la materia blanca, ya sea por su destruc-
cion o por la reorientacion de las células que las compo-
nen. Estos cambios se traducen en una reduccion de la
anisotropia en la imagen. Como paso final, estimaremos
los histogramas de estas magnitudes con el fin de contras-
tar imagenes procedentes de los diferentes grupos de
casos incluidos en el estudio.

5. CORRELACIONES

Se analizara si la presencia de EHM 6 el deterioro en al-
guna de las funciones neurologicas (Atencion, etc.) eva-
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Figura 1. Imagenes representativas de la intensidad de T1.

luadas por cada uno de los tests psicométricos realizados,
se correlacionan con:

a) la presencia y grado de edema en algun area ce-
rebral

b) Presencia de atrofia cerebral (alteraciones en el
espesor cortical)

c) Alteraciones en tractos neuronales.

6. RESULTADOS

Se han adquirido las imagenes de resonancia magnética en
un equipo de 3 Teslas (Siemens Trio, 3.0 Tesla de cuerpo
entero) y se han analizado las imagenes para determinar la
hiperintensidad en T1 en diferentes areas cerebrales.

Previamente a la sesion de RM a cada individuo se le
realizan los siguientes estudios:

1) Realizaciéon de una bateria de 5 tests psicométri-
cos, que evaluan diferentes tipos de alteraciones neurolo-
gicas (cognitivas, psicomotoras, atencion). El conjunto de
los resultados de esta baterfa de tests (Psychometric He-
patic Encephalopathy Score, PHES) se utiliza como proce-
dimiento de referencia para detectar la presencia de en-
cefalopatia hepatica minima (EHM). Los individuos cuyo
“score” en esta bateria es -4 o inferior tienen EHM, los que
tienen mas de -4 no tienen EHM.

2) Determinacion de la frecuencia critica de parpa-
deo, utilizando el equipo conocido como Hepatonorm. Se
ha propuesto como alternativa mas sencilla y objetiva para
detectar la EHM, pero aun no se ha reconocido como
procedimiento de referencia.

En funcion de los resultados de los tests psicométricos
se clasifican los pacientes cirroticos en dos grupos: sin
EHM y con EHM vy se seleccionan los individuos de cada
grupo que se someteran a los estudios de RM.

Aproximadamente un 30% de los pacientes cirréticos
presentan EHM. Por tanto, para conseguir un numero su-

ficiente de pacientes de este grupo se requiere analizar un
numero amplio de sujetos.

Se han adquirido imagenes de RM en los siguientes
individuos: 30 controles sanos; 31 pacientes cirréticos SIN
EHM; 31 pacientes cirroticos CON EHM.

Las imagenes obtenidas de algunos de estos indivi-
duos no son Utiles porque se han movido (varios casos),
por lo que el numero de individuos Utiles por grupo es de
26 controles, 27 pacientes cirroticos SIN EHM y 26 pa-
cientes cirroticos CON EHM. Este numero de individuos
es mayor del inicialmente previsto (20) porque los prime-
ros analisis han mostrado que existe cierto grado de va-
riabilidad entre individuos del mismo grupo que aconseja
aumentar el tamafo de la muestra para poder realizar un
analisis mas fiable estadisticamente de los resultados, en
particular de las correlaciones con otros parametros.

Para cada individuo se han tomado imagenes tridi-
mensionales de alto contraste del cerebro pesadas en T1
(3DT1) usando una secuencia MPRAGE (Magnetizacion
Prepared RApid Gradient Echo). Ademas se tomaron a
continuacion imagenes trasversales de difusion DTl en 30
direcciones que permite cuantificar el movimiento trasla-
cional del agua en tejidos biolégicos. Para su posterior
analisis, se dividen los mosaicos de cada sujeto en sus
correspondientes imagenes individuales, resultando en
4340 imagenes por individuo.

A partir de las imagenes captadas se han analizado
las alteraciones en la intensidad de la imagen en T1, que
puede ser debida a diferentes causas (acumulacién de
sustancias paramagnéticas como manganeso, cobre, etc).

Imagenes representativas de las obtenidas en contro-
les, pacientes sin EHM y pacientes con EHM se muestran
en la Figura 1.

Se cuantifico la intensidad de T1 en diferentes areas
cerebrales. La Figura 2 muestra los resultados obtenidos
en el hipocampo dorsal, hipocampo ventral, y la sustancia
blanca de los I6bulos frontal y occipital. En ninguna de
estas areas se altera la intensidad de T1 en pacientes ci-
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rroticos sin o con EHM comparada con la de los controles
sanos.

La Figura 3 muestra los resultados obtenidos en el
cerebelo lateral, cerebelo medial, sustancia blanca del ce-
rebelo y de la capsula interna. No se observan alteracio-
nes en la intensidad de T1 en ninguna sub-area del cere-
belo en pacientes cirréticos sin o con EHM comparada
con la de los controles sanos. Sin embargo, se observa un
aumento significativo (p < 0.05) en la intensidad de T1 en
la capsula interna tanto de pacientes sin EHM como en los
que padecen EHM. La intensidad de T1 en la capsula in-
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La Figura 4 muestra la intensidad de T1 en el talamo
lateral y medial, el caudado y el putamen. No se observan
alteraciones en la intensidad de T1 en el talamo en pacien-
tes cirréticos sin o con EHM comparada con la de los
controles sanos. La intensidad de T1 en el caudado vy el
putamen de los pacientes sin EHM no es diferente de la
de los controles. Sin embargo, se observa un aumento en
la intensidad de T1 en el caudado (p=0.05) y el putamen

talamo medial
400
—_ - .
2t : ut v
R
25 a00) - al i
-y e X
g8 | —= —
£5 - . H
-
- . « .
=
100
CNT sEHM cEHM
putamen
400
- -
£ % 300 . ad ™
@ 3 . A v
s o — .
e
£E e o~ ~
Eg™ - i '
5 .
100
b oNT <EHM EHM
GLOBO PALIDO
"
a :‘
400t
- A
) : :
2E .
5 5 ays s
e :
£ g = “ "
‘[ 200
g =
o
8
* *
100t

sEHM

cEHM

Figura 5. Intensidad de T1 en amigdala y globo palido.

CNT

sEHM

cEHM




ESTUDIO POR RESONANCIA MAGNETICA DE LA PRESENCIA DE EDEMA CEREBRAL DE BAJO GRADO, DE ATROFIA CEREBRAL... | 9

(p<0.05) de los pacientes con EHM comparada con la de
los controles. La intensidad de T1 en caudado y, especial-
mente, en el putamen podria ser Util en el diagndstico de
la presencia de EHM.

La Figura 5 muestra los resultados obtenidos en la
amigdala y el globo palido. No se observan alteraciones
en la intensidad de T1 en la amigdala en pacientes ci-
rréticos sin o con EHM comparada con la de los contro-
les sanos. Sin embargo, se observa un aumento signifi-
cativo (p < 0.05) en la intensidad de T1 en el globo
palido tanto de pacientes sin EHM como en los que
padecen EHM. La intensidad de T1 en el globo palido
no es diferente en pacientes sin y con EHM por lo que
no se puede utilizar como diagnoéstico de la presencia
de EHM.
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