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Resumen del proyecto

Una herramienta no invasiva muy útil y ampliamente utilizada en el es-
tudio in vivo de enfermedades neurológicas y cerebrales es DTI (Diffusion
Tensor Imaging), que es una de las variantes más comunes de la resonancia
magnética de disfusión. Se trata de una modalidad de resonancia magnética
basada en la medición de la difusión de las moléculas de agua en los tejidos.
En la materia blanca esta difusión viene determinada por la orientación de
los axones que constituyen las fibras nerviosas. A partir de la información
proporcionada por DTI pueden obtenerse diferentes medidas de la difusión
así como realizarse una reconstrucción de las fibras que componen la materia
blanca.

En este proyecto se pretenden analizar las alteraciones de conectividad
en la sustancia blanca en pacientes con Alzheimer, comparando además el
funcionamiento de varias técnicas de análisis de DTI. Existen diversas mane-
ras de realizar este análisis. En este proyecto se emplean y comparan tres de
ellas: VBM, TBSS y conectómica. Las dos primeras se basan en la compara-
ción voxel a voxel de varios volúmenes registrados sobre un mismo espacio,
mientras que la tercera consiste en la reconstrucción de los haces de fibras
que conectan distintas regiones del cerebro y el análisis de la matriz de co-
nectividad resultante.

El estudio se realiza sobre datos tanto de controles sanos como de pacien-
tes con distintos grados de enfermedad de Alzheimer, con el fin de encontrar
diferencias entre unos y otros que permitan caracterizar esta enfermedad.

Como resultado de este estudio se han encontrado diferencias en distintas
medidas de la difusión entre controles sanos y pacientes con enfermedad de
Alzheimer leve y moderada así como entre pacientes con deterioro cognitivo
leve y enfermedad de Alzheimer leve. Mientras que los procesos de VBM
y TBSS presentan resultados bastante similares, el análisis de conectómica
proporciona resultados de distintas características y más localizados.



Palabras clave: DTI, difusión, Alzheimer, VBM, TBSS, conectómica
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Abstract

Diffusion Tensor Imaging (DTI) is one of the most common techniques
employed in diffusion magnetic resonance imaging, a noninvasive tool widely
used to study neurological and brain diseases in vivo. This type of magnetic
resonance imaging is based on the measuring of diffusion of water molecules
within the tissues. In the white matter of the brain, diffusion is aligned to
the orientation of the axons that compose nerve fibers. From the information
provided by DTI, different diffusion measures can be obtained, as well as the
reconstruction of the fibers’ trajectories using tractography.

The goal of this project is to analyse the alterations in white matter con-
nectivity in patients with Alzheimer’s disease, and to compare the perfor-
mance of several white matter analysis techniques. There of these techniques
are employed and compared: VBM, TBSS and connectomics. The first two
are based on voxelwise comparison among a set of volumes that are regis-
tered to the same space, while the third consist of the reconstruction of the
bundles connecting different regions in the brain cortex and the analysis of
the resulting connectivity matrix.

The study was performed using data from healthy controls and patients
with different degrees of Alzheimer’s disease, in order to find differences bet-
ween them that can help characterize the pathology.

As a result, differences were found between healthy controls and patients
with mild and moderate Alzheimer’s disease and also between patients with
mild cognitive impairment and mild Alzheimer’s disease using several scalar
measures derived from DTI. While VBM and TBSS provide fairly similar
results, the use of connectomics produces results with different localization
features.

Keywords: DTI, Diffusion, Alzheimer, VBM, TBSS, connectomics
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Capítulo 1

Introducción

1.1. Motivación

Hoy en día, la tecnología y la medicina están fuertemente ligadas. La
primera es empleada con frecuencia por los especialistas de la segunda pa-
ra el almacenamiento y administración de los datos de los pacientes, como
herramienta fundamental en las operaciones quirúrgicas y tratamientos médi-
cos, así como para el diagnóstico y la investigación de las distintas patologías.

Una herramienta de diagnóstico no invasiva ampliamente utilizada es la
resonancia magnética [41], que utiliza campos magnéticos para obtener in-
formación sobre la estructura y la composición de distintas partes del cuerpo
humano. Mediante la resonancia magnética se observan los núcleos de hidró-
geno (protones) de las moléculas que forman el cuerpo humano, que tienen
propiedades características en función de sus entornos físicos y químicos. En
una resonancia magnética, se excitan estos protones usando un fuerte campo
magnético, de manera que se alinean con el mismo. A continuación, se deses-
tabilizan los núcleos mediante señales de radiofrecuencia. Cuando esta señal
desaparece, los núcleos vuelven a su posición de alineamiento, devolviendo la
energía adquirida mediante nuevas señales de radiofrecuencia, que son me-
didas por una antena. Cada tipo de tejido responde de manera distinta a la
excitación, por lo que la señal emitida es también diferente. Mediante el uso
de esta herramienta se obtienen imágenes que pueden ser tratadas y analiza-
das por sistemas informáticos.

DTI (Diffusion Tensor Imaging) [21, 22] es una modalidad de resonancia
magnética que se basa en la medición de la difusión de las moléculas de agua
in vivo en los tejidos. Puesto que dicha difusión varía en función del tipo de
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tejido y sus características, su medición permite determinar la estructura de
los mismos.

DTI asume un modelo gaussiano para la difusión, proporcionando para
cada voxel un tensor de segundo orden que se corresponde con una matriz
simétrica 3x3 [50]. Estos tensores representan la difusión de las moléculas
de agua en cada voxel y proporcionan información sobre la dirección en que
ésta es mayor. A partir de los tensores se pueden calcular otras medidas de la
difusión que permiten obtener distinta información. Estas nuevas medidas, al
ser magnitudes escalares en lugar de matrices, resultan más fáciles de compa-
rar. Las principales son la anisotropía fraccional (FA, Fractional Anisotropy),
que indica la fracción de la difusión que es anisótropa, y la difusividad media
(MD, Mean Diffusivity), que es la media de los autovalores del tensor e indica
la cantidad total de difusión. Aunque menos empleadas, también se utilizan
otras medidas escalares como el modo (Mode), la traza (Trace), la medida
lineal (LM, Linear Measure), la difusividad radial (RD, Radial Diffusivity) y
la difusividad axial (AD, Axial Diffusivity).

Usando la resonancia magnética convencional se pueden identificar fácil-
mente los centros funcionales del cerebro, pero no ocurre lo mismo con la
compleja disposición de las fibras de la materia blanca, que aparece como
homogénea. Sin embargo, puesto que en la materia blanca la difusión no es
igual en todas direcciones, sino que depende de la orientación de los axones,
DTI permite el estudio in vivo de su estructura anatómica, facilitando la
obtención de medidas no invasivas de las conexiones cerebrales.

Para el estudio de múltiples patologías cerebrales, DTI resulta ser una he-
rramienta sumamente útil. A partir de las imágenes de DTI de varios sujetos
pueden realizarse comparaciones entre personas sanas y otras con distintas
enfermedades cerebrales. Para realizar esos análisis, existen distintos proce-
dimientos.

Una posible manera consiste en alinear todos los casos sobre un mismo
espacio, lo que se conoce como registrado, para posteriormente comparar vo-
xel a voxel las diferentes medidas entre los distintos sujetos del estudio. Esta
comparación se puede realizar sobre todo el volumen ocupado por la materia
blanca [52] o solo en ciertas regiones, como aquellas en las que la FA toma
valores mayores, el esqueleto de FA [47].

Otra forma de análisis de DTI se basa en la estimación de las trayecto-
rias de las conexiones en la materia blanca dando lugar a lo que se conoce
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como tractografía [50]. Realizando una segmentación de la corteza cerebral
en distintas regiones de manera conjunta con la tractografía puede realizarse
un estudio de la conectómica [34, 40], es decir, determinar medidas sobre la
conectividad entre las distintas áreas del cerebro.

Existiendo estos y más procedimientos de análisis de DTI para estudios
de distintos grupos resulta interesante saber cuál de ellos permite encontrar
mayores diferencias. En este proyecto se comparan los tres descritos anterior-
mente con el fin de comprobar si proporcionan resultados similares, o si, por
el contrario, éstos difieren bastante.

1.2. Objetivos
El objetivo principal de este proyecto consiste en realizar un estudio, me-

diante análisis de DTI, de la enfermedad de Alzheimer. Se dispone de las
imágenes de resonancia magnética de distintos sujetos, clasificados en cinco
grupos en función del grado de enfermedad de cada uno. El propósito de
dicho análisis es estudiar si existen diferencias entre los controles sanos y los
distintos grupos de enfermos.

Asimismo, se pretenden comparar distintas técnicas de análisis: VBM
(Voxel-Based Morphometric) [52], TBSS (Tract-Based Spatial Statistics) [47]
y análisis de conectividad o conectómica [34, 40]. Para ello se realizan los
distintos procesos partiendo de los mismos datos para después contrastar los
resultados obtenidos con cada uno de ellos.

Un objetivo adicional es proporcionar una guía de cada método de pro-
cesado de DTI, bien descrita y documentada, de manera que pueda usarse
fácilmente en futuros análisis.

1.3. Fases
El proyecto se puede dividir en distintas fases. En primer lugar, un es-

tudio de las nociones básicas de DTI seguido de otro sobre los distintos
procedimientos de análisis empleados, así como de las herramientas software
necesarias para llevarlos a cabo.
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La siguiente fase trata de la preparación de los datos de partida para los
posteriores análisis. Esta preparación consta de la obtención de los tensores,
el cálculo de los parámetros escalares necesarios en el formato adecuado y la
reorientación de las imágenes de acuerdo al estándar empleado por los pro-
gramas a utilizar.

Una cuarta fase consiste en realizar el análisis conjunto de los datos con
cada uno de los métodos. Por un lado, procesar las medidas de difusión me-
diante el análisis con VBM y TBSS. Por otro lado, obtener la segmentación
cortical de cada sujeto y la tractografía, para poder realizar el consiguiente
análisis de conectividad. A continuación, realizar el estudio estadístico de
los resultados obtenidos con cada procedimiento para extraer las diferencias
entre los distintos grupos de sujetos.

Finalmente, en la última fase se contrastan los distintos métodos de aná-
lisis empleados y los resultados obtenidos con cada uno de ellos.

1.4. Medios

1.4.1. Datos de partida
Para la realización del estudio se dispone de los volúmenes de resonancia

magnética de 73 sujetos. Dichos datos fueron adquiridos por una unidad GE
Signa 1,5T MRI en QDiagnóstica, Valladolid, España. Los parámetros del
protocolo de adquisición son: 25 direcciones de gradiente, un volumen base,
b = 1000s/mm2, tamaño de voxel de 1,015× 1,015× 3mm, TR = 13000ms,
TE = 85,5ms, matriz 128× 128, NEX = 2 (se hacen dos adquisiciones que
se promedian para mejorar la relación señal a ruido) y 39 cortes que cubren
todo el cerebro.

Para cada volumen se tienen los siguientes datos:

DWIs originales, en formato DICOM (Digital Imaging and Communi-
cation in Medicine), que es el formato estándar internacional para las
imágenes médicas y la información relacionada [5].

Las imágenes T1, en formato DICOM.

Los tensores previamente calculados usando el método de estimación
de mínimos cuadrados, en formato NRRD, formado por dos ficheros
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distintos: .nhdr con la información de cabecera y .raw con los datos [4].

Los distintos sujetos están agrupados en 5 grupos diferentes según sean
controles sanos o pacientes con distintos grados de enfermedad de Alzhei-
mer. Para algunos de los análisis realizados se utilizan solo los tres primeros
grupos, en lugar de los cinco, debido a que el número de sujetos de los dos
últimos es muy escaso. Para diferenciar unos grupos de otros los archivos
correspondientes a cada paciente se han renombrado de manera que queden
ordenados alfabéticamente según el grupo al que pertenecen, añadiendo al
principio del nombre del archivo una letra que designa al grupo. El total de
sujetos en cada grupo, así como la letra que los identifica, aparecen reflejados
en el cuadro 1.1.

Grupo Número de sujetos Letra
Control sano 25 A

Deterioro cognitivo leve 12 B
Enfermedad de Alzheimer leve 28 C

Enfermedad de Alzheimer moderada 7 D
Enfermedad de Alzheimer avanzada 1 E

Cuadro 1.1: Grupos de pacientes

1.4.2. Software

El estudio completo se realiza, de manera remota, sobre dos servidores
que trabajan con sistema operativo Scientific Linux 6.5. Uno de ellos con 2
procesadores de 4 núcleos Intel Xeon X5355 y 16 GB, y el otro con 4 proce-
sadores de 4 núcleos AMD Opteron 8350 y 32 GB.

Además de las herramientas propias del sistema para el manejo de ficheros
y directorios, así como para la creación de los scripts empleados, se utilizan
distintos softwares especializados en el análisis de imágenes de resonancia
magnética y herramientas matemáticas.



6 1. INTRODUCCIÓN

3D Slicer

3D Slicer [1, 31], desarrollado como una colaboración entre el Surgical
Planning Laborator del Brigham and Women’s Hospital y el Artificial Inte-
lligence Laboratory del MIT (Massachusetts Institute of Technology), es un
paquete de software libre, de código abierto, para el análisis y la visualización
de imágenes médicas. Slicer proporciona, entre otras, una gran variedad de
herramientas para el estudio de imágenes de resonancia magnética y de di-
fusión, además de un entorno gráfico para la representación de los volúmenes.

En el estudio realizado, Slicer supone una herramienta fundamental para
el preprocesado de los datos y el análisis de conectividad. Más concretamente,
se emplea para:

La obtención de las medidas escalares (FA, LM, Mode, Trace, RD y
AD) a partir de los tensores.

La conversión de los ficheros obtenidos en el paso anterior en formato
.ndhr a formato .nii.

El cálculo de la tractografía global de cada sujeto a partir de los DWI.

La obtención de las tractografías entre las distintas regiones obtenidas
con la segmentación a partir de la tractografía global.

FSL

FSL (FMRIB Software Library) [9, 38], creado principalmente por el
Grupo de Análisis FMRIB (Functional Magnetic Resonance Imaging of the
Brain) de la Universidad de Oxford, es una biblioteca de herramientas pa-
ra el análisis de imágenes cerebrales de resonancia magnética y de difusión.
Además, proporciona un entorno gráfico para la visualización de los datos,
fslview, y otras funcionalidades como randomise, que es un método de per-
mutación para el modelado de mapas estadísticos.

FSL es el software principal empleado para:

El procesado mediante TBSS. Realiza el registrado de todos los volú-
menes sobre un mismo atlas y establece el esqueleto de FA media.

El procesado mediante VBM a partir del anterior. Utilizando una más-
cara de FA diferente a la usada en TBSS se puede abarcar un volumen
mayor de materia blanca.
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El análisis estadístico de los resultados obtenidos por ambos métodos.

FreeSurfer

FreeSurfer [8], desarrollado en el Martinos Center for Biomedical Ima-
ging por el Laboratory for Computational Neuroimaging, es un conjunto de
herramientas para el estudio de la anatomía cortical y subcortical y la vi-
sualización de imágenes cerebrales. Entre otras, incluye la segmentación del
cerebro [32], la reconstrucción de las superficies corticales entre la materia
blanca y la gris [28, 29] así como la parcelación y etiquetado de las regiones
corticales y subcorticales [33]. También dispone de distintos entornos gráficos
para la representación de los volúmenes y las superficies.

FreeSurfer es utilizado en el análisis de conectividad para obtener la seg-
mentación y parcelación de las regiones corticales necesarias para el posterior
estudio.

Matlab

Matlab [12], desarrollado por MathWorks, consiste en un lenguaje de alto
nivel y un entorno interactivo para el cálculo numérico, la visualización y
la programación. Permite analizar datos, trabajar con matrices, desarrollar
algoritmos y crear aplicaciones.

En el análisis de conectividad, Matlab es utilizado para:
El procesado de los datos obtenidos de las tractografías.

La creación de matrices de conectividad con distinta información de las
conexiones entre las diferentes regiones y su representación gráfica.

El cálculo de distintos parámetros de conectividad a partir de las ma-
trices anteriores.

El análisis estadístico de los valores obtenidos.

1.5. Estructura del documento
En la presente memoria se recogen y detallan los pasos seguidos a lo largo

de este análisis. En el capítulo 2 se explican los fundamentos de la resonancia



8 1. INTRODUCCIÓN

de difusión (2.1), el principio físico en el que se basa (2.1.1), cómo se obtiene
(2.1.2) y en qué consiste DTI (2.1.3), los procedimientos para el procesado
de las imágenes de difusión (2.2), qué son los tensores de difusión (2.2.1), las
medidas escalares obtenidas a partir de ellos (2.2.2) y la tractografía (2.2.3),
así como los tres tipos de análisis de la materia blanca llevados a cabo (2.3).

Los capítulos 3, 4 y 5 corresponden a los distintos análisis realizados. En
ellos se explica el proceso seguido para cada procedimiento y los resultados
obtenidos con cada uno de ellos. El capítulo 6 consiste en la comparación
de los tres métodos de análisis empleados. Finalmente, en el capítulo 7 se
recogen las conclusiones de todo el trabajo realizado y las líneas de trabajo
futuro propuestas.

Por último, en el apéndice A se muestra una guía de uso de los scripts
empleados para realizar el análisis completo (A.1, A.2, A.3 y A.4) mientras
que el apéndice B contiene una lista con las etiquetas utilizadas en la seg-
mentación y parcelación del análisis de conectómica.
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Capítulo 2

Diffusion Tensor Imaging (DTI)

2.1. Resonancia de difusión

2.1.1. Principio físico
La difusión es el proceso físico mediante el cual las partículas de materia

se mueven de manera aleatoria de un lugar a otro dentro de un medio debido
a movimientos térmicos moleculares, denominados movimientos brownianos
[26]. Estos movimientos vienen descritos por la ley de Fick (2.1) de 1855, se-
gún la cual, cuando existen diferencias locales de soluto en una concentración
se origina un flujo irreversible de las moléculas del soluto desde las zonas de
mayor concentración a las de menor.

J = D · ∇c (2.1)

En la ecuación 2.1 J es el flujo producido por la difusión que atraviesa
una superficie, D [mm2

s
] es el coeficiente de difusión que representa la facili-

dad con que el soluto se mueve en el medio disolvente y ∇c es el gradiente
de concentración.

Einstein demostró que el coeficiente de difusión es proporcional al cuadra-
do medio de la distancia recorrida por las partículas (〈∆r2〉) dividido entre
el tiempo transcurrido (∆t) y el número de dimensiones del medio en el que
se produce la difusión (n):

D = 〈∆r
2〉

2n∆t (2.2)
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En un medio tridimensional (n = 3), la ecuación (2.2) queda de la forma:

D = 〈∆r
2〉

6∆t (2.3)

Cuando las moléculas no tienen restricciones, la dirección del movimiento
es aleatoria y los desplazamientos de las moléculas a lo largo del tiempo son
descritos por una distribución gaussiana univariante. En este caso, se trata
de difusión isótropa, y la desviación típica es la misma en todas las direc-
ciones. Por el contrario, cuando la movilidad de las moléculas depende de la
orientación del medio se trata de difusión anisótropa. En microestructuras
como las fibras de la materia blanca el movimiento de las moléculas se ve
limitado en ciertas direcciones.

En un medio anisótropo se necesita mayor información para describir el
desplazamiento tirdimensional de las partículas que en un medio isótropo.
Así, mientras que para la difusión isótropa es suficiente con un parámetro
D, para describir la difusión anisótropa son necesarios más parámetros in-
dependientes, seis si se describe la difusión como una distribución gaussiana
multivariante.

2.1.2. Diffusion Weighted Imaging (DWI)
La resonancia de difusión es una variante de la resonancia magnética que

aporta información complementaria a las imágenes de resonancia magnéti-
ca convencionales. Se basa en la detección del movimiento browniano de las
moléculas de agua en los tejidos [44].

Dependiendo de la parte del cuerpo humano que se estudie, se puede bus-
car difusión isótropa o anisótropa. En la materia blanca del cerebro, puesto
que la movilidad de las moléculas de agua está restringida por los axones,
orientados a lo largo de las fibras, se trata de difusión anisótropa, que será
mayor en la dirección de las fibras.

Para medir la difusión se utilizan gradientes de campo magnético para
crear imágenes sensibilizadas a la difusión en una determinada dirección,
denominadas DWI (Diffusion Weighted Imaging). Se emplea la secuencia de
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imagen de Stejskal y Tanner [49] que aplica un par de pulsos de gradiente
bipolares después de la excitación y antes de la adquisición de los datos,
de manera que se sensibiliza la imagen a la difusión de los protones de las
moléculas de agua. El primero de los gradientes produce un cambio de la
fase de magneticación. El segundo, invierte el cambio de fase, de manera que
para las moléculas estacionarias, ambos desfases se cancelan mutuamente.
Sin embargo, aquellas moléculas que se han desplazado debido a movimientos
brownianos durante el periodo de tiempo entre ambos pulsos experimentan
una diferencia de fase aleatoria. Debido a esta diferencia de fase, la señal de
eco de las moléculas que se difunden se atenúa. Por ello, en estas imágenes
las zonas con una difusión paralela al gradiente se muestran oscurecidas.
A partir de las imágenes DWI, es posible calcular, mediante la ecuación
2.4, un parámetro escalar de difusión, el coeficiente de difusión aparente o
ADC (Apparent Diffusion Coefficient) [43], que depende de la dirección del
gradiente empleado.

S = S0e
−bD (2.4)

En esta ecuación, S es la intensidad medida tras aplicar el gradiente de
difusión, S0 es la intensidad de la señal en ausencia del mismo y b es el factor
de ponderación de difusión de LeBihan [42], que describe la secuencia de
pulsos, la intensidad del gradiente y las constantes físicas. Para pulsos de
gradiente rectangulares, el factor b viene descrito por la ecuación 2.5.

b = γ2δ2
(
∆− δ

3

)
|g|2 (2.5)

Donde γ es el relación giromagnética del protón (42 MHz/Tesla), |g| es
la fuerza de los pulsos de gradiente, δ es la duración de los pulsos, y ∆ es el
tiempo entre los pulsos.

En tejidos fibrosos, la difusión del agua depende del ángulo entre el eje
de la fibra y el gradiente de campo magnético aplicado. Cuando el gradiente
es paralelo a la fibra, la difusión medida será mayor que cuando es perpendi-
cular. Dependiendo de la orientación relativa de los gradientes de difusión y
de las fibras en la materia blanca, se pueden medir distintos valores de ADC,
pues el valor de ADC obtenido solo mostrará la difusión en la dirección del
gradiente aplicado. Para obtener una medida de la difusión que indique tam-
bién la dirección de la misma se emplean múltiples gradientes, que permiten



12 2. DTI

calcular un coeficiente de difusión no escalar, el tensor de difusión (D) [21].

2.1.3. Qué es DTI

DTI es una modalidad de resonancia magnética de difusión que describe
la difusión del agua mediante un modelo gaussiano. Permite calcular a partir
de la medida de la difusión en distintas direcciones, para cada voxel del volu-
men, un tensor de segundo orden. Además, mediante esta técnica se pueden
reconstruir, de manera no invasiva, las trayectorias de las fibras de los tejidos.

La magnitud medida en DTI es la difusividad o coeficiente de difusión,
es decir, el parámetro D de la ecuación 2.1. Sin embargo, debido a la hete-
rogeneidad del tejido causada por las membranas de mielina de los axones
y las membranas celulares, las moléculas de agua se difunden a lo largo de
las fibras y la difusión varía, por tanto, con la dirección. Es por ello que no
sirve con un único parámetro escalar para describir la difusión, sino que se
necesita un tensor que describa la movilidad de las moléculas a lo largo de
cada dirección y la correlación entre estas direcciones.

Para calcular el tensor de difusión, deben obtenerse imágenes de difusión
sensibilizadas con distintas direcciones de gradiente. Para definir el vector se
necesitan, al menos, seis imágenes sensibilizadas con distintos gradientes, así
como una imagen no sensibilizada a la difusión.

2.2. Procesado de DTI

2.2.1. Tensores

Para caracterizar la difusión gaussiana en medios anisótropos, donde los
desplazamientos de las moléculas no son iguales en todas direcciones, se em-
plean los tensores de difusión. Un tensor de difusión D (2.6) es una matriz
3x3 simétrica y definida positiva. Por esas características, tiene tres auto-
vectores ortogonales y otros tres autovalores positivos. El mayor autovector
indica la dirección principal de difusión. En los tejidos fibrosos anisótropos
también indica el eje de la fibra. Los tres autovalores (λ1, λ2 y λ3, siendo
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λ1 ≥ λ2 ≥ λ3,) indican la difusividad en la dirección de cada autovector [22].

D =

Dxx Dxy Dxz

Dyx Dyy Dyz

Dzx Dzy Dzz

 (2.6)

Donde Dij = Dji para j 6= i.

Para el cálculo de los tensores debe resolverse la ecuación de Stejskal-
Tanner para el caso anisótropo (2.7) que describe cómo la intensidad de la
señal en cada voxel disminuye en presencia de difusión gaussiana [49]:

Sk = S0e
−bĝT

k Dĝk (2.7)

En esta ecuación, S0 es la intensidad de la señal en ausencia de un gradien-
te de difusión. Sk es la intensidad medida tras aplicar el k-ésimo gradiente
de difusión en la dirección ĝk. ĝTk Dĝk representa el coeficiente de difusión
en la dirección ĝk. Y b es el factor de ponderación de difusión de LeBihan,
relacionado con la intensidad del gradiente aplicado (ecuación 2.5).

Puesto que el tensor de difusión D es una matriz 3x3 simétrica, tiene
seis grados de libertad. Por tanto, para estimar el tensor deben realizarse, al
menos, siete medidas diferentes, seis tomadas con diferentes direcciones de
gradiente, ortogonales entre sí, y otra en ausencia de gradiente. Sin embar-
go, dado que las medidas obtenidas son bastante ruidosas, suele utilizarse
un número bastante mayor de gradientes para conseguir una estimación más
robusta. Resolviendo el sistema de ecuaciones resultante para cada voxel se
obtienen los vectores de difusión correspondientes. Dicho sistema se puede
resolver de distintas maneras. Aunque la más habitual es mediante mínimos
cuadrados, también se utilizan otras más complejas como mínimos cuadra-
dos ponderados o métodos variacionales, que resuelven ecuaciones de manera
iterativa.

La difusión anisótropa puede describirse mediante elipsoides en los que los
radios representan la difusión en cada dirección [20]. Los ejes principales de
estos elipsoides corresponden con las direcciones del sistema de autovectores
de los tensores. Cuanto menos se parezca la forma del elipsoide a una esfera,
mayor será la anisotropía. El eje principal del elipsoide corresponde con la
dirección de mayor difusión e indica la orientación del eje de la fibra. Hay
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distintos factores que afectan a la forma de los elipsoides de difusión, entre
ellos la densidad de las fibras, el grado de mielinización, el diámetro medio de
las fibras y la similitud de las direcciones de las fibras dentro de un voxel [50].

2.2.2. Medidas escalares
A partir de los tensores pueden calcularse diferentes medidas escalares,

que proporcionan distinta información sobre la difusión o la anisotropía. Es-
tas medidas resultan más sencillas de comparar, puesto que, al contrario que
los tensores, no son matrices. Además, su visualización es menos compleja.

Las principales medidas que se pueden obtener a partir de los tensores de
difusión son las siguientes:

Difusividad media (MD, Mean Diffusivity)

Es el valor medio de los autovalores del tensor y representa la cantidad
de difusión en cada voxel [24].

MD = λ1 + λ2 + λ3

3 = Dxx +Dyy +Dzz

3 (2.8)

Traza (Trace)

Es una medida equivalente a la MD. Se calcula como la suma de los
elementos diagonales del tensor, lo que equivale a la suma de los autovalores
[20].

trace = Dxx +Dyy +Dzz = λ1 + λ2 + λ3 (2.9)

Anisotropía fraccional (FA, Fractional Anisotropy)

Mide la fracción de difusión que es anisótropa, es decir, la diferencia entre
el elipsoide que es el tensor y una esfera. Varía entre los valores 0 y 1, y puede
obtenerse sin necesidad de calcular explícitamente los autovalores [24].
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FA = 1√
2

√
(λ1 − λ2)2 + (λ2 − λ3)2 + (λ1 − λ3)2

(λ1 + λ2 + λ3)

=
√

3√
2
|D− 1

3trace(D)I|
|D|

(2.10)

Donde I es el tensor identidad.

Modo (Mode)

Mide la diferencia entre la anisotropía planar y lineal. Es una medida
ortogonal a la FA y está referida a la asimetría de los autovalores. Varía
entre los valores -1 y 1 [30].

mode = (−λ1 − λ2 + 2λ3)(2λ1 − λ2 − λ3)(−λ1 + 2λ2 − λ3)
2(λ2

1 + λ2
2 + λ2

3 − λ1λ2 − λ1λ3 − λ2λ3)3/2 (2.11)

Medida lineal (LM, Linear Measure)

Refleja la uniformidad de la dirección de las fibras dentro de un voxel, es
decir, describe cómo de cerca está el tensor de ser una línea. Varía entre los
valores 0 y 1 [50].

LM = λ1 − λ2

λ1
(2.12)

Difusividad axial (AD, Axial Difusivity)

La difusividad axial, también llamada difusividad paralela, es igual al
mayor de los autovalores. Representa la difusividad paralela a las fibras [46].

AD = λ1 (2.13)
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Difusividad radial (RD, Radial Difusivity)

La difusividad radial, también llamada difusividad perpendicular, es igual
a la media de los dos autovalores menores. Representa la difusividad perpen-
dicular a las fibras [46].

RD = λ2 + λ3

2 (2.14)

A veces, la difusividad radial y la difusividad axial pueden estar normali-
zadas entre el valor de la traza o entre

√
λ2

1 + λ2
2 + λ2

3 para que su valor varíe
entre 0 y 1.

2.2.3. Tractografía
DTI permite obtener una representación de las trayectorias de las fibras

cerebrales in vivo, mediante el proceso de la tractografía [50]. DTI no pro-
porciona directamente información sobre cómo se conectan las fibras entre
voxels vecinos, sino que debe deducirse utilizando algoritmos de tractografía,
que generan estimaciones de las trayectorias de las fibras en la materia blanca.

La difusión anisótropa en la materia blanca se debe a la organización de
la misma en haces de fibras. La difusión en la dirección de las fibras es mayor
que en direcciones ortogonales a las mismas. Esta característica puede ser
utilizada para representar la orientación de las fibras a partir de las imáge-
nes de DTI basándose en que el autovector principal está alineado con la
dirección de la fibra. Puesto que el tamaño de las fibras es mucho menor que
el de los voxels empleados, lo que se obtiene en realidad son aproximaciones
de conjuntos de fibras.

Existen múltiples algoritmos para obtener la tractografía [23, 45, 39], pe-
ro en general pueden clasificarse en dos tipos: tractografía determinista, que
asume una orientación única en cada voxel y da una estimación de los pa-
rámetros del modelo, eligiendo la trayectoria más probable; y tractografía
probabilística, que asume una distribución de orientaciones y proporciona la
distribución de probabilidad de la estimación, tratando de describir todas las
posibles trayectorias de la fibra. La tractografía determinista se basa en la
suposición de que el principal autovector es paralelo a la fibra dominante en
el voxel. Las fibras son estimadas mediante la propagación en una dirección
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a partir de un punto origen. En la tractografía probabilística la propagación
desde el punto de origen se lleva a cabo en varias direcciones, resultando un
conjunto de múltiples fibras que pasan por el punto origen. El resultado final
es un conjunto de fibras probables, que no necesariamente tienen que existir.

Normalmente se emplean al menos dos umbrales distintos para limitar la
tratografía. El primero de ellos es un valor mínimo de FA, de manera que la
fibra termina si entra en una región que no supere ese umbral. El segundo
es el ángulo máximo que puede girar una fibra entre un paso y el siguiente.
También suelen utilizarse otros como la longitud mínima y la longitud má-
xima de las fibras calculadas.

2.3. Análisis de la materia blanca con DTI
DTI permite estudiar in vivo yde manera no invasiva la materia blanca

del cerebro. La medida de la difusión y los distintos parámetros que la re-
presentan, así como la reconstrucción de las fibras que la componen, permite
analizar su estructura. Realizar un estudio sobre su configuración y sus ca-
racterísticas puede ser muy útil tanto para entender el funcionamiento del
cerebro, como para diagnosticar e investigar distintas patologías.

Una aplicación frecuente del análisis de la materia blanca con DTI es la
realización de estudio grupales, en los que se comparan distintos grupos de
datos de DTI. Así se puede contrastar un grupo de personas con unas ca-
racterísticas (por ejemplo, controles sanos de cierta edad) con otro u otros
distintos (por ejemplo, personas con una cierta patología y de edad similar a
los controles).

Existen múltiples formas de llevar a cabo estos análisis de la materia
blanca. Tres de ellas son las empleadas en este estudio y se describen a con-
tinuación.

2.3.1. Voxel-Based Morphometry (VBM)
VBM [52] es una técnica para caracterizar diferencias regionales de vo-

lumen y concentración de tejido cerebral a partir de imágenes de resonancia
magnética. Permite la comparación voxel a voxel de imágenes espacialmente
normalizadas de dos grupos de sujetos. La idea base de esta técnica consiste
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en la normalización espacial de todos los sujetos en un mismo espacio. El
resultado de llevar a cabo este procedimiento es un mapa estadístico que
muestra las regiones que presentan diferencias significativas entre los grupos
estudiados.

Todo el proceso consta de distintas fases [19, 35]:

Creación del atlas (opcional): Para realizar la normalización espacial
deben registrarse todos los volúmenes sobre un mismo atlas. Este atlas
puede crearse a partir de los volúmenes que se van a estudiar o, por el
contrario, puede utilizarse uno ya existente.

Normalización espacial: Todos los volúmenes se transforman registran-
do las imágenes en un mismo atlas común. Para ello se llevan a cabo
transformaciones tanto lineales como no lineales de los volúmenes.

Segmentación: Los volúmenes normalizados son segmentados, separan-
do la materia gris de la blanca y de otras regiones no cerebrales. Para
ello se combina un conocimiento previo de la distribución normal de los
tejidos en el cerebro con un estudio de las intensidades de los voxels.

Suavizado: Las imágenes segmentadas se suavizan utilizando un núcleo
gaussiano isótropo. De esta forma, los datos presentan una distribu-
ción más gaussiana y cada voxel contiene el valor medio de la región
colindante al mismo. Además, se compensa la inexactitud natural de la
normalización espacial realizada.

Análisis estadístico: se utiliza para comparar estadísticamente los dos
grupos de sujetos analizados.

Aunque VBM está inicialmente ideado para comparar la materia gris en
imágenes estructurales de resonancia magnética convencional, también se ha
aplicado para detectar cambios localizados en imágenes de difusión, princi-
palmente imágenes de FA. Para ello, solo hay que realizar todo el proceso,
desde el registrado al análisis estadístico, partiendo de la imágenes de DTI o
de parámetros escalares derivados, como la FA.

2.3.2. Tract-Based Spatial Statistics (TBSS)
VBM (sección 2.3.1) presenta varios problemas a la hora de realizar com-

paraciones entre varios grupos. En primer lugar, existe la cuestión de si se
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puede garantizar que al comparar el mismo voxel de dos volúmenes distintos,
una vez registrados, se está comparando la misma parte de la materia blan-
ca. Es decir, si el registrado ha sido exacto. Además, un segundo problema
reside en la cantidad de suavizado que debe utilizarse para no afectar a los
resultados.

TBSS [47], que al contrario que VBM no está ideado para imágenes anató-
micas, sino directamente para DTI, trata de aliviar estos problemas de ali-
neación y de suavizado de VBM. Para ello se alinean los datos de FA de todos
los sujetos en un mismo espacio común utilizando un registrado no lineal. A
continuación se estima a partir de todas las imágenes alineadas un esqueleto
de FA media, que representa los haces de fibras en general comunes a todos
los sujetos del estudio. Después se proyectan los datos de FA de cada sujeto
sobre el esqueleto obtenido de manera que cada voxel del mismo toma el
valor mayor de FA dentro de un área pequeña, cercana y perpendicular a la
estructura del esqueleto. Finalmente se realiza el análisis estadístico voxel a
voxel de los datos proyectados en el esqueleto.

Las fases de las que consta todo el proceso son las siguientes:

Preprocesamiento: Deben alinearse todas las imágenes DWI de cada
sujeto entre sí antes de realizar la estimación de las medidas de difusión.
Esto permite corregir los movimientos de la cabeza durante la sesión y
los efectos de las corrientes de Foucault (eddy currents) [37]. Después de
esta prealineación se puede calcular el tensor de difusión y las medidas
de difusión derivadas de él. Por último, extrae la parte correspondiente
al cerebro a partir de las imágenes no sensibilizadas a la difusión.

Registrado: Se lleva a cabo una alineación de las imágenes de FA de
los sujetos sobre un mismo espacio. En primer lugar se realiza una
alineación lineal que se aproxima a la solución óptima, seguda de una
alineación no lineal para ajustar los detalles. Al igual que ocurría con
VBM puede utilizarse uno de los volúmenes del estudio, crear un atlas
a partir de todos los volúmenes o utilizar un atlas ya existente. En este
caso no es necesaria una alineación perfecta.

Creación de la imagen de FA media y del esqueleto: Las imágenes de FA
registradas se promedian para crear una imagen de FA media. A partir
de esta imagen se obtiene el esqueleto. Para ello, se va comparando
el valor de cada voxel con sus vecinos, para seleccionar aquellos que
tienen un valor mayor, formando así el esqueleto. Durante este proceso
también se obtiene la dirección perpendicular a los tractos de las fibras,
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que es aquella en la que la FA cambia con mayor rapidez. Por último,
se utiliza un umbral del valor de la FA para restringir más el esqueleto.

Proyección de las imágenes de FA de cada sujeto en el esqueleto o “es-
queletonización”: En cada punto del esqueleto se busca, en la dirección
perpendicular a los tractos, el valor máximo de FA y se asigna al voxel
correspondiente. Esta búsqueda se limita al área cercana al esquele-
to. De esta manera se resuelven los desajustes del registrado no lineal
realizado previamente.

Análisis estadístico: En este punto se puede realizar ya la comparación
voxel a voxel de las imágenes de cada sujeto proyectadas en el esqueleto.

2.3.3. Conectómica
Un análisis por completo distinto a los dos anteriores es el de conectó-

mica, que consiste en calcular medidas de la red neuronal, obteniendo las
conexiones entre las distintas regiones de la corteza cerebral.

La conectómica trata la reproducción y el estudio de las conexiones neu-
ronales. El concepto de conectoma humano, introducido por Sporns [48], hace
referencia a la estructura, los elementos y las conexiones de la red que forma
el cerebro humano [36]. Para estudiarlo se definen distintas regiones de la
estructura cerebral que son los nodos de la red y, mediante tractografía, se
analizan las conexiones de fibras entre ellos. A partir de los datos resultantes
se puede crear una matriz de conectividad que los represente.

El estudio de la conectómica requiere de diversos pasos [25, 27, 40]:

Procesado de los datos anatómicos: A partir de imágenes T1 de reso-
nancia magnética convencional se puede realizar, estudiando las carac-
terísticas de los tejidos y con un conocimiento previo de la estructura
cerebral, una segmentación de la sustancia cerebral en materia blanca
y materia gris, así como una parcelación de esta última en distintas
regiones.

Procesado de los datos de difusión: Utilizando las imágenes de DTI se
puede obtener, como se explica en la sección 2.2.3, una estimación de
las fibras que forman la materia blanca mediante la tractografía.

Construcción de la red: Juntando la información de los dos pasos an-
teriores se pueden obtener las conexiones que conectan cada par de
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regiones de la sustancia gris. Para ello se obtienen las fibras de la trac-
tografía que empiezan o terminan en ambas regiones.

Obtención de medidas de la red: Para cada conjunto de fibras entre dos
regiones se pueden obtener distintos parámetros que las caractericen,
como el número de fibras que lo constituye, la longitud media de las
mismas o el valor medio de FA a lo largo de ellas, lo que proporciona
distintas matrices de conectividad. También se pueden obtener valores
para que caractericen cada región considerando todas sus conexiones.

Análisis estadístico: Finalmente, y al igual que ocurría en los casos de
VBM (sección 2.3.1) y TBSS (sección 2.3.2), para comparar distintos
grupos de sujetos se lleva a cabo una comparación estadística de las
distintas medidas obtenidas.
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Capítulo 3

Análisis de DTI con TBSS

3.1. Proceso

El primer análisis realizado en este proyecto ha sido utilizando TBSS. Un
esquema del proceso puede verse en la figura 3.1. El primer paso es obtener
las distintas medidas escalares a partir de los tensores, tanto la FA (1) como
otras (2). A continuación se realiza el registrado de todos los volúmenes de
FA sobre un mismo espacio (3) y se calcula la imagen de FA media a partir
de la cual se obtiene el esqueleto (4). Un registrado similar se realiza con las
demás medidas (5). Una vez creado el esqueleto de FA media se utiliza tanto
para la esqueletonización de las imágenes de FA (6) como la de las demás
medidas (7). Finalmente, con todos los pasos anteriores realizados para todos
los sujetos del estudio, se realiza el análisis estadístico de las distintas medi-
das estudiadas (8) (9). Para ello se comparan las imágenes esqueletonizadas
de todas las medidas entre los distintos grupos.

Para llevar a cabo todo el proceso de TBSS se han creado dos scripts.
El primero de ellos (A.1) realiza el preprocesado de los datos y los primeros
pasos de TBSS, que consisten en el registrado de todos los volúmenes en uno
y el cálculo de la FA media. Puesto que en este punto se debe escoger uno o
más umbrales para el esqueleto de FA a utilizar, se emplea el segundo script
(A.2) que se encarga de la proyección de los volúmenes sobre el esqueleto y
del análisis estadístico. El estudio propiamente dicho con TBSS se realiza por
completo con FSL, pero la preparación previa de los datos se lleva a cabo
tanto con Slicer como con FSL.
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Figura 3.1: Esquema del proceso del análisis mediante TBSS: Tensores (a), FA (b), FA
registrada (c), esqueleto (en verde sobre la imágen de la FA registrada) (d), FA esquele-
tonizada (e), resultados estadísticos resultantes de la FA (f), otras medidas (traza) (g),
otras medidas registradas (h), otras medidas esqueletonizadas (i) y resultados estadísticos
resultantes de las otras medidas (j).

3.2. Preparación de los datos

Las medidas que se estudian, además de la anisotropía fraccional (1), son
la traza (2), el modo (3), la medida lineal (4), la difusividad axial (5) y la
difusividad radial (6). Un ejemplo de estas medidas puede verse en la figura
3.2. Estas medidas se obtienen de los tensores, empleando Slicer.

Tanto los archivos con los tensores como los que contienen la información
de las medidas escalares derivadas de los mismo tienen formato .nhdr. Pa-
ra poder realizar en análisis TBSS con FSL deben transformarse a formato
NIfTI (extensión .nii), para lo que se utiliza Slicer de nuevo. Además, las
imágenes deben estar orientadas de acuerdo al estándar empleado por FSL,
por lo que después del cambio de formato se lleva a cabo la reorientación de
los datos. El preprocesado de las imágenes de FA obtenidas a partir de los
tensores se muestra en la figura 3.3.

Dado que las medidas estudiadas tanto en el análisis mediante TBSS
como mediante VBM son las mismas, este procesado previo de los datos
sirve en ambos casos. Una vez obtenidas y convertidas al formato adecuado,
se emplean para los dos procesos.
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(a) (b) (c)

(d) (e) (f)

Figura 3.2: Medidas escalares obtenidas a partir de los tensores: FA (a), traza (b), modo
(c), LM (d), RD (e) y AD (f).

(a) (b) (c)

Figura 3.3: Imágenes generadas en el preprocesado de los datos: FA en formato NRRD
en Slicer (a), FA en formato NIfTi en FSL (b), FA en formato NIfTi reorientado en FSL
(c). La FA no cambia, solo la orientación del volumen. Los cambios visualizados se deben
únicamente a la representación de los datos con distintos softwares.
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3.3. Análisis TBSS
Una vez preparados los datos puede realizarse el proceso de TBSS me-

diante FSL [17]. Este consta de cuatro pasos distintos. Los datos generados
en estos pasos se muestran en la figura 3.4.

Preprocesado: Erosiona levemente las imágenes de FA y pone a cero
los límites de las imágenes para eliminar posibles valores extremos de
los tensores.

Registrado: Registra de manera no lineal con FNIRT (FMRIB’s Non-
linear Registration Tool) [7] todas las imágenes de FA en un mismo
espacio. Aunque puede obtenerse un espacio común alineando todas
las imágenes entre sí, en este estudio se utilizada el espacio estándar
FMRIB58_FA [6] definido en FSL.

Postregistrado: Aplica las transformaciones no lineales calculadas en
el paso anterior a todas las imágenes, obteniendo así una versión de
las mismas en el espacio de estandarización elegido. A continuación, se
calcula la media de todas las imágenes de FA y se crea el esqueleto.
Al usar el espacio estándar FMRIB58_FA cabe la posibilidad de usar
el esqueleto asociado al mismo, en lugar del obtenido a partir de la
imagen de FA media. Esta última opción es la que se utiliza en este
estudio.

Preestadísticas: Aplica el umbral indicado al esqueleto de FA, definien-
do el conjunto de voxels utilizados en el resto del proceso. Este umbral
especifica el valor de FA que deben superar los voxels del esqueleto pa-
ra utilizarse en el análisis. A continuación, cada imagen registrada se
proyecta sobre el esqueleto, dando lugar a las imágenes de FA esque-
letonizadas. En el estudio se ha realizado el análisis con tres umbrales
diferentes, 2000, 3000 y 4000, que corresponden con un valor de FA de
0,2, 0,3 y 0,4 respectivamente, para ver cómo afecta a los resultados.
Cuanto mayor es el valor del umbral, más restrictivo es y menos voxels
se utilizan (figura 3.5).

Estos cuatro pasos trabajan con las imágenes de FA. Para realizar la com-
paración también con las otras cinco medidas se emplea el mismo esqueleto
obtenido con la FA, así como las transformaciones para registrar los volú-
menes. Se aplican estas últimas a las imágenes de las distintas medidas, las
cuales son después proyectadas sobre el esqueleto, utilizando el umbral esta-
blecido. De esta manera se obtienen también las imágenes esqueletonizadas
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(a) (b) (c)

(d) (e)

Figura 3.4: Imágenes generadas en el proceso de TBSS: FA tras el preprocesado (a), FA
tras el registrado (b), FA media tras el postregistrado (c), esqueleto de FA (d), máscara
del esqueleto de FA (e).

(a) (b) (c)

Figura 3.5: Imágenes de FA esqueletonizadas con los distintos umbrales: 2000 (a), 3000
(b) y 4000 (c).
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de las distintas medidas a comparar.

Una vez obtenidas las versiones esqueletonizadas de todas las medidas y
para todos los sujetos se realiza el análisis estadístico. Para ello, se compa-
ran los distintos grupos de sujetos, de dos en dos, mediante la herramienta
randomise [51] de FSL. Randomise realiza la comparación voxel a voxel de
los voxels pertenecientes a la máscara indicada, en este caso, el esqueleto
de FA media obtenido anteriormente. Como resultado se obtienen distintos
volúmenes del esqueleto con valores del p-value en cada voxel y que indican
si existen diferencias estadísticamente significativas entre cada par de grupos
comparados.

El p-value es una medida de la probabilidad de rechazar la hipótesis nula,
siendo ésta cierta. Es decir, mide la probabilidad de hallar una diferencia
cuando en realidad los datos comparados han sido generados por la misma
distribución. Valores pequeños del p-value indican que es muy improbable
obtener una muestra como la comparada siendo la hipótesis nula cierta, mien-
tras que valores altos indican que es probable. Normalmente, se establece que
las diferencias encontradas son estadísticamente siginificativas si se cumple
que pvalue < 0,05, lo que indica que hay un 5% de probabilidades de haber
encontrado la diferencia debido al azar y no porque exista realmente. Cuando
se comparan distintos grupos el valor que no debe superar el p-value para
considerar que la hipótesis nula es falsa disminuye, puesto que la probabili-
dad de que para alguno de los grupos haya diferencias significativas aumenta.

La herramienta randomise lleva a cabo una correción por comparaciones
múltiples que reduce el valor máximo que no debe superar el p-value para
considerar las diferencias estadísticamente significativas. Dicha corrección es
necesaria ya que se están realizando tantos test de hipótesis con voxels se
comparan y, de no hacerse, aparecerían muchos falsos positivos.

3.4. Resultados
Los resultados obtenidos de todo el proceso permiten ver en qué zonas del

esqueleto de FA y entre qué dos grupos hay diferencias significativas y cúal
es el p-value asociado a esas diferencias. Con el análisis realizado se han en-
contrado diferencias entre los grupos A y C para las seis medidas estudiadas,
y entre los grupos A y D para la FA y la RD. Entre las demás combinaciones
de grupos no aparecen diferencias para ninguna de las medidas.
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Cabría esperar que se encontrasen más fácilmente diferencias entre los
grupos A y D que entre los grupos A y C, cosa que, por el contrario, sucede
al revés. Además, las diferencias encontradas entre los grupos A y C y entre
A y D hacen pensar que podrían obtenerse también algunas entre los grupos
A y E. Sin embargo, este no es el caso. Las menores diferencias encontradas
entre A y D así como la ausencia de ellas entre A y E pueden deberse al
número de sujetos de cada grupo. Mientras que en los grupos A y C hay más
de 20 sujetos en cada uno, en D y E el número de ellos es mucho menor (7 y
1, respectivamente). Esto afecta negativamente a los resultados del análisis
estadístico, puesto que se dispone de muy pocos sujetos para comparar y por
tanto no hay potencia estadística suficiente para obtener resultados estadís-
ticamente significativos.

En las imágenes 3.6 y 3.7 se presenta, para los tres umbrales utilizados
en el estudio, una muestra de las diferencias entre los grupos A y C para las
seis medidas. Cada columna es un umbral (2000, 3000 y 4000) y cada fila
una medida distinta (FA, traza, modo, LM, RD y AD). En ellas, el esqueleto
aparece representado en grises, mientras que los píxeles en color muestran
aquellos voxels en los que existen diferencias. Cuando el color de los píxeles
es en tonos azules se debe a que el valor de la medida en los sujetos del grupo
A es mayor que en los del grupo C, mientras que cuando el tono es entre
rojo y amarillo la medida en los sujetos del grupo A es menor que en los del
grupo C. Además, cuanto más claro es el color del píxel, menor es el p-value
que representa y, por tanto, la diferencia es más estadísticamente probable.
El umbral empleado para el p-value es, en todos los casos, 0,05 corregido
teniendo en cuenta las comparaciones múltiples realizadas.

La imagen 3.8 muestra las diferencias entre los grupos A y D solo para las
medidas FA y RD, puesto que para las demás no se han encontrado diferen-
cias. El significado de los colores es similar a lo explicado para las imágenes
3.6 y 3.7. Además cabe destacar que, en este caso, para valores altos del
umbral no aparecen diferencias, mientras que para valores más bajos sí.

Estos datos muestran que se han encontrado diferencias entre los grupos
de controles sanos y los de pacientes con enfermedad de Alzheimer leve y mo-
derada. En estos casos, las medidas de FA, modo y LM tienden a ser mayores
en los controles sanos mientras que la traza, la RD y la AD se comportan a
la inversa. Las medidas que mayores diferencias presentan son la FA, la traza
y la RD, mientras que el modo y la LM son las que menos.
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(a) (b) (c)

(d) (e) (f)

(g) (h) (i)

Figura 3.6: Diferencias encontradas con TBSS en FA, traza y modo entre los grupos A
y C: FA 2000 (a), FA 3000 (b), FA 4000 (c), traza 2000 (d), traza 3000 (e), traza 4000 (f),
modo 2000 (g), modo 3000 (h) y modo 4000 (i).
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(a) (b) (c)

(d) (e) (f)

(g) (h) (i)

Figura 3.7: Diferencias encontradas con TBSS en LM, RD y AD entre los grupos A y
C: LM 2000 (a), LM 3000 (b), LM 4000 (c), RD 2000 (d), RD 3000 (e), RD 4000 (f), AD
2000 (g), AD 3000 (h) y AD 4000 (i).
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(a) (b) (c)

(d) (e) (f)

Figura 3.8: Diferencias encontradas con TBSS en FA y RD entre los grupos A y D: FA
2000 (a), FA 3000 (b), FA 4000 (c), RD 2000 (d), RD 3000 (e) y RD 4000 (f).
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Los efectos del umbral empleado resultan en una cantidad distinta de vo-
xels comparados, centrándose estos más en el interior del cerebro a medida
que el umbral aumenta. Aunque un umbral mayor significa que las zonas a
comparar son las de mayor FA media y tienden a ser las más comunes entre
todos los sujetos, también reduce el volumen comparado, haciendo que pa-
ra algunas medidas, al aumentar el umbral no aparezca ninguna diferencia,
mientras que con un umbral inferior sí aparecen.

En cuanto a las zonas del cerebro donde aparecen las diferencias, entre
los grupos A y C para todas las medidas salvo el modo éstas se encuentran
distribuidas por todo el volumen de materia blanca, mientras que en el modo
tienden a aparecer hacia la parte anterior del cerebro. Entre los grupos A y
D las diferencias encontradas se centran principalmente en la parte anterior
y el hemisferio izquierdo.

Para facilitar la comparación entre los resultados obtenidos, se han cal-
culado una serie de medidas cuantitativas a partir de los mismos. Se tienen
así cinco parámetros distintos para cada una de las comparaciones entre dos
grupos, para cada medida y para cada umbral utilizado.

El primero de esos parámetros es el número de voxels en los que se han en-
contrado diferencias estadísticamente significativas. También se ha calculado
el valor medio del p-value de todos esos voxels. Por otro lado, se ha obtenido
el número de clústeres, o conjuntos de voxels colindantes con diferencias, así
como el tamaño medio de todos ellos y el valor medio del p-value medio de
cada uno.

En las gráficas de las figuras 3.9 y 3.10 se muestran estos parámetros para
las comparaciones entre los grupos A y C y entre A y D respectivamente,
que son aquellos entre los que se han encontrado diferencias estadísticamen-
te significativas. Las gráficas, en orden descendente, representan los distintos
parámetros: número de voxels con diferencias, p-value medio en ellos, número
de clústeres, tamaño medio de los clústeres y p-value medio de los clústeres.
El eje X de las gráficas corresponde a las distintas medidas: FA, traza, modo,
LM, RD y AD. Por último, cada color de las barras indica un umbral: 2000
(azul), 3000 (verde) y 4000 (rojo).

Estos resultados confirman las afirmaciones anteriores acerca de las medi-
das que presentan mayores diferencias y el efecto del umbral. Además, puede
verse como, a medida que aumenta el valor del umbral, el p-value tiende, en
general, a aumentar. En cuanto a los clústeres, resulta claro que cuantos más
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Figura 3.9: Diferencias encontradas con TBSS entre los grupos A y C. Las gráficas, en
orden descendente, representan: número de voxels con diferencias, p-value medio en ellos,
número de clústeres, tamaño medio de los clústeres y p-value medio de los clústeres. El
eje X corresponde a las distintas medidas: FA, traza, modo, LM, RD y AD. Cada color de
las barras indica un umbral: 2000 (azul), 3000 (verde) y 4000 (rojo).
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Figura 3.10: Diferencias encontradas con TBSS entre los grupos A y D. Las gráficas, en
orden descendente, representan: número de voxels con diferencias, p-value medio en ellos,
número de clústeres, tamaño medio de los clústeres y p-value medio de los clústeres. El
eje X corresponde a las distintas medidas: FA, traza, modo, LM, RD y AD. Cada color de
las barras indica un umbral: 2000 (azul), 3000 (verde) y 4000 (rojo).
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hay, menor es su tamaño.

En el cuadro 3.1 se muestran, de manera resumida, los grupos entre los
que se han encontrado diferencias para las distintas medidas estudiadas y los
umbrales empleados, así como el número de voxels con diferencias encontra-
dos.

Umbral = 2000 Umbral = 3000 Umbral = 4000

FA A > C (30621) A > C (24688) A > C (13575)
A > D (5152) A > D (1313)

Traza A < C (50065) A < C (43034) A < C (29704)
Modo A > C (4236) A > C (4134) A > C (3321)
LM A > C (19522) A > C (12445) A > C (9087)

RD A < C (55443) A < C (47956) A < C (32005)
A < D (6561)

AD A < C (34394) A < C (23310) A < C (15365)
A < D (12)

Cuadro 3.1: Diferencias encontradas con TBSS
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Capítulo 4

Análisis de DTI con VBM

4.1. VBM empleando TBSS

Existen herramientas concretas para el análisis con VBM. Sin embargo,
dado que se trata de realizar un registrado de todos los volúmenes a com-
parar, proceso que también se lleva a cabo con TBSS, se utilizan parte de
los datos generados durante el análisis con TBSS y también se emplean las
mismas herramientas software. En realidad, el estudio con VBM se realiza
usando TBSS de manera que utilice una máscara de las sustancia blanca (o
una algo más restrictiva), en lugar del esqueleto generado. Es por ello que
VBM se lleva a cabo después que TBSS, y no antes, como parecería lógico
dada su mayor simplicidad. Además, en VBM también es necesario aplicar,
a la hora de realizar el análisis estadístico, una corrección por comparaciones
múltiples. Puesto que la herramienta randomise utilizada en TBSS lo inclu-
ye, también se emplea en este nuevo análisis.

Aunque la función de FSL utilizada está desarrollada para el análisis con
TBSS, aquí ha sido utilizada para VBM realizando algunas pequeñas modi-
ficaciones en su utilización. Los pasos de registrado y cálculo de la imagen
de FA media realizados por TBSS también sirven para VBM. Por tanto, se
reutilizan los datos generados en el anterior análisis de las distintas medidas
registradas en un mismo espacio, así como las imágenes de FA media obteni-
das. Sin embargo, en lugar de generar un esqueleto de la materia blanca, se
crea una máscara a partir de la imagen de FA media que abarque en mayor
o menor medida gran parte de la materia blanca. Aunque VBM utilizaría
una máscara de la materia blanca al completo, aquí se utilizan también otras
algo más restrictivas que, sin llegar al nivel del esqueleto de TBSS, reducen el
volumen comparado empleando distintos umbrales, para comprobar su efecto
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en los resultados. Es esta máscara la que se utiliza, en lugar del esqueleto,
en el proceso del análisis estadístico. Por tanto, no se lleva a cabo el paso
de esqueletonización de las distintas medidas, sino que se aplica la máscara
directamente sobre los volúmenes registrados.

4.2. Proceso
La figura 4.1 muestra un esquema del proceso del análisis mediante VBM.

Como se explica en la sección 4.1 los primeros pasos son similares a los reali-
zados con TBSS y se reutilizan los datos generados. El primer paso consiste
en la obtención las distintas medidas escalares a partir de los tensores (1) (2).
A continuación se lleva a cabo el registrado de todos los volúmenes de FA,
así como de las demás medidas, sobre un mismo espacio (3) (4) y se calcula
la imagen de FA media a partir de la cual se obtiene la máscara de FA (5).
Por último, tras realizar todos los pasos anteriores con todos los sujetos del
estudio, se realiza el análisis estadístico de las distintas medidas estudiadas
(6) (7). Para ello se comparan entre los distintos grupos los voxels de los
volúmenes de las distintas medidas incluidos en la máscara.

Figura 4.1: Esquema del proceso del análisis mediante VBM: Tensores (a), FA (b), FA
registrada (c), máscara de FA (d), resultados estadísticos resultantes de la FA utilizan-
do la máscara (e), otras medidas (traza) (f), otras medidas registradas (g) y resultados
estadísticos resultantes de las otras medidas utilizando la máscara (h).

Para llevar a cabo el estudio con VBM se ha creado un tercer script (A.3).
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Éste se encarga de la creación de la máscara de FA con el umbral indicado y
del análisis estadístico. Los datos necesarios para que se lleve a cabo el aná-
lisis deben haber sido creados previamente con los dos scripts previos (A.1 y
A.2). Al igual que ocurría en el caso de TBSS, el estudio con VBM se realiza
por completo con FSL.

4.3. Análisis VBM
Como ya se ha dicho, los pasos de preparación de los datos, preprocesado,

registrado y postregistrado son los mismas que en TBSS, por lo que se utili-
zan los datos generados en el análisis anterior hasta ese punto, tanto para la
FA como para las demás medidas. Aunque el postregistrado de TBSS genera
el esqueleto, en este análisis no se utiliza.

El principal cambio entre el análisis realizado anteriormente con TBSS y
el realizado con VBM consiste en la creación de una máscara. Ésta se genera
a partir del volumen de FA media utilizando la función de FSL fslmaths [10].
Esta función crea una imagen con aquellos voxels que superan un umbral
dado en el volumen de FA media y después la binariza dando lugar a la más-
cara empleada. En este estudio se han utilizado tres valores distintos para
el umbral, 2000, 3000 y 4000, que corresponden con valores de la FA de 0,2,
0,3 y 0,4 respectivamente (figura 4.2). De nuevo, al igual que sucedía con los
umbrales del esqueleto en TBSS, cuanto mayor es el valor del umbral, más
restrictivo es y menos voxels se utilizan.

(a) (b) (c)

Figura 4.2: Máscaras de FA con los distintos umbrales: 2000 (a), 3000 (b) y 4000 (c).

Con la máscara generada, se procede al análisis estadístico. En este ca-
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so lo que se comparan no son las imágenes esqueletonizadas, sino los vóxels
pertenecientes a la máscara de las imágenes registradas. Como resultado se
obtienen, para cada medida, distintos volúmenes de la máscara con valores
del p-value en cada voxel, que indican si existen diferencias significativas
(pvalue < 0,05 con la corrección por comparaciones múltiples) entre cada par
de grupos comparados.

4.4. Resultados
Los resultados obtenidos permiten ver en qué zonas de la materia blanca

y entre qué dos grupos de sujetos aparecen diferencias estadísticamente sig-
nificativas. Al igual que con TBSS, con el análisis VBM se han encontrado
diferencias entre los grupos A y C para las seis medidas estudiadas. Asimis-
mo, también aparecen diferencias para todas las medidas entre los grupos A
y D, aunque en menor media y dependiendo del umbral utilizado.

Las imágenes 4.3 y 4.4 muestran, para los tres umbrales utilizados, una
muestra de las diferencias entre los grupos A y C para las seis medidas estu-
diadas, mientras que las imágenes 4.5 y 4.6 hacen lo propio con los grupos A
y D. Cada columna es un umbral (2000, 3000 y 4000) y cada fila una medida
distinta (FA, traza, modo, LM, RD y AD). En ellas, se muestra la máscara
utilizada en blanco, mientras que los píxeles en color muestran aquellos vo-
xels en los que existen diferencias. Cuando el color de los píxeles es en tonos
azules se debe a que el valor de la medida en los sujetos del grupo A es ma-
yor que en los del grupo C o D, mientras que cuando el tono es entre rojo y
amarillo la medida en los sujetos del grupo A es menor. Además, cuanto más
claro es el color del píxel, menor es el p-value que representa y, por tanto, la
diferencia es más estadísticamente probable.

Los resultados obtenidos muestran diferencias entre los grupos de contro-
les sanos y los de pacientes con enfermedad de Alzheimer leve y moderada.
Las medidas de FA, modo y LM tienden a ser mayores en los controles sanos
mientras que la traza, la RD y la AD son menores en los controles sanos.
Las medidas que mayores diferencias presentan son la FA y la LM, mientras
que el modo y la AD son las que menos. En general, las diferencias aparecen
repartidas por todo el volumen de la materia blanca.

Los distintos umbrales empleados para la creación de la máscara afectan
a la cantidad de volumen de materia blanca comparada. Cuanto mayor es
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(a) (b) (c)

(d) (e) (f)

(g) (h) (i)

Figura 4.3: Diferencias encontradas con VBM en FA, traza y modo entre los grupos A
y C: FA 2000 (a), FA 3000 (b), FA 4000 (c), traza 2000 (d), traza 3000 (e), traza 4000 (f),
modo 2000 (g), modo 3000 (h) y modo 4000 (i).
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(a) (b) (c)

(d) (e) (f)

(g) (h) (i)

Figura 4.4: Diferencias encontradas con VBM en LM, RD y AD entre los grupos A y
C: LM 2000 (a), LM 3000 (b), LM 4000 (c), RD 2000 (d), RD 3000 (e), RD 4000 (f), AD
2000 (g), AD 3000 (h) y AD 4000 (i).
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(a) (b) (c)

(d) (e) (f)

(g) (h) (i)

Figura 4.5: Diferencias encontradas con VBM en FA, traza y modo entre los grupos A y
D: FA 2000 (a), FA 3000 (b), FA 4000 (c), traza 2000 (d), traza 3000 (e), traza 4000 (f),
modo 2000 (g), modo 3000 (h) y modo 4000 (i).
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(a) (b) (c)

(d) (e) (f)

(g) (h) (i)

Figura 4.6: Diferencias encontradas con VBM en LM, RD y AD entre los grupos A y
D: LM 2000 (a), LM 3000 (b), LM 4000 (c), RD 2000 (d), RD 3000 (e), RD 4000 (f), AD
2000 (g), AD 3000 (h) y AD 4000 (i).
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el umbral, menor es ese volumen, y se encuentra más centrado en las zonas
con mayor FA de la materia blanca. Al aumentar el umbral las diferencias
encontradas se reducen, pero en la mayoría de los casos siguen apareciendo
incluso para umbrales altos.

Al igual que sucedía con TBSS, no aparecen diferencias entre los grupos
A y E, lo que podría esperarse dadas las halladas entre A y C y entre A y D.
Esto se debe probablemente al escaso número de sujetos pertenecientes a ese
grupo (solamente uno) para comparar, demasiado limitado como para que el
análisis estadístico dé resultados significativos.

En este caso también se han obtenido distintos parámetros cuantitativos
a partir de los resultados de las comparaciones. El primero es el número de
voxels en los que se han encontrado diferencias estadísticamente significati-
vas. También se ha calculado el valor medio del p-value de todos esos voxels.
Por otro lado, se ha obtenido el número de clústeres así como el tamaño
medio de todos ellos y el valor medio del p-value medio de cada uno.

En las gráficas de las figuras 4.7, 4.8 y 4.9 se muestran estos parámetros
para las comparaciones entre los grupos A y C, entre A y D y entre B y C
respectivamente, que son aquellos entre los que se han encontrado diferencias
estadísticamente significativas. Las gráficas, en orden descendente, represen-
tan los distintos parámetros: número de voxels con diferencias, p-value medio
en ellos, número de clústeres, tamaño medio de los clústeres y p-value medio
de los clústeres. El eje X de las gráficas corresponde a las distintas medidas:
FA, traza, modo, LM, RD y AD. Por último, cada color de las barras indica
un umbral: 2000 (azul), 3000 (verde) y 4000 (rojo).

Estos resultados confirman las afirmaciones anteriores acerca de las medi-
das que presentan mayores diferencias y el efecto del umbral, aunque aparecen
unas pequeñas diferencias no apreciadas con la visualización de los resultados,
entre los grupos B y C. Además, puede verse como, a medida que aumenta
el valor del umbral, el p-value tiende, en general, a aumentar. En cuanto a
los clústeres, resulta claro que cuantos más hay, menor es su tamaño. Cabe
destacar que para valores bajos del umbral, aparece con frecuencia un único
clúster, puesto que todos los voxels con diferencias están unidos. Esto hace
que, en esos casos, los valores de número de voxels con diferencias y tamaño
del clúster sean igual, así como los p-value medios, puesto que en realidad se
estan considerando todos los voxels con diferencias en ambos casos.

En el cuadro 4.1 se muestran, de manera resumida, los grupos entre los
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Figura 4.7: Diferencias encontradas con VBM entre los grupos A y C. Las gráficas, en
orden descendente, representan: número de voxels con diferencias, p-value medio en ellos,
número de clústeres, tamaño medio de los clústeres y p-value medio de los clústeres. El
eje X corresponde a las distintas medidas: FA, traza, modo, LM, RD y AD. Cada color de
las barras indica un umbral: 2000 (azul), 3000 (verde) y 4000 (rojo).
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Figura 4.8: Diferencias encontradas con VBM entre los grupos A y D. Las gráficas, en
orden descendente, representan: número de voxels con diferencias, p-value medio en ellos,
número de clústeres, tamaño medio de los clústeres y p-value medio de los clústeres. El
eje X corresponde a las distintas medidas: FA, traza, modo, LM, RD y AD. Cada color de
las barras indica un umbral: 2000 (azul), 3000 (verde) y 4000 (rojo).
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Figura 4.9: Diferencias encontradas con VBM entre los grupos B y C. Las gráficas, en
orden descendente, representan: número de voxels con diferencias, p-value medio en ellos,
número de clústeres, tamaño medio de los clústeres y p-value medio de los clústeres. El
eje X corresponde a las distintas medidas: FA, traza, modo, LM, RD y AD. Cada color de
las barras indica un umbral: 2000 (azul), 3000 (verde) y 4000 (rojo).
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que se han encontrado diferencias para las distintas medidas estudiadas y los
umbrales empleados, así como el número de voxels con diferencias encontra-
dos.

2000 3000 4000

FA A > C (183109) A > C (142861) A > C (98196)
A > D (142266) A > D (109652) A > D (71841)

Traza A < C (241636) A < C (173857) A < C (93103)
A < D (120546) A < D (69180)

Modo
A > C (108015) A > C (87451) A > C (41831)
A > D (35803) A > D (21524)
B > C (11)

LM A > C (164740) A > C (145439) A > C (89522)
A > D (113613) A > D (87787) A > D (42277)

RD A < C (263780) A < C (179905) A < C (111619)
A < D (142219) A < D (79324) A < D (20155)

AD A < C (197901) A < C (104726) A < C (50883)
A < D (117760) A < D (54885)

Cuadro 4.1: Diferencias encontradas con VBM

Los datos anteriores han resultado del análisis mediante VBM empleando,
sin embargo, la herramienta ideada para TBSS. Es importante señalar que en
TBSS no se realiza el suavizado de los datos que, por el contrario, es uno de
los pasos de VBM que se lleva a cabo antes del análisis estadístico, como se
explicó en la sección 2.3.1. Por tanto, en los datos mostrados anteriormente
no se ha realizado este suavizado.

Es por ello que, para completar el análisis, se han llevado a cabo algu-
nas pruebas incluyendo el paso de suavizado con distintos valores del núcleo
gaussiano (1mm, 3mm y 5mm) para ver su influencia en los resultados obte-
nidos. Como ya se comentó, uno de los problemas de VBM consiste en elegir
un valor del núcleo gaussiano adecuado, que no distorsione los datos pero
que permita mejorar los resultados.

En la figura 4.10 se puede ver una muestra de las imágenes de FA suavi-
zadas con los distintos valores, así como una sin ningún tipo de suavizado.
En ella se observa como un valor alto produce imágenes muy filtradas en
las que se promedian los valores de bastantes voxels alrededor, mientras que
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con valores bajos los voxels promediados son menos y el resultado es más
similar al original. En la figura 4.11 se muestra un ejemplo de las diferencias
encontradas tras aplicar los distintos valores de suavizado para la FA con un
valor de umbral de 2000 y entre los grupos A y C.

(a) (b) (c) (d)

Figura 4.10: Efectos del suavizado sobre la FA con distintos valores de núcleo gaussiano:
sin suavizado (a), 1mm (b), 2mm (c) y 3mm (d).

(a) (b) (c) (d)

Figura 4.11: Diferencias encontradas en la FA con un umbral de 2000 y en la comparación
entre los grupos A y C con distintos valores de núcleo gaussiano: sin suavizado (a), 1mm
(b), 2mm (c) y 3mm (d).

Se han calculado los distintos parámetros para la diferentes medidas es-
calares y los distintos umbrales empleados empleando tres valores distintos
de suavizado. En las figuras 4.12 y 4.13 se muestran las gráficas con los va-
lores de la FA para las comparaciones entre los grupos A y C y entre A y
D respectivamente. En las figuras 4.14 y 4.15 se muestran las gráficas con
los valores de la traza para las mismas comparaciones. Por último, en las
figuras 4.16, 4.17 y 4.18 se muestran las gráficas con los valores del modo
para las comparaciones entre los grupos A y C, entre A y D y entre B y
C. Aunque no se inluyen gráficas para las demás medidas (LM, RD y AD)
el comportamiento de éstas al variar el suavizado es similar al de las tres
anteriores para las comparaciones entre los grupos A y C y entre A y D. Las
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gráficas, en orden descendente, representan los distintos parámetros: número
de voxels con diferencias, p-value medio en ellos y número de clústeres. El eje
X de las gráficas corresponde a los distintos umbrales empleados: 2000, 3000
y 4000. Por último, cada color de las barras indica un suavizado diferente:
sin suavizado (azul oscuro), con núcleo de 1mm (azul claro), con núcleo de
3mm (amarillo) y con núcleo de 5mm (rojo).

Figura 4.12: Diferencias encontradas para la FA con VBM entre los grupos A y C
empleando distintos suavizados. Las gráficas, en orden descendente, representan: número
de voxels con diferencias, p-value medio en ellos y número de clústeres. El eje X corresponde
a los distintos umbrales: 2000, 3000 y 4000. Cada color de las barras indica un suavizado
diferente: sin suavizado (azul oscuro), con núcleo de 1mm (azul claro), con núcleo de 3mm
(amarillo) y con núcleo de 5mm (rojo).

En estas gráficas se puede ver que, en general, el número de voxels encon-
trados con diferencias aumenta al incrementarse el nivel de suavizado. Esto
ocurre cuando dichas diferencias son bastantes y se encuentran repartidas
por todo el volumen, llegando incluso a aparecer algunas en casos en los que,
sin suavizado, no aparecía ninguna, como en el caso de la traza y el modo
entre los grupos A y D con un umbral de 4000. Sin embargo, cuando las
diferencias encontradas son pocas y están muy localizadas, como ocurre en
el caso del modo entre los grupos B y C, al aumentar el valor del suavizado
estas diferencias se diluyen y desaparecen.

En cuanto al p-value tiende en general a disminuir o a mantenerse apro-
ximadamente constante cuando se aumenta el valor del núcleo gaussiano
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Figura 4.13: Diferencias encontradas para la FA con VBM entre los grupos A y D
empleando distintos suavizados. Las gráficas, en orden descendente, representan: número
de voxels con diferencias, p-value medio en ellos y número de clústeres. El eje X corresponde
a los distintos umbrales: 2000, 3000 y 4000. Cada color de las barras indica un suavizado
diferente: sin suavizado (azul oscuro), con núcleo de 1mm (azul claro), con núcleo de 3mm
(amarillo) y con núcleo de 5mm (rojo).

Figura 4.14: Diferencias encontradas para la traza con VBM entre los grupos A y C
empleando distintos suavizados. Las gráficas, en orden descendente, representan: número
de voxels con diferencias, p-value medio en ellos y número de clústeres. El eje X corresponde
a los distintos umbrales: 2000, 3000 y 4000. Cada color de las barras indica un suavizado
diferente: sin suavizado (azul oscuro), con núcleo de 1mm (azul claro), con núcleo de 3mm
(amarillo) y con núcleo de 5mm (rojo).
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Figura 4.15: Diferencias encontradas para la traza con VBM entre los grupos A y D
empleando distintos suavizados. Las gráficas, en orden descendente, representan: número
de voxels con diferencias, p-value medio en ellos y número de clústeres. El eje X corresponde
a los distintos umbrales: 2000, 3000 y 4000. Cada color de las barras indica un suavizado
diferente: sin suavizado (azul oscuro), con núcleo de 1mm (azul claro), con núcleo de 3mm
(amarillo) y con núcleo de 5mm (rojo).

Figura 4.16: Diferencias encontradas para el modo con VBM entre los grupos A y C
empleando distintos suavizados. Las gráficas, en orden descendente, representan: número
de voxels con diferencias, p-value medio en ellos y número de clústeres. El eje X corresponde
a los distintos umbrales: 2000, 3000 y 4000. Cada color de las barras indica un suavizado
diferente: sin suavizado (azul oscuro), con núcleo de 1mm (azul claro), con núcleo de 3mm
(amarillo) y con núcleo de 5mm (rojo).
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Figura 4.17: Diferencias encontradas para el modo con VBM entre los grupos A y D
empleando distintos suavizados. Las gráficas, en orden descendente, representan: número
de voxels con diferencias, p-value medio en ellos y número de clústeres. El eje X corresponde
a los distintos umbrales: 2000, 3000 y 4000. Cada color de las barras indica un suavizado
diferente: sin suavizado (azul oscuro), con núcleo de 1mm (azul claro), con núcleo de 3mm
(amarillo) y con núcleo de 5mm (rojo).

Figura 4.18: Diferencias encontradas para el modo con VBM entre los grupos B y C
empleando distintos suavizados. Las gráficas, en orden descendente, representan: número
de voxels con diferencias, p-value medio en ellos y número de clústeres. El eje X corresponde
a los distintos umbrales: 2000, 3000 y 4000. Cada color de las barras indica un suavizado
diferente: sin suavizado (azul oscuro), con núcleo de 1mm (azul claro), con núcleo de 3mm
(amarillo) y con núcleo de 5mm (rojo).
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empleado. Por otro lado, el número de clústeres se mantiene constante en
la mayoría de los casos, aunque en otros disminuye (las nuevas diferencias
están próximas a las anteriores y unen unos clústeres con otros) o aumenta
(las nuevas diferencias están aisladas).
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Capítulo 5

Análisis de DTI mediante
conectómica

5.1. Proceso

Un análisis por completo distinto a los dos anteriores es el de conectó-
mica, que consiste en calcular medidas de la red neuronal, obteniendo las
conexiones entre las distintas regiones de la corteza cerebral.

En la figura 5.1 se muestra un esquema del proceso seguido. En primer
lugar, se parte de las imágenes T1 para obtener la segmentación del volumen
cerebral y la parcelación de la superficie cortical en distintas regiones (1).
Por otro lado, a partir de las imágenes de difusión DWI se procede al cálculo
de los haces de fibras mediante la tractografía determinística (2). Juntando
la información resultante de los dos pasos anteriores, la tractografía y la par-
celación, se obtienen los tractos que unen las distintas regiones (3). Sobre
esos tractos de fibras obtenidos pueden calcularse distintas medidas, que dan
lugar a matrices de conectividad (4). Finalmente, a partir de las matrices
de conectividad de todos los sujetos del estudio, pueden sacarse resultados
estadísticos (5).

Durante el análisis completo se emplean tres herramientas software dis-
tintas: FreeSurfer para la segmentación y parcelación del volumen cerebral
a partir de las imágenes T1, Slicer para la tractografía global y la posterior
selección de las fibras que conectan las distintas regiones y Matlab para la
obtención de las matrices y el análisis estadístico. Para llevar a cabo todo el
proceso se ha creado un cuarto script (A.4), completamente independiente
de los tres scripts anteriores de TBSS y VBM, que realiza todos los pasos
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Figura 5.1: Esquema del proceso del análisis mediante conectomica: Imágenes T1 (a),
segmentación parcelación de la superficie cortical (b), DWI (c), tractografía global (d),
tractografía entre regiones (e), matriz de conectividad (f) y resultados estadísticos (g).

y proporciona una lista de las regiones y conexiones en las cuales existen
diferencias entre un par de grupos. Este script utiliza a su vez dos scripts de
Matlab que realizan el cálculo de las medidas de conectividad y el análisis
estadístico.

En este tercer análisis se han comparado solo tres de los cinco grupos de
pacientes disponibles: controles sanos (A), pacientes con deterioro cognitivo
leve (B) y pacientes con enfermedad de Alzheimer leve (C). El motivo es el
reducido número de datos disponibles para los otros dos grupos, lo que pro-
voca que los resultados obtenidos para ellos tengan una validez estadística
muy limitada.

5.2. Segmentación y parcelación
El primer paso del estudio de conectómica consiste en la segmentación y

parcelación a partir de los datos anatómicas de las imágenes de resonancia
magnética T1. Para ello se utiliza la herramienta recon-all [16] de Freesurfer
que reconstruye diferentes superficies y volúmenes cerebrales y los divide en
distintas regiones.
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Tanto el proceso de segmentación [32] como el de parcelación [33] con-
sisten en la asignación de una etiqueta a cada voxel del volumen cerebral.
Estas etiquetas pueden tomar múltiples valores e indican a qué tipo de teji-
do o región pertenece el voxel. La segmentación divide el cerebro en varias
zonas distintas, entre las que se encuentran la materia blanca y la corteza
cerebral. La parcelación divide la superficie cortical en 68 regiones distin-
tas, 34 en cada hemisferio. En el anexo B puede verse una lista (cuadro B.1)
con las distintas etiquetas de la parcelación y las regiones a las que se refieren.

Partiendo de las imágenes T1 y con la utilización de un atlas, Fresurfer
realiza múltiples pasos para llegar a la segmentación y parcelación del vo-
lumen cerebral. Primero genera y corrige un único volumen a partir de las
múltiples imágenes T1, eliminando el cráneo y el cuello de las mismas así
como reduciendo los efectos del movimiento y normalizando la intensidad de
las imágenes. A continuación, tras alinear dicho volumen con un atlas propio
procede a la segmentación, separando la materia blanca y la materia gris.
Después reconstruye diferentes superficies y volúmenes que permiten visua-
lizar y estudiar distintas estructuras cerebrales, como la materia blanca o la
corteza cerebral. Un ejemplo de las distintas regiones generadas en la super-
ficie cortical puede verse en la imagen 5.2. Finalmente, realiza la parcelación
de la superficie cortical y genera tablas con información sobre las distintas
regiones.

5.3. Tractografía

5.3.1. Tractografía global
El cálculo de las fibras de la materia blanca se realiza mediante trac-

tografía determinística con el módulo TractographyLabelMapSeeding [13] de
Slicer. Este calcula, tras convertir los DWI a formato .nhdr, las fibras que
pasan a través de una máscara dada, incluso si se salen de ella. En este caso,
puesto que se pretende obtener la tractografía de todo el cerebro, la máscara
aplicada abarca toda la materia blanca.

Se han empleado todos los parámetros por defecto a excepción del valor
de FA para el que se termina la fibra, que se ha disminuido (de 0,3 que es el
valor por defecto a 0,1) con la intención de facilitar que los extremos de las
fibras entren en las distintas regiones corticales. El resultado es un conjunto
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Figura 5.2: Parcelación: regiones de la superficie cortical tras la segmentación y la par-
celación realizadas con Freesurfer.
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de las fibras estimadas que componen la materia blanca.

En la imagen 5.3 puede verse la tractografía global realizada, y en la ima-
gen 5.4 una muestra de los resultados de los dos procesos anteriores juntos,
la parcelación de la superficie cortical (solo del hemisferio derecho) y la trac-
tografía global.

Figura 5.3: Tractografía global: conjunto de fibras de toda la materia blanca obtendias
mediante tractografía determinística con Slicer.
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Figura 5.4: Parcelación y tractografía: parcelación de la superficie cortical del hemisferio
derecho realizada con FreeSurfer y tractografía global obtenida con Slicer.
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5.3.2. Tractografía entre regiones
Una vez obtenida la tractografía global, el módulo FiberBundleLabelSe-

lect [13] de Slicer permite seleccionar aquellas fibras que pasan por ciertas
regiones determinadas por un mapa de etiquetas. Para ello se utiliza el ar-
chivo aparc+aseg.mgz creado por Freesurfer y que contiene las etiquetas de
la segmentación y la parcelación. Este módulo permite no solo indicar aque-
llas fibras que pasan por una o varias etiquetas, sino también excluir las que
pasan por otras. Aplicando correctamente las etiquetas incluidas y excluidas
pueden obtenerse las fibras que conectan una región con otra.

Puesto que se seleccionan todas las fibras que pasan por una región, ter-
minen en ella o solo la atraviesen, una posibilidad para obtener las fibras que
conectan dos regiones (terminan y empiezan en ellas), eliminando aquellas
que solo las atraviesan, consiste en excluir todas aquellas fibras que pasan
por las demás regiones seleccionando aquellas que pasan únicamente por las
dos regiones de interes. Sin embargo, algunas fibras que conectan dos regio-
nes atraviesan otras, por lo que de esta manera se estarían eliminando fibras
que deberían tenerse en cuenta. Pasa resolver esto, se excluyen las regiones
colindantes a las de origen y destino, permitiendo que atraviesen otras inter-
medias entre ambas regiones de interes.

Dado que se ha llevado a cabo una tractografía determinística de todo
el cerebro, y, por tanto, las fibras serán las mismas tanto si se obtienen las
que conectan la región Ri con la región Rj como las que conectan la región
Rj con la región Ri. Más adelante, la matriz de conectividad derivada de los
resultados de este paso será simétrica y para su cálculo se tendrá en cuenta
el mismo subconjunto de fibras tanto para la conexión Ri−Rj como para la
conexión Rj −Ri.

En la imagen 5.5 pueden verse un par de ejemplo de las fibras que unen
dos regiones distintas seleccionadas a partir de la tractografía global y la
parcelación.

5.4. Matrices de conectividad

5.4.1. Medidas de conectividad
Una vez obtenidas las tractografías parciales entre las distintas regiones se

pueden calcular distintas medidas, que dan lugar a matrices de conectividad.
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Figura 5.5: Tractografía entre regiones: fibras que conectan cada par de regiones selec-
cionadas a partir de la tractografía global y la parcelación.
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Estas matrices caracterizan las conexiones entre cada par de regiones. Puesto
que se ha utilizado tractografía determinista, que no depende de la dirección
en la que se calculan las fibras, las matrices son simétricas: la medida es la
misma si se toman las conexiones que van de la región Ri a la región Rj que
si se toman las que van de la región Rj a la región Ri.

Se han realizado tres medidas distintas:

Número de fibras (fij): Indica el número de fibras que conectan las
regiones Ri y Rj.

FA media (faij): Indica la FA media de todas las fibras que conectan
las regiones Ri y Rj. Es la suma de la FA en cada punto de las fibras que
conectan ambas regiones dividida entre el total de puntos que forman
dichas fibras.

Distancia mínima(dij): Indica la longitud (número de puntos que la
forman) de la fibra más corta de las que unen las regiones Ri y Rj.

En la imagen 5.6 se muestra un ejemplo de las distintas matrices de co-
nectividad correspondientes a cada una de estas medidas. En ellas, tanto
el eje X como el eje Y representan las distintas regiones. En estas matrices
puede verse claramente que las conexiones entre las regiones de un mismo he-
misferio (cuadrantes superior izquierdo e inferior derecho) son mayores que
las conexiones entre regiones de distintos hemisferios (cuadrantes superior
derecho e inferior izquierdo). La diagonal principal representa las conexiones
de cada región consigo misma y su valor es siempre nulo.

5.4.2. Parámetros de conectividad

A partir de las matrices anteriores pueden calcularse distintos parámetros
para cada región [27]. En las siguientes ecuaciones N es el número total de re-
giones. Para evitar indeterminaciones a la hora de calcular estos parámetros
en regiones poco conectadas, el valor de algunos de ellos se iguala a 0 cuando
no existen fibras que conectan la región Ri con ninguna otra o cuando está
solo se conecta con otra región.
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(a) (b)

(c)

Figura 5.6: Matrices de conectividad: número de fibras (a), FA media (b) y distancia
mínima (c). Tanto el eje X como el eje Y representan las distintas regiones.
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Regiones conectadas: Indica el número de regiones con las que se co-
necta cada región Ri.

RCi =
N∑
j=1

aij (5.1)

Siendo aij =
{

1 si fij > 0
0 si fij = 0

Fibras por región: Indica el número de fibras que conectan la región Ri

con otras regiones.

Fi =
N∑
j=1

fij (5.2)

FA por región: Es la suma de la FA media de todas las fibras que
conectan la región Ri con otras regiones.

FAi =
N∑
j=1

faij (5.3)

Longitud mínima media: Es el valor medio de las distancias mínimas
de las conexiones entre la región Ri y otras.

Li =


1

RCi

∑N
j=1 dij si RCi > 0

0 si RCi = 0
(5.4)

Coeficiente de agrupación: Representa la interconectividad de las re-
giones vecinas a la región Ri.

Ci =


1

RCi(RCi−1)
∑N
h=1

∑N
j=1(fijfihfjh)1/3 si RCi > 1

0 si RCi ≤ 1
(5.5)



68 5. CONECTÓMICA

Tras aplicar estas ecuaciones a todas las regiones se obtiene un vector para
cada parámetro, siendo cada elemento de ese vector el valor del parámetro
en cada una de las regiones corticales. Si se representan todos los vectores
de cada parámetro obtenidos para los distintos sujetos del estudio en una
misma gráfica se obtienen matrices como las de la figura 5.7. En algunas de
estas gráficas se diferencian facilmente las regiones que tienen, en general,
mayor número de conexiones de las que tienen menos.

5.5. Análisis estadístico
El análisis estadístico de los datos resultantes de las matrices de conec-

tividad y los parámetros de conectividad se realiza con Matlab. Para ello se
empleadon dos funciones de comparación entre distintos grupos, anova [14] y
t-test [18]. La primera compara distintos datos agrupados en dos o más gru-
pos y proporciona el valor del p-value, indicando si los valores comparados
pertenecen o no a una distribución gaussiana única. El segundo realiza una
comparación similar pero solamente entre dos grupos, proporcionando, de
nuevo, el valor del p-value. Para cada medida a comparar se aplica primero
anova a los tres grupos simultáneamente para después, en aquellas medidas
en las que aparecen diferencias estadísticamente significativas, aplicar t-test
entre cada pareja de grupos (A-B, A-C y B-C).

Las distintas medidas comparadas son las siguientes:

Conexiones (68 x 68 para cada medida y cada paciente): Los tres valores
obtenidos para cada conexión Ri − Rj (número de fibras, FA media y
distancia mínima).

Regiones (68 para cada parámetro y cada paciente): Los parámetros
calculados para cada región Ri (regiones conectadas, fibras por región,
FA por región, longitud mínima media y coeficiente de agrupación)

Valores medios (1 para cada parámetro y cada paciente): Valor medio
para cada sujeto del estudio de los parámetros de conectividad. Es la
suma de todas las componentes de cada vector dividido entre el número
total de regiones.
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(a) (b)

(c) (d)

(e)

Figura 5.7: Matrices de parámetros de conectividad: regiones conectadas (a), fibras por
región (b), FA por región (c), longitud mínima media (d) y coeficiente de agrupación (e).
El eje X representa los distintos sujetos del estudio y el eje Y las distintas regiones.
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Un aspecto importante a tener en cuenta a la hora de analizar los p-value
obtenidos es la corrección por comparaciones múltiples. Se ha empleado la
corrección de Bonferroni para disminuir el valor del p-value para el cual
se considera que existen diferencias estadísticamente significativas. Según la
corrección de Bonferroni, el nuevo valor del umbral del p-value (pcomparación)
viene dado por la expresión 5.6:

pcomparación = pgeneral
ncomparaciones

(5.6)

Siendo pgeneral el umbral de 0,05 y ncomparaciones el número de compara-
ciones distintas realizadas.

Aplicando esta corrección, los valores del umbral del p-value utilizado
para las distintas medidas a comparar son los que aparecen en el cuadro 5.1:

Anova T-test
Conexiones 0,05/(68 · 68) = 1,08 · 10−5 0,05/(3 · 68 · 68) = 3,60 · 10−6

Regiones 0,05/68 = 7,35 · 10−4 0,05/(3 · 68) = 2,45 · 10−4

Valores medios 0,05 0,05/3 = 1,67 · 10−2

Cuadro 5.1: Umbrales corregidos del p-value para las distintas medidas de conectividad
tras aplicar la corrección de Bonferroni

5.6. Resultados
Tras aplicar los umbrales corregidos indicados en el cuadro 5.1 a los p-

value calculados a partir de las matrices de conectividad y los parámetros de
conectividad se obtienen varias diferencias en algunas de las medidas entre
dos de los grupos de sujetos. Más concretamente, en los cuadros 5.2 y 5.3 se
pueden ver aquellas medidas para las que se cumple la condición del p-value
para anova y para t-test respectivamente.

No aparecen diferencias significativas en las medidas realizadas sobre las
conexiones entre dos regiones. Sin embargo, en los valores calculados pa-
ra cada región aparecen diferencias con anova en 3 regiones: 1013 (regiones
conectadas), 2019 (regiones conectadas y FA por región) y 2015 (longitud
mínima media). Las dos primeras son confirmadas con t-test entre los grupos
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Medida Región p-value

Regiones conectadas 1013 0,00049407
2019 0,00023166

FA por region 2019 0,00065317
Longitud mínima media 2015 0,00039677
Valor medio: Regiones conectadas 0,0027917

Valor medio: Longitud minima media 0,011635

Cuadro 5.2: Diferencias encontradas mediante el análisis de conectómica con anova

Medida Región p-value
A-B A-C B-C

Regiones conectadas 1013 0,00014589
2019 3,8384e− 05

FA por region 2019 0,00024508
Valor medio: Regiones conectadas 0,0010238

Valor medio: Longitud minima media 0,0046244

Cuadro 5.3: Diferencias encontradas mediante el análisis de conectómica con t-test

A y C, aunque no ocurre lo mismo con la última. En cuanto a los valores
medios, anova indica que existen diferencias entre grupos en las medidas de
regiones conectadas y longitud mínima media, y t-test muestra entre qué dos
grupos existen esas diferencias: regiones conectadas entre A y C, y longitud
mínima media entre B y C.
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Capítulo 6

Comparación de los
procedimientos de análisis
empleados y sus resultados

A lo largo del estudio se han empleado tres métodos distintos para el aná-
lisis de resonancia magnética de difusión. Los dos primeros, TBSS y VBM
presentan características parecidas y los resultados obtenidos con ellos no
difieren mucho y son fáciles de comparar entre sí. El tercer procedimiento,
análisis de conectividad, es bastante distinto y por tanto sus características
y los resultados obtenidos son diferentes.

Mientras que con VBM se realiza una comparación voxel a voxel de toda
o gran parte de la materia blanca, con TBSS solo se realiza esa comparación
sobre un esqueleto de la misma. Esto lleva a que los resultados obtenidos con
TBSS sean menores y dependan en mayor medida del umbral empleado en
el esqueleto. Sin embargo, el proceso de esqueletonización de las imágenes
en TBSS ayuda a garantizar con mayor seguridad que se están comparando
voxels pertenecientes a las mismas regiones de los distintos sujetos, mientras
que en VBM existe la incertidumbre de si el registrado realizado ha sido co-
rrecto o por el contrario se están comparando voxels de distintas regiones.

También, como se ha comprobado, la realización de un suavizado de los
datos en VBM antes del análisis estadístico afecta a los resultados del mis-
mo. Aunque es un paso pensado para mejorar los efectos de la inexactitud
de la normalización realizada y hacer que los datos presenten una distribu-
ción más gaussiana, el valor del núcleo gaussiano utilizado debe elegirse con
cuidado. Un valor demasiado elevado puede filtrar las imágenes haciendo que
se comparen voxels donde se ha promediado el valor de muchos otros alrede-
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dor, afectando a los resultados obtenidos. Esto es un problema de VBM que
en TBSS no se presenta, ya que no es necesario corregir de esta manera el
registrado porque de ello se encarga la esqueletonización.

Los umbrales empleados tanto en VBM como en TBSS (2000, 3000 y
4000) restringen la cantidad de voxels que se comparan. En el primero el
umbral establece el valor mínimo de FA que se utiliza para crear la máscara.
En el segundo el umbral establece, una vez creado el esqueleto con los valo-
res medios de la FA, el valor mínimo de FA de los voxels pertenecientes al
esqueleto que se utilizan. En ambos casos un aumento del valor del umbral
conlleva que los voxels seleccionados sean menos y se encuentran más aleja-
dos de los bordes de la sustancia blanca.

En las figuras 6.1, 6.2 y 6.3 se pueden ver los distintos parámetros cal-
culados para cada medida a partir de los resultados de TBSS (en azul) y de
VBM sin suavizado realizado (en rojo) con cada umbral (2000, 3000 y 4000)
para la comparación entre los grupos A y C. En ellas se puede ver que, como
ya se ha dicho, en VBM aparecen muchos más voxels con diferencias, puesto
que se están comparando también muchos más. Además, el efecto del umbral
afecta de manera similar al número de voxels con diferencias en ambos mé-
todos. El número de clústeres tiende a ser bastante mayor en los resultados
de TBSS, y, por tanto, su tamaño menor.

En cuanto a los p-values son, en general, mayores en TBSS que en VBM,
tanto considerando el global de los voxels con diferencias como los valores
medios en los clústeres. Esta diferencia se acentúa cuando el umbral aumenta.

Una diferencia importante a tener en cuenta entre ambos métodos es el
tiempo que tardan en procesar la información (varias horas para cada análisis
completo). Como se ha utilizado la misma herramienta para los dos proce-
sos, los pasos comunes requieren del mismo tiempo, que es de varios minutos.
El paso de esqueletonización, que se realiza en TBSS pero no en VBM no
requiere de mucho tiempo (unos minutos). Donde se encuentra la mayor car-
ga computacional, y también donde radica la mayor diferencia entre ambos
métodos, es en el análisis estadístico de los datos. Las principales variables
que influyen en el tiempo requerido por esta parte del análisis son el nú-
mero de voxels a comparar (menor cuanto mayor es el umbral), el número
de permutaciones realizadas (establecido al ejecutar el comando randomise),
las cantidad de medidas comparadas y el número de grupos y comparaciones
entre ellos. Puesto que los grupos comparados y las medidas han sido las mis-
mas en ambos análisis, la diferencia en el tiempo de ejecución radica en los
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Figura 6.1: Diferencias encontradas con VBM y TBSS entre los grupos A y C con un
umbral de 2000. Las gráficas, en orden descendente, representan: número de voxels con
diferencias, p-value medio en ellos, número de clústeres, tamaño medio de los clústeres y
p-value medio de los clústeres. El eje X corresponde a las distintas medidas: FA, traza,
modo, LM, RD y AD. Cada color de las barras indica un método de análisis: TBSS (azul)
y VBM (rojo).
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Figura 6.2: Diferencias encontradas con VBM y TBSS entre los grupos A y C con un
umbral de 3000. Las gráficas, en orden descendente, representan: número de voxels con
diferencias, p-value medio en ellos, número de clústeres, tamaño medio de los clústeres y
p-value medio de los clústeres. El eje X corresponde a las distintas medidas: FA, traza,
modo, LM, RD y AD. Cada color de las barras indica un método de análisis: TBSS (azul)
y VBM (rojo).
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Figura 6.3: Diferencias encontradas con VBM y TBSS entre los grupos A y C con un
umbral de 4000. Las gráficas, en orden descendente, representan: número de voxels con
diferencias, p-value medio en ellos, número de clústeres, tamaño medio de los clústeres y
p-value medio de los clústeres. El eje X corresponde a las distintas medidas: FA, traza,
modo, LM, RD y AD. Cada color de las barras indica un método de análisis: TBSS (azul)
y VBM (rojo).
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voxels comparados, que en VBM es mucho mayor que en TBSS. Aun cuando
se ha reducido diez veces el número de permutaciones en VBM (100) respecto
a TBSS (1000) éste ha llevado más tiempo (varias horas de diferencia).

El análisis de conectómica, en comparación con los anteriores, requiere
de una carga computacional y un tiempo mucho mayor. Esto se debe prin-
cipalmente al proceso de segmentación y parcelación, que requiere de varias
horas para cada sujeto del estudio.

Otra gran diferencia a la hora de realizar los distintos análisis con los
métodos de VBM y TBSS respecto al de conectómica radica en la mayor o
menor variabilidad del método y su implementación. Mientras que los dos
primeros se llevan a cabo con un único software, salvo el procesado previo,
que implementa las herramientas necesarias con una estructura clara y prefi-
jada y con pocos parámetros que se puedan modificar, para realizar el tercero
se emplean tres softwares distintos (y podrían haberse empleado otros distin-
tos) con gran cantidad de opciones. En el análisis de conectividad la mayoría
de los pasos presentan una gran variedad de formas de llevarse a cabo. En
primer lugar, no existe un número claro de regiones en las que dividir la su-
perficie cortical. Por otro lado, empleando un algoritmo probabilístico para
la tractografía, en lugar de determinístico, las fibras obtenidas varían, depen-
diendo además de la dirección en la que se obtengan (no sería lo mismo ir de
la región Ri a la Rj que a la inversa). Finalmente, para seleccionar las fibras
que unen dos regiones distintas pueden utilizare distintos métodos: hacer la
tractografía global y luego seleccionar las fibras que pasan por las regiones
deseadas o bien hacer la tractografía para cada región.

Los resultados obtenidos tanto con VBM como con TBSS muestran las
diferencias halladas en todo el volumen de materia blanca, y, en general, apa-
recen repartidas por todo él. Es fácil comparar ambos resultados sin más que
visualizar simultáneamente los mismos. Por otro lado, los resultados obteni-
dos con el análisis de conectómica muestran diferencias encontradas en varias
regiones aisladas. Resulta difícil relacional los resultados alcanzados con este
análisis con los dos previos, no solo por haberse obtenido mediante softwares
diferentes sino también por la concepción distinta en la que se basan.

Finalmente, hay que señalar las similitudes y diferencias entre los tres
métodos en lo referente a los resultados obtenidos entre los distintos grupos.
Con los tres procedimientos utilizados se han encontrado diferencias entre
los grupos A y C. Empleando TBSS y VBM también han aparecido entre los
grupos A y D, que con conectómica no se han comparado debido al reducido
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número de sujetos del grupo D. Las pequeñas diferencias encontradas con
VBM entre los grupos B y C también aparecen mediante conectómica, mien-
tras que con TBSS no se aprecian. En el cuadro 6.1 se resumen los grupos
entre los que se han encontrado diferencias con cada uno de los tres métodos
utilizados.

VBM A - C A - D B - C
TBSS A - C A - D

Conectómica A - C B - C

Cuadro 6.1: Diferencias encontradas con los distintos métodos de análisis
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Capítulo 7

Conclusiones y líneas de
trabajo futuro

7.1. Conclusiones

En el estudio realizado se han llevado a cabo tres procedimientos distintos
de análisis de imágenes de resonancia magnética de difusión sobre datos de
varios sujetos, algunos de ellos controles sanos y otros pacientes con distintos
grados de enfermedad de Alzheimer. De esta manera se ha cumplido el doble
objetivo de buscar diferencias que caractericen la enfermedad a lo largo de
su desarrollo y, a la vez, comparar varios métodos de análisis.

En lo referente a las diferencias entre los distintos grupos de sujetos se
han encontrado diversas diferencias estadísticamente significativas para cada
análisis. Con VBM se han estudiado seis medidas escalares derivadas de los
tensores, hallando diferencias para todas ellas entre los controles sanos y los
pacientes con enfermedad de Alzheimer leve y moderada, repartidas por to-
do el volumen cerebral. Con TBSS los resultados han sido parecidos aunque
entre los grupos de controles sanos y pacientes con enfermedad de Alzheimer
moderada han sido menores y no se han obtenido para todas las medidas.
Además, se ha visto como, si bien el valor del umbral empleado ayuda a
delimitar la zona analizada, un valor demasiado alto hace que los posibles
resultados no aparezcan. También se ha estudiado como afecta el valor del
núcleo gaussiano utilizado para el suavizado en VBM, el cual, si es demasia-
do alto, puede variar bastante los resultados obtenidos. Por otro lado, con
el análisis de conectividad se han encontrado diferencias en las medidas de
conectividad de varias regiones aisladas.
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En cuanto a los tres métodos estudiados, se han descrito los distintos
pasos de los que constan y se han comparado en distintos aspectos. VBM y
TBSS, por ser más similares entre sí, presentan ciertas características comu-
nes, y se han descrito las principales ventajas e inconvenientes de cada uno
respecto al otro, destacando la mayor fiabilidad de los resultados obtenidos
con el segundo.

Además, para realizar los distintos análisis, se han creado varios scripts
que llevan a cabo todos los pasos necesarios de manera automática sin apenas
ser necesaria la intervención del usuario. El funcionamiento de estos scripts
se detalla en los anexos.

El estudio realizado presenta varias limitaciones. En primer lugar cabe
destacar el número, bastante dispar, de sujetos de cada grupo, concretamen-
te de los grupos D (enfermedad de Alzheimer moderada) y E (enfermedad
de Alzheimer avanzada). Esto ha provocado que, habiendo encontrado dife-
rencias entre los controles sanos y pacientes en fases poco avanzadas de la
enfermedad, no se hayan obtenido las previsibles diferencias entre los contro-
les sanos y pacientes en fases más avanzadas de la enfermedad.

Otra limitación del estudio es el hecho de que no se han considerado fac-
tores adicionales, como puede ser la edad, que influyen en la conectividad.
Una posible manera de considerar estos factores en el estudio es llevar a cabo
un análisis estadístico más completo que los tenga en cuenta. También se
pueden corregir los valores de FA y las demás medidas afectadas, en función
de la edad de cada sujeto.

Una limitación, que afecta al análisis de conectividad, es que éste se ha
realizado a partir de tractografía streamline, cuyo resultado son fibras in-
dividuales en lugar de probabilidades de conexión. En los casos en los que
aparecen pocas fibras en las conexiones, las estadísticas se están calculando
sobre un número bajo de las mismas, lo que, como ocurría con los grupos D y
E, puede hacer que los resultados estadísticos sean imprecisos e incorrectos.
Además, hay que señalar que existen distintos métodos para la corrección
del p-value por comparaciones múltiples, más complejos que el de Bonferroni
utilizado pero también menos restrictivos, que podrían llevar, quizás, a en-
contrar mayores diferencias entre los distintos grupos.
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7.2. Líneas futuras
Finalmente, en cuanto a líneas futuras del estudio realizado, hay que se-

ñalar tres aspectos.

En primer lugar, concretar los resultados para los grupos D y E dispo-
niendo de más sujetos para cada uno de ellos. Con un número mayor de datos
para estos dos grupos, los resultados estadísticos serían más precisos y vera-
ces y, previsiblemente, se encontrarían diferencias entre ellos y los controles
sanos que no han aparecido en el análisis realizado con los datos disponibles.

Por otro lado, profundizar en mayor medida en la conectómica, tanto
en los procesos para realizar la parcelación y la tractografía, como en las
medidas realizadas. Existen muchas opciones y parámetros variables en los
distintos pasos realizados, que pueden dar lugar a resultados distintos. Por
ejemplo, el número de regiones corticales puede ser muy distinto. Además,
el algoritmo para obtener la tractografía puede influir bastante en las fibras
estimadas, especialmente si se emplea tractografía probabilística en lugar de
determinística. También pueden realizarse otros cálculos distintos sobre los
datos, como valores medios de traza, modo y otras medidas escalares de-
rivadas de los tensores. El análisis de conectómica tiene un gran potencial
para encontrar diferencias significativas entre los grupos. Perfeccionando los
distintos pasos y refinando y ajustando los parámetros y opciones utilizados,
posiblemente se puedan afianzar los resultados obtenidos entre los grupos A
y C y entre B y C así como encontrar diferencias entre A y B.

Por último, partiendo de los mismos datos, comparar otros procedimien-
tos diferentes que puedan aportar nuevos resultados. En el análisis realizado
se han estudiado tres métodos distintos, pero no son los únicos que existen.
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Apéndice A

Scripts

Varios scripts han sido creados para realizar los análisis descritos a lo
largo de la memoria. Estos ejecutan de manera automática distintas etapas
del proceso, siendo necesaria la intervención del usuario solo para ejecutarlos
y especificar algunos parámetros.

Para comenzar el análisis debe ejecutarse el primer script en un directorio
(nombrado en el ejemplo Estudio) en el que se irán almacenando, en distintos
subdirectorios, todos los datos generados. En este directorio debe crearse otro
llamado tensores con los datos de los tensores. Estos archivos deben tener su
nombre terminado en tensores.nhdr. Para facilitar el posterior estudio, es re-
comendable ordenar los datos en función del grupo al que pertenezcan de ma-
nera alfabética, por ejemplo, nombrando A_nombre_archivo_tensores.nhdr
a los de un tipo, B_nombre_archivo_tensores.nhdr a los de otro, etc.

En la figura A.1 puede verse la estructura que deben tener estos directo-
rios antes de ejecutarse el primer script.

Figura A.1: Estructura de los directorios antes de ejecutar el primer script
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A.1. Script 1: preparar_datos_tbss

A.1.1. Pasos que debe realizar el usuario para la eje-
cución del script

Este script prepara los datos para el registrado TBSS y realiza los prime-
ros pasos del mismo.

$ ./preparar_datos_tbss

Debe ejecutarse en un directorio que contenga otro llamado tensores con
los datos de los tensores. Estos archivos deben tener su nombre terminado
en tensores.nhdr. Para facilitar el posterior estudio, es recomendable orde-
nar los datos en función del grupo al que pertenezcan de manera alfabética,
por ejemplo, nombrando A_nombre_archivo_tensores.nhdr a los de un ti-
po, B_nombre_archivo_tensores.nhdr a los de otro, etc. En este directorio
se irán almacenando y organizando todos los datos generados.

Ejecutado el script, se necesita que el usuario visualice los datos genera-
dos y escoja un valor adecuado para el umbral del esqueleto. Para ello puede
emplearse fslview [11]:

$ fslview TBSS/stats/all_FA -b 0,0.8 TBSS/stats/mean_FA_skeleton
-b 2000,8000 -l Green

De esta manera se puede visualizar el archivo 4D con todos los volúmenes
de FA registrados y, en color verde, el esqueleto de FA media calculado. Para
continuar el proceso, debe ejecutarse, en el mismo directorio e indicando uno
o más valores para el umbral, el script siguiente:

$ ./tbss [UMBRAL1] [UMBRAL2] ... [UMBRALN]

A.1.2. Pasos realizados automáticamente por el script
A partir de los tensores, y empleando el módulo de Slicer DiffusionTen-

sorScalarMeasurements [2], se generan, para cada sujeto del estudio, las di-
ferentes medidas (FA, traza, modo, LM, RD y AD). La opción -e indica qué
medida obtener:
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DiffusionTensorScalarMeasurements -e FractionalAnisotropy

Los archivos así generados se almacenan en directorios independientes,
creados por el script, dentro del directorio padre.

A continuación se transforman los archivos .nhdr generados en .nii con el
módulo ResampleScalarVolume [3] de Slicer, quedando almacenados en nue-
vos directorios (ej. FA_nii). Después se reorientan mediante la herramienta
fslreorient2std [10] de FSL y se almacenan en el mismo direccitorio.

ResampleScalarVolume FA/archivo.nhdr FA_nii/archivo.nii

fslreorient2std FA_nii/archivo.nii

FA_nii/archivo_reorientado.nii

Una vez obtenidos estos datos puede comenzarse el registrado TBSS [17].
Primero se crea un nuevo directorio, TBSS, donde se almacenan los datos
generados y a continuación se copian los archivos de las FA reorientadas en
él. Después se realizan los primeros pasos de TBSS: preprocesado, registrado
y postregistrado.

tbss_1_preproc *.nii.gz

tbss_2_reg -T

tbss_3_postreg -T

Las opciones -T de los dos últimos comandos indican que se utiliza el
espacio común FMRIB58_FA para el registrado y el esqueleto asociado al
mismo para la esqueletonización.

Tras ejecutar este script, la estructura de los directorios con los datos
generados queda como se ve en la figura A.2.
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Figura A.2: Estructura de los directorios tras ejecutar el primer script

A.2. Script 2: tbss

A.2.1. Pasos que debe realizar el usuario para la eje-
cución del script

Este script termina de realizar el registrado TBSS y obtiene los valores
estadísticos. Debe ejecutarse en el mismo directorio donde se ejecutó prepa-
rar_datos.

$ ./tbss [UMBRAL1] [UMBRAL2] ... [UMBRALN]

El umbral, de valor típico 2000 (FA = 0,2), indica el valor mínimo de FA
que deben tener los puntos que forman el esqueleto. Pueden indicarse uno o
más valores numéricos del umbral. Estos valores deben ser números enteros
o, en caso contrario, el script no se ejecutará de manera correcta.

Para poder realizar el randomise, se necesitan los archivos design.mat y
design.con, que especifican a qué grupo pertenece cada dato y las compara-
ciones a realizar entre los distintos grupos, respectivamente. Estos archivos
deben guardarse en TBSS/stats antes de ejecutar el script (figura A.3). Un
ejemplo de estos archivos, para tres grupos y 15 sujetos, puede verse más
adelante en las secciones A.2.3 y A.2.4 respectivamente.

Figura A.3: Estructura del directorio TBSS/stats antes de ejecutar el segundo script



Script 2: tbss 99

Para cada valor de umbral se tiene, al final del proceso, un directorio
denominado TBSS_UMBRAL que contiene distintos directorios para cada
medida, con los datos copiados de los directorios originales salvo para la FA
que son los datos tras procesarlos, así como uno con los datos originales de
FA (origdata) y otro con los resultados estadísticos (stats). Este último con-
tiene el esqueleto obtenido, todas las medidas registradas y esqueletonizadas
y un directorio para cada medida con los resultados del randomise. Cada
uno de estos directorios contiene, a su vez, tres archivos distintos para cada
comparación i:

tbss_tstati.nii.gz, con el valor de todos los p-value.

tbss_tfce_p_tstati.nii.gz, con los resultados del p-value sin aplicar la
corrección de comparaciones múltiples.

tbss_tfce_corrp_tstati.nii.gz, con los resultados del p-value tras apli-
car la correción.

Para ver estos últimos puede emplearse fslview de la siguiente manera:

fslview TBSS_UMBRAL/stats/mean_FA_skeleton
TBSS_UMBRAL/stats/FA/tbss_tfce_corrp_tstat1 -l Red-Yellow
-b 0.95,1

Así se visualiza el esqueleto de FA utilizado y, en colores entre rojo y
amarillo, los voxels donde se han encontrado diferencias estadísticamente
significativas. Cuanto más amarillo es el color, menor es el valor del p-value.

A.2.2. Pasos realizados automáticamente por el script
Para cada uno de los umbrales indicados se realiza el último paso del regis-

trado TBSS (prestats) y los randomise [15] correspondientes. Todos estos da-
tos se guardan en los respectivos directorios denominados TBSS_UMBRAL,
donde se copian, además, los obtenidos en los primeros pasos de TBSS rea-
lizados en el script previo.

Una vez copiados los datos necesarios, se ejecuta el último paso de TBSS,
la esqueletonización de las FA registradas de cada sujeto, con el umbral in-
dicado.
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tbss_4_prestats $UMBRAL

A continuación se realiza TBSS con las demás medidas, aplicando el es-
queleto y las transformaciones calculados a partir de la FA en los pasos
previos. Se obtienen así las distintas medidas registradas y esqueletonizadas
para todos los sujetos.

tbss_non_FA Trace

El comando randomise aplica el análisis estadístico a los voxels corres-
pondientes a la máscara indicada (opción -m), el esqueleto en este caso, del
archivo 4D con las imágenes registradas y esqueletonizadas (opción -i). Los
archivos resultantes se guardan con el inicio del nombre determinado por la
opción -o. Las opciones -d y -t indican los archivos design.mat y design.con.
Finalmente, -n señala el número de permutaciones realizadas, 1000, y --T2
indica que se utilice la opción TFCE (Threshold-Free Cluster Enhancement).

randomise -i all_FA_skeletonised -o FA/tbss
-m mean_FA_skeleton_mask -d design.mat -t design.con -n 1000
--T2

Tras ejecutar este script con un umbral de 2000, la estructura de los di-
rectorios con los datos generados queda como se ve en la figura A.4.

Figura A.4: Estructura de los directorios tras ejecutar el segundo script
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A.2.3. Ejemplo de archivo design.mat
Un ejemplo del archivo design.mat para tres grupos y 15 sujetos en total

es el siguiente:

/NumWaves 3
/NumPoints 15
/PPheights 1 1 1
/Matrix
1 0 0
1 0 0
1 0 0
1 0 0
1 0 0
1 0 0
0 1 0
0 1 0
0 1 0
0 1 0
0 1 0
0 0 1
0 0 1
0 0 1
0 0 1

Las primeras líneas indican el número de grupos y de sujetos. Cada una
de las líneas de la matriz representa a qué grupo pertenece cada sujeto, or-
denados por orden alfabético.

A.2.4. Ejemplo de archivo design.con
Un ejemplo del archivo design.con para tres grupos y 15 sujetos en total

es el siguiente:

/NumWaves 3
/NumContrasts 6
/PPheights 1 1 1
/Matrix
1 -1 0
-1 1 0
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1 0 -1
-1 0 1
0 1 -1
0 -1 1

Las primeras líneas indican el número de grupos y de sujetos. Cada una
de las líneas de la matriz representa una comparación a realizar entre los
distintos grupos. Por ejemplo, 1 -1 0 busca si el parámetro que se compara
es mayor en el primer grupo que en el segundo, mientras que -1 1 0 busca si
es menor en el primer grupo que en el segundo.

A.3. Script 3: vbm

A.3.1. Pasos que debe realizar el usuario para la eje-
cución del script

Este script termina de realizar el registrado VBM utilizando las herra-
mientas de FSL para TBSS, omitiendo el paso de esqueletonización y utilizan-
do una máscara distinta, y obtiene los valores estadísticos. Debe ejecutarse
en el mismo directorio donde se ejecutó preparar_datos y tbss. Es necesario
haber ejecutado los dos scripts anteriores para disponer de los datos necesa-
rios para continuar el análisis.

$ ./vbm [UMBRAL1] [UMBRAL2] ... [UMBRALN]

El umbral, de valor típico 2000 (FA = 0,2), indica el valor mínimo de
FA que se usa para crear la máscara de la materia blanca. Pueden indicarse
uno o más valores numéricos del umbral. Estos valores deben ser números
enteros o, en caso contrario, el script no se ejecutará de manera correcta.
Los umbrales utilizados no tienen por qué ser iguales que los utilizados en el
análisis de TBSS.

Para cada valor de umbral se tiene, al final del proceso, un directorio
denominado VBM_UMBRAL que contiene distintos directorios para cada
medida, con los datos copiados de los directorios originales salvo para la FA
que son los datos tras procesarlos, así como uno con los datos originales de FA
(origdata) y otro con los resultados estadísticos (stats). Este último contiene
la máscara generada, todas las medidas registradas y sus versiones suaviza-
das y un directorio para cada medida con los resultados de los randomise.
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Cada uno de estos directorios contiene, para cada comparación i, tres archi-
vos distintos:

vbm_tstati.nii.gz, con el valor de todos los p-value.

vbm_tfce_p_tstati.nii.gz, con los resultados del p-value sin aplicar la
corrección de comparaciones múltiples.

vbm_tfce_corrp_tstati.nii.gz, con los resultados del p-value tras apli-
car la correción.

Para ver estos últimos puede emplearse fslview de la siguiente manera:

fslview VBM_UMBRAL/stats/mascara
VBM_UMBRAL/stats/FA/vbm_tfce_corrp_tstat1 -l Red-Yellow
-b 0.95,1

Así se visualiza la máscara de FA utilizada y, en colores entre rojo y
amarillo, los voxels donde se han encontrado diferencias estadísticamente
significativas. Cuanto más amarillo es el color, menor es el valor del p-value.

A.3.2. Pasos realizados automáticamente por el script
Para cada uno de los umbrales indicados se crea una nueva máscara y se

ejecutan los randomise correspondientes. Todos los datos generados se guar-
dan en los respectivos directorios denominados VBM_UMBRAL. Puesto que
en realidad se trata de un análisis de TBSS con una máscara de FA distinta,
se copian los datos necesarios obtenidos con los primeros pasos de TBSS.

Una vez copiados los datos necesarios (imágenes registradas de todas las
medidas), se crea, para cada umbral, una máscara de FA mediante la he-
rramienta fslmaths [10]. Esta herramienta primero selecciona los voxels que
superan el umbral (opción -thr) introducido en el volumen de FA medias y
después los binariza (opción -bin) creando así la máscara de FA.

fslmaths mean_FA.nii.gz -thr $UMBRAL mascara

fslmaths mascara.nii.gz -bin mascara
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A continuación, aplica randomise a todas las medidas registradas, utili-
zando como máscara la creada anteriormente. Dado que se está comparando
un número mucho mayor de voxels que en el caso de TBSS, el número de
permutaciones (opción -n) en este caso se ha reducido a 100, para reducir el
tiempo que tarda en ejecutarse.

randomise -i all_FA -o FA/vbm -m mascara -d design.mat
-t design.con -n 100 --T2

Finalmente, realiza un suavizado de todas las medidas de las imágenes
registradas aplicando distintos núcleos gaussianos (de valores 1mm, 3mm y
5mm), mediante la herramienta fslmaths. Después repite los randomise so-
bre estos nuevos volúmenes y los almacena indicando en el nombre el valor
utilizado.

fslmaths all_FA -s 1 all_FA_1

randomise -i all_FA_1 -o FA/vbm_1 -m mascara -d design.mat
-t design.con -n 100 --T2

Tras ejecutar este script con un umbral de 2000, la estructura de los di-
rectorios con los datos generados queda como se ve en la figura A.5.

Figura A.5: Estructura de los directorios tras ejecutar el tercer script
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A.4. Script 4: conectomica

A.4.1. Pasos que debe realizar el usuario para la eje-
cución del script

Este script lleva a cabo todo el análisis de conectividad.

$ ./conectomica

Para ejecutar este script no es necesario haber ejecutado anteriormente
preparar_datos, tbss o vbm, aunque, en el caso de no ejecutarse previamente
preparar_datos se debe crear un directorio en aquel en el que se ejecute el
script llamado FA y que contenga los volúmenes de FA en formato .nhdr.

En el código del propio script están indicados los nombres y los paths de
los archivos DICOM con las imágenes T1 y DWI.

A.4.2. Pasos realizados automáticamente por el script
En primer lugar se realiza la segmentación y la parcelación cortical me-

diante la herramienta recon-all [16] de Freesurfer. La opción -i indica el path
de la primera imagen T1 y -subjid el nombre con el que se identifica el sujeto.
Para que se realice todo el proceso de reconstrucción se utiliza la opción -all.

recon-all -i archivo_T1 -subjid identificador_sujeto -all

A continuación se transforman con la herrameinta mri_convert los ar-
chivos aparc+aseg.mgz, que contiene las etiquetas de la parcelación y la seg-
mentación, a formato .nii para que Slicer los reconozca.

mri_convert aparc+aseg.mgz aparc_aseg.nii

Después se obtienen las tractografías globales con Slicer en varios pasos
[13]. El primero, DWIConvert, convierte todos los archivos DICOM del di-
rectorio indicado (opción -- inputDicomDirectory) a formato .nhdr (opción
-- conversionMode DicomToNrrd) y lo guarda con el nombre indicado por
la opción -- outputVolume. El segundo, DiffusionWeightedVolumeMasking,
genera el volumen base y la máscara, eliminando de la misma las zonas ais-
ladas (opción -- removeislands). El tercero, DWIToDTIEstimation, crea un



106 SCRIPTS

modelo estimado de los tensores de difusión en la zona indicada por la más-
cara (opción -- mask) mediante el método de mínimos cuadrados (opción --
enumeration LS). Por último, TractographyLabelMapSeeding calcula la trac-
tografía. Las opciones -- clthreshold 0.1 -- stoppingvalue 0.1 indican el valor
mínimo de la FA para el que se empiezan y terminan de obtener las fibras. Se
ha disminuido respecto al valor por defecto (0,03) con la intención de facili-
tar que los extremos de las fibras llegen hasta las distintas regiones corticales.

DWIConvert --conversionMode DicomToNrrd --outputVolume DWI.nrrd
--inputDicomDirectory directorio_DWIs --outputDirectory
identificador_sujeto

DiffusionWeightedVolumeMasking --removeislands DWI.nrrd
estimated_baseline_volume.nrrd threshold_mask.nrrd

DWIToDTIEstimation --mask threshold_mask.nrrd --enumeration LS
DWI.nrrd estimated_DTI_volume.nrrd
estimated_baseline_volume.nrrd

TractographyLabelMapSeeding --clthreshold 0.1
--stoppingvalue 0.1 estimated_DTI_volume.nrrd tractografia.vtp

Con la tractografía global y la parcelación obtenidas, se obtienen los sub-
conjuntos de fibras que conectan las distintas regiones utilizando el módulo
de Slicer FiberBundleLabelSelect. Este módulo selecciona aquellas fibras que
pasan por ciertas regiones (opción -p) pero no por ciertas otras (opción -n).

FiberBundleLabelSelect -p regiones_incluidas
-n regiones_excluidas aparc_aseg.nii tractografia.vtp
tractografia_entre_regiones.vtp

Finalmente, empleando Matlab, se calculan las matrices de conectividad
y los distintos parámetros a partir de ellas y se realiza el análisis estadístico
de los datos resultantes, para lo cual hace uso de los scripts de Matlab ma-
trices_conectividad.m (A.4.3) y analisis_estadistico.m (A.4.4). Antes de eso,
descomprime los archivos con las FA y transforma los archivos con las trac-
tografías en formato .vtp a formato .vtk para que puedan cargarse en Matlab.

Todos los datos generados se almacenan en un directorio denominado
Conectomica. Los subdirectorios segmentación y tractografías contienen los
resultados de las funciones de Freesurfer y Slicer respectivas. Las matrices y
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vectores con la información de conectividad se almacenan en distintos archi-
vos en directorios de nombre matrices_conectividad, anova y ttest, mientras
que por pantalla se muestran aquellos parámetros obtenidos que presentan
diferencias estadísticamente significativas.

Tras ejecutar este script, la estructura de los directorios con los datos
generados queda como se ve en la figura A.6.

Figura A.6: Estructura de los directorios tras ejecutar el cuarto script

A.4.3. Script de Matlab: matrices de conectividad
Este script de Matlab calcula las matrices y los parámetros de conectivi-

dad a partir de las tractografías entre las distintas regiones.

En primer lugar, para cada volumen de FA, obtiene las coordenadas y el
tamaño del mismo leyendo el archivo .nhdr. A continuación, carga los datos
de los volúmenes de los archivos .raw en una matriz y lo remodela de acuerdo
a sus coordenadas y tamaño.

Para cada conexión obtiene las distintas medidas de conectividad (nú-
mero de fibras, fa media y distancia mínima) y las almacena en distintas
matrices. Para cargar los datos de las fibras (número de fibras y los puntos
que las forman) hace uso de la función read_vtk_tractographyV2. Las FA se
obtienen leyendo en la matriz de FA cargada las cordenadas de los puntos
que forman las fibras. Como las fibras son las mismas de la región Ri a la
región Rj que de la región Rj a la región Ri, se guarda el mismo valor en
las posiciones correspondientes, dando lugar a matrices simétricas. Para cada
sujeto, guarda las distintas matrices en el directorio matrices_conectividad.

A continuación se calculan los distintos parámetros de conectividad (re-
giones conectadas, fibras por región, FA por región, longitud mínima media
y coeficiente de agrupación) para cada región, dando lugar a un vector para
cada sujeto del estudio. Estos vectores se agrupan en una misma matriz para
cada parámetro y se almacenan en el directorio matrices_conectividad.
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A.4.4. Script de Matlab: análisis estadístico
Este script de Matlab realiza el análisis estadístico de las medidas de co-

nectividad obtenidas con matrices_conectividad.m.

En primer lugar carga todas las matrices con las medidas y los paráme-
tros de conectividad y calcula el valor medio de estos últimos para paciente.
Despues lleva a cabo dos comparaciones distintas.

Anova: Compara todos los grupos a la vez y proporciona el p-value
para cada medida, almacenándolos en nuevas matrices en el directorio
anova. Usa la función anova1(matriz, grupos, ’off’), donde ma-
triz contiene todos los valores a comparar de cada medida, grupos es
un vector donde se indica a qué grupo pertenece cada valor y la opción
off establece que no se muestre información complementaria del test
realizado.

T-test: Realiza las comparaciones de los grupos de dos en dos y propor-
ciona el p-value para cada medida, almacenándolos en nuevas matrices
en el directorio ttest. Usa la función ttest2(matriz1, matriz2), don-
de matriz1 y matriz2 contienen todos los valores de cada uno de los
dos grupos a comparar.

A continuación, se realiza una corrección de los p-values teniendo en cuen-
ta las comparaciones múltiples llevadas a cabo, mediante la corrección de
Bonferroni. Finalmente, se muestra por pantalla una lista de aquellas me-
didas que presentan diferencias estadísticamente significativas indicando en
qué conexiones o regiones aparecen y, en el caso de t-test, para qué compa-
raciones.
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Apéndice B

Etiquetas de la parcelación

El cuadro B.1 muestra la lista de las etiquetas creadas por FreeSurfer
para las regiones de la corteza cerebral, que son las utilizadas en el análisis
de conectómica. Las etiquetas que empiezan por 10 pertenecen al hemisferio
izquierdo (lh, left hemisphere), mientras que las que empiezan por 20 perte-
necen al derecho (rh, right hemisphere).

1001 lh-bankssts 2001 rh-bankssts
1002 lh-caudalanteriorcingulate 2002 rh-caudalanteriorcingulate
1003 lh-caudalmiddlefrontal 2003 rh-caudalmiddlefrontal
1005 lh-cuneus 2005 rh-cuneus
1006 lh-entorhinal 2006 rh-entorhinal
1007 lh-fusiform 2007 rh-fusiform
1008 lh-inferiorparietal 2008 rh-inferiorparietal
1009 lh-inferiortemporal 2009 rh-inferiortemporal
1010 lh-isthmuscingulate 2010 rh-isthmuscingulate
1011 lh-lateraloccipital 2011 rh-lateraloccipital
1012 lh-lateralorbitofrontal 2012 rh-lateralorbitofrontal
1013 lh-lingual 2013 rh-lingual
1014 lh-medialorbitofrontal 2014 rh-medialorbitofrontal
1015 lh-middletemporal 2015 rh-middletemporal
1016 lh-parahippocampal 2016 rh-parahippocampal
1017 lh-paracentral 2017 rh-paracentral
1018 lh-parsopercularis 2018 rh-parsopercularis
1019 lh-parsorbitalis 2019 rh-parsorbitalis
1020 lh-parstriangularis 2020 rh-parstriangularis
1021 lh-pericalcarine 2021 rh-pericalcarine
1022 lh-postcentral 2022 rh-postcentral
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1023 lh-posteriorcingulate 2023 rh-posteriorcingulate
1024 lh-precentral 2024 rh-precentral
1025 lh-precuneus 2025 rh-precuneus
1026 lh-rostralanteriorcingulate 2026 rostralanteriorcingulate
1027 lh-rostralmiddlefrontal 2027 rostralmiddlefrontal
1028 lh-superiorfrontal 2028 rh-superiorfrontal
1029 lh-superiorparietal 2029 rh-superiorparietal
1030 lh-superiortemporal 2030 rh-superiortemporal
1031 lh-supramarginal 2031 rh-supramarginal
1032 lh-frontalpole 2032 rh-frontalpole
1033 lh-temporalpole 2033 rh-temporalpole
1034 lh-transversetemporal 2034 rh-transversetemporal
1035 lh-insula 2035 rh-insula

Cuadro B.1: Etiquetas de la parcelación
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