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Resumen Objetivo La atrofia hipocampal es uno de los biomarcadores radiol6gicos mas sensibles
de la enfermedad de Alzheimer (EA) y existen diferentes métodos para evaluarla: analisis
subjetivo visual (ASV), analisis objetivo manual (AOM) y analisis objetivo automatico (AOA).
Nos proponemos comparar esos métodos, y evaluar si el AOA presenta una confiabilidad
cercana al AOM (método de referencia) y superior al ASV.

Materiales y Métodos Se seleccionaron retrospectivamente imagenes de resonancia
magnética (RM) fast spoiled gradient-echo (FSPGR) de 28 sujetos (14 con deterioro cognitivo
leve, 7 con EAy 7 controles). EI ASV fue realizado por 10 radiélogos, clasificando la atrofia
hipocampal en: nula, leve, moderada o severa. El AOM se basé en la segmentacién manual
de los hipocampos por dos operadores. El AOA fue realizada por medio del software
FreeSurfer 5.3. Se calcularon coeficientes de correlacién rho de Spearman para las variables
discretas y coeficientes de correlacion intraclase para las variables continuas.

Resultados Los coeficientes de correlacion entre los dos operadores que realizaron el
AOM fueron de 0,88 (p < 0,0001) para los hipocampos izquierdos y de 0,86
(p < 0,0001) para los hipocampos derechos. El coeficiente de correlaciéon entre
todos los ASV (promediados) y AOM fue de -0,81 (IC 95% -0,96- -0,66). Los
coeficientes de correlacién entre el AOA y el AOM fue de 0,54 (p < 0,0001) para los
hipocampos izquierdos y de 0,61 (p < 0,0001) para los hipocampos derechos.
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Conclusién Si bien el AOA tiene moderada correlacion con el método de referencia,
no es superior al ASV promedio y se deberian tomar recaudos antes de ser
implementado en la practica asistencial.

Objective Hippocampal atrophy is one of the most sensible radiological biomarkers
of Alzheimer’s disease. There are different methods to evaluate atrophy: visual
subjective analysis (VSA), manual objective analysis (MOA) and automatic objective
analysis (AOA). We will compare these methods and evaluate if AOA has a confidence
similar to MOA (gold standard), and better than VSA.

Materials and Methods We retrospectively selected 3D FSPGR MRI from 28 subjects
of whom 14 had mild cognitive impairment, 7 Alzheimer’s disease and 7 controls. VSA
was performed by 10 radiologists who classified hippocampal atrophy in none, mild,
moderate and severe. For MOA, two operators manually segmented both hippocampus
from all subjects. AOA was performed by FreeSurfer 5.3. Spearman’s rho correlation
coefficient was calculated for discrete variables and intraclass correlation coefficient
was calculated for continuous variables.

Results Correlation coefficients between the operators that performed MOA was
0.88 (p < 0.0001) for left hippocampi and 0.86 (p < 0,0001) for right hippocampi.
Correlation coefficients between mean VSA and MOA was -0,81 (95% Cl -0,96- -0,66).
Correlation coefficients between AOA and AOM was 0.54 (p < 0.0001) for left
hippocampi and 0.61 (p < 0.0001) for right hippocampi.

Conclusion Even though AOA has moderate correlation with the gold standard it is
not superior to average VSA and should be implemented with care in clinical practice.

Introduccion

Dentro de cualquier servicio de neuroradiologia, una
significativa cantidad de pacientes son evaluados por signos
y/o sintomas de deterioro cognitivo. De ellos, un gran porcentaje
padecen enfermedad de Alzheimer (EA) o su estadio clinico
temprano, deterioro cognitivo leve (DCL), caracterizado
fundamentalmente por fallas mnésicas anterégradas. La
atrofia hipocampal es uno de los biomarcadores radiol6gicos
mas sensibles del conjunto EA-DCL."?

Existen diferentes formas de evaluar la atrofia
hipocampal. Describiremos aqui, cuatro metodologias a las
que llamaremos analisis subjetivo visual (ASV), andlisis semi-
objetivo visual (ASOV), andlisis objetivo manual (AOM) y
analisis objetivo automatico (AOA). Cada una de esas
técnicas tiene sus fortalezas y limitaciones.

El ASV es el método que habitualmente se utiliza para la
valoracién de la atrofia hipocampal en el ambiente clinico,
utilizdndose  graduaciones poco  comparables.  Esa
metodologia, implica la inspeccién visual de los hipocampos
en diferentes planos (principalmente el coronal), intentando
mensurar el volumen del hipocampo sin tomar medidas ni
utilizando escalas, en base al conocimiento previo y la
experiencia del observador.

El ASOV implica la utilizacién de escalas previamente
desarrolladas para clasificar el grado de atrofia hipocampal
segln diferentes caracteristicas. La escala mas utilizada es la
elaborada por Scheltens y colaboradores, para la evaluacién
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de la atrofia del I6bulo temporal mesial. Dicha graduacion
evala tres caracteristicas (el ancho de la fisura coroidea, el
ancho del asta temporal del ventriculo lateral y la altura de la
formacién hipocampal), obteniéndose una graduacién de 0
(sin atrofia) a 4 (atrofia severa) segiin las caracteristicas
observadas. Decidimos no utilizar esa escala, ya que si bien
ha demostrado su utilidad en estudios de investigacién,
habitualmente no es utilizada en la practica radiolégica
clinica.

El AOM es la técnica de imagenes considerada como
método de referencia, con buena correlacién radiol6gico-
patolégica.* Esa técnica precisa de entrenamiento y tiempo,
ya que requiere de la delimitacibn de la formacién
hipocampal corte a corte, realizada por un operador, para
luego obtener el volumen total segmentado. La metodologia
mas aceptada y utilizada para realizar la segmentacion
manual es la definida por el Harmonized Protocol for
Hippocampal Segmentation (HPHS), ha sido validada con
gran estabilidad y reproducibilidad inter e intra operador.”~’

En los tltimos afios se han desarrollado diversos softwares
que permiten un AOA, delimitando y obteniendo la
volumetria de los hipocampos basados en atlas, sin
requerimiento de un operador.® Esa dltima técnica aiin
requiere de la validacién con la segmentacién manual.>'®

Nos proponemos comparar esos métodos para la
determinacién del volumen hipocampal (ASV y AOA), con
respecto al actual método de referencia (AOM). Nuestro
objetivo es evaluar si el AOA presenta una confiabilidad
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cercana al método de referencia y superior al ASV, siendo
plausible de ser implementado en la practica clinica.

Materiales y Métodos

Se escogieron retrospectivamente 28 sujetos participantes
del estudio internacional multicéntrico Alzheimer’s Disease
Neuroimaging Initiative (ADNI), los cuales habian sido
evaluados en nuestra institucion en el periodo
comprendido entre enero de 2012 y julio de 2013. Dicho
protocolo, incluye el seguimiento con estudios de laboratorio
(marcadores serolégicos y en liquido cefalorraquideo),
estudios genéticos, tests cognitivos y estudios de imagenes
de resonancia magnética (RM) y tomografia por emisién de
positrones (PET).!" El protocolo ADNI y el presente trabajo
estan aprobados por el comité de ética de nuestra institucién.

Los sujetos seleccionados (11 hombres y 17 mujeres),
presentaban un rango etario de 65 a 84 afios (media: 73,6
afios; desvio estandar: 5,63 afios) y se encontraban
caracterizados clinicamente con deterioro cognitivo leve
temprano (DCLt) (n =7), con deterioro cognitivo leve
avanzado (DCLa) (n =7), con EA (n =7) y sin deterioro
cognitivo (n = 7). Se decidié incorporar igual cantidad de
sujetos dentro de cada grupo para asegurarnos de una
muestra clinicamente heterogénea. Sin embargo, esos
sujetos fueron seleccionados en forma aleatoria hasta
completar el cupo de cada grupo. La =Tabla 1 presenta
informacién adicional de los sujetos.

Los 28 sujetos fueron evaluados con imagenes de RM, que
incluian una secuencia volumétrica con ponderaciéon T1 sin
contraste endovenoso (3D Fast Spoiled Gradient Echo, TR = 7
milisegundos, TE = 2,8 milisegundos, TI= 400 milisegundos,
flip angle= 11°, nimero de excitaciones= 1, field of view=
16 x 16 cm, matriz = 256 x 256, espesorde corte = 1,2 mm,
espacio entre cortes = 0 mm). Los estudios fueron adquiridos
en un equipo Signa HDxt 3 Tesla (GE, Milwaukee, WI, EEUU),
con bobina de cerebro de 8 canales.

Las secuencias ponderadas en T1 volumétricas obtenidas
fueron analizadas en forma subjetiva (inspeccién visual) y
objetiva (segmentaciones manuales y automaticas), con la
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finalidad de graduar o cuantificar la atrofia de las
formaciones hipocampales.

El analisis subjetivo fue realizado en forma independiente
por 10 médicos especialistas en diagnéstico por imagenes
de nuestra institucién. Los operadores fueron divididos en 5
grupos segtin los afios de experiencia; grupo 1: menos de 2 afios
de experiencia, grupo 2: 2 a4 afios de experiencia, grupo3: 4a 6
afios de experiencia, grupo 4: 6 a 10 afios de experiencia, grupo
5: mas de 10 afios de experiencia. En un software disefiado a
medida dentro de nuestra institucién (homologable a otros
visualizadores comerciales disponibles), generado con la
intencion de anonimizar los datos de los sujetos, agilizar la
evaluacién y dejar registro de los resultados, los operadores
inspeccionaron visualmente la secuencia volumétrica
ponderada en T1 en los planos axial, coronal y sagital, sin
conocimiento del nivel cognitivo ni de la edad de los
pacientes, clasificando a los sujetos dentro de los siguientes
grupos: atrofia hipocampal nula (0), leve (1), moderada (2) o
severa (3). Los resultados fueron comparados con los
volimenes hipocampales totales promedios obtenidos
mediante segmentacion manual (método de referencia).

EI AOM se basé en la segmentacién corte a corte en el plano
coronal delos hipocampos segtin el HPHS. Dicha segmentacion
fue realizada por dos operadores. El protocolo detalla los
limites precisos para realizar el procedimiento y posee un
médulo de entrenamiento y evaluacién.'?

La segmentaciéon y volumetria automatica (AOA), fue
realizada por medio del software FreeSurfer 5.3 (http://
surfer.nmr.mgh.harvard.edu/) en un computador hecho a
medida (OS: Linux Xubuntu 12.04 LTS x64bits, CPU: Intel
Core i7-3820 3.6GHz, GPU: Nvidia GeForce GT520, RAM: 16
Gb). Dicho software es uno de los mas utilizados hoy en dia
en los laboratorios de neuroimagenes para la parcelacién y
segmentacion de las estructuras corticales y subcorticales
respectivamente. Los resultados obtenidos por el FreeSurfer
fueron evaluados visualmente por dos operadores, para
confirmar la correcta segmentacion de los hipocampos
realizada por el software.

Los resultados fueron analizados con el paquete
estadistico R versién 3.2.4. Se obtuvieron coeficientes de

Tabla 1 Analisis de las diferencias entre grupos de edad, género y volimenes hipocampales

Control Deterioro cognitivo Deterioro cognitivo leve Enfermedad de
sano (CN) leve temprano (DCLt) | avanzado (DCLa) Alzheimer (EA)
Edad (mediana, rango)’ 67 (65-81) 69 (68-84) 78 (75-81) 75 (69-84)
Género (F:M)? 3:4 3:4 5:2 6:1
Volumen hipocampos izquierdos 3,73 £ 0,55 3,43 £ 0,50 2,85 + 0,54 2,36 +£ 0,71
(promedio + DS)?
Volumen hipocampos derechos? 3,86 4+ 0,47 3,31 +£ 0,49 2,76 £ 0,45 2,32 +£ 0,53

TLas diferencias de edad entre grupos fueron analizadas por ANOVA, sequidos de Student’s t-test, siendo la diferencia de edad significativa entre CN'y

DCLt (p = 0,005).

2Se analizaron las diferencias entre las proporciones de género utilizando el test exacto de Fisher, sin hallarse diferencias significativas.

3L as diferencias de volumen hipocampal izquierdo entre grupos fueron analizadas por ANOVA, sequidos de Student’s t-test, siendo la diferencia de
volumen significativa entre CN versus EA (p = 0,002); CN vs DCLa (p = 0,01); DCLt vs EA (p = 0,007).

“Las diferencias de volumen hipocampal derecho entre grupos fueron analizadas por ANOVA, sequidos de Student’s t-test, siendo la diferencia de
volumen significativa entre CN versus EA (p = 0,0001); CNvs DCLa (p = 0,0008); DCLt vs EA (p = 0,004). Paralos calculos de Student’s t-test se usé

la correccién de Bonferroni, siendo el valor de P significativo de 0,013.
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correlacion rho de Spearman para las variables discretas y
correlacion intraclase para las variables continuas. Los
valores de p se consideraron significativos por debajo de
0,05 para las correlaciones de Spearman aplicando la
correccion de Bonferroni y por debajo de 0,05 para las
correlaciones intraclase.

Resultados

Andlisis Subjetivo Visual: Se obtuvieron coeficientes de
correlaciéon rho de Spearman para cada evaluador y en
forma conjunta, confrontando las evaluaciones visuales con
los resultados promedio de las volumetrias manuales. Los
coeficientes de correlacion de Spearman individuales y sus
intervalos de confianza del 95% (IC 95%) fueron de -0,47 (IC
95% -0,80- -0,13), -0,52 (-0,83- -0,21), -0,53 (-0,82- -0,24),
-0,61 (-0,86- -0,35), -0,62 (-0,89- -0,35), -0,63 (0,89- -0,38),-
0,74 (-0,92 - -0,57),-0,78 (-0,96- -0,60), -0,79 (0,95 - -0,64) y
-0,80 (-0,97- -0,64). El coeficiente de correlacion de
Spearman del promedio de todos los evaluadores en forma
conjunta fue de -0,81 (IC 95% -0,96- -0,66) (~Fig. 1).

Analisis Objetivo Manual: Se obtuvieron valores en mm?>
para cada uno de los hipocampos de los 28 individuos
evaluados por dos operadores (=Fig. 2). Se obtuvieron
coeficientes de correlaciéon intraclase (ICC) entre los dos
operadores que realizaron las segmentaciones manuales,
siendo de 0,88 (p <0,0001) para los hipocampos
izquierdos y de 0,86 (p < 0,0001) para los hipocampos
derechos (~Figs. 3 Ay B).

Analisis Objetivo Automatico: Se obtuvieron los valores
en mm> para cada uno de los hipocampos de los 28
individuos (~Fig. 4). Se obtuvieron coeficientes de

3500

3000

]

S

AOM Hipocampaos (mm?)
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correlacion intraclase para cada hipocampo, confrontando
los resultados de la segmentacién automatica contra las
segmentaciones manuales realizadas por los dos
operadores en forma independiente, siendo esos de 0,63
(p < 0,0001) y 0,44 (p < 0,0001) para los hipocampos
izquierdos y de 0,66 (p < 0,0001) y 0,55 (p < 0,0001) para
los hipocampos derechos.

También se obtuvieron coeficientes de correlacién
intraclase para cada hipocampo, confrontando Ilos
resultados de la segmentaciéon automatica contra el
promedio de las segmentaciones manuales realizadas por
ambos operadores, siendo esos de 0,54 (p < 0,0001) para los
hipocampos izquierdos (=Fig. 5A) y de 0,61 (p < 0,0001)
para los hipocampos derechos (~Fig. 5B).

Discusion
Una de las primeras manifestaciones de la EA 'y el DCL es el
trastorno en la memoria a corto plazo. Las formaciones
hipocampales (y sus vias de conexién), son los sustratos
anatémicos principales que estan involucrados en la
generacién y conservaciéon de la memoria.'®> La pérdida
neuronal a nivel de los hipocampos se vera reflejada como
atrofia. Ella puede ser evaluada y medida por diferentes
métodos de imagenes, asi como en estudios post-mortem.
La determinacion del grado de atrofia hipocampal es uno
de los principales marcadores que ha sido histéricamente
utilizado para evaluar a los pacientes con EA. En la
actualidad, las imagenes diagnésticas, particularmente la
RM, nos permiten evaluar el grado de atrofia in vivo en
pacientes con EA manifiesta o estadios clinicos
tempranos.'* Frente a la diversidad de métodos para

r=-0,81

1.5 ) 2.5 3

ASY Promedio

Fig. 1 Correlaciéon de Spearman del valor promedio de los analisis subjetivos visuales (ASV) de todos los evaluadores contra el analisis objetivo

manual (AOM) promedio de ambos hipocampos.
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Fig. 2 AOM de los hipocampos de un sujeto realizado por los dos operadores en rojo (A) y amarillo (B). Se observan las reconstrucciones
volumétricas de las formaciones hipocampales, superpuestas a una secuencia volumétrica ponderada en T1 en posicién oblicua (imagen

superior) y en posiciones sagital, axial y coronal (imagenes inferiores).
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Fig. 3 Graficos de Bland-Altman representando los coeficientes de correlacion intraclase entre operadores que realizaron el AOM de los

hipocampos izquierdos (A) y derechos (B).

cuantificar la atrofia, nuestro trabajo evalu6 algunos de ellos,
realizando un analisis comparativo de los mismos.

Si bien los métodos subjetivos o semi-objetivos han
demostrado cierta utilidad en la practica clinica, su
confiabilidad es siempre inferior y no logra aproximarse a la
volumetria manual.'> Nuestro trabajo también demostré una
gran variabilidad entre los resultados de los diferentes
operadores al realizar el ASV, obteniéndose coeficientes de
correlacién de Spearman individuales de entre -0,47 y -0,80.
Se demostré una leve mejoria en la correlacién con los
resultados del AOM al comparar los resultados de
evaluadores con pocos o muchos afios de experiencia. Sin
embargo, se obtiene una clara mejoria en el coeficiente de

correlacién realizando un promedio de las graduaciones
realizadas por todos los evaluadores siendo este de -0,81.
Debe destacarse que esas correlaciones son negativas debido a
que a menor volumen hipocampal determinado por AOM, es
esperable que el valor numérico de atrofia asignado por ASV
(0 = nula, 1 = leve, 2 = moderada y 3 = severa) sea mayor.

La segmentacion manual se ha postulado como el método
de referencia. Diversos autores y grupos de trabajo han
publicado manuales definiendo dénde se deberian trazar
los limites hipocampales. Una vez definidos los limites, el
principal inconveniente de la segmentacién manual es el
tiempo requerido al operador, sobre todo en la practica
clinica. El tiempo de segmentacién promedio requerido
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Fig. 4 AOM de los hipocampos de un sujeto vs analisis objetivo automéatico (AOA). Se observan las reconstrucciones volumétricas de las
segmentaciones manuales (en verde), automaticas (en naranja) y sus fusiones (en verde-naranja) de las formaciones hipocampales. En la esquina
superior-izquierda, en una vista oblicua superpuestas a una secuencia volumétrica ponderada enT1, en la esquina superior-derecha en una vista
superior, en la esquina inferior-izquierda en una vista anterior y en la esquina inferior-derecha en una vista oblicua.
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Fig. 5 Gréficos de Bland-Altman representando los coeficientes de correlacién intraclase entre el AOM promedio de los hipocampos izquierdos

(A) y derechos (B) contra los valores obtenidos por AOA.

para cada operador fue de aproximadamente 10 minutos por
hipocampo. Se obtuvieron buenos coeficientes de
correlacion inter-observador (0,86 y 0,88).

Actualmente incluso se estd trabajando en la unificacién
de los métodos de subsegmentacion de la formacion
hipocampal tanto mediante procesos manuales como
automaticos, permitiendo diferenciar los volimenes de sus
componentes (giro dentado, asta de Amén, subiculum) y su
relacién especifica con la EA asi como con otras patologias.'®

Los métodos de segmentacion automatica poseen la ventaja
de no requerir gran cantidad de tiempo de un operador humano,
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si bien requieren prolongados tiempos de procesamiento
analitico informdtico. En nuestra experiencia, utilizando el
software FreeSurfer 5.3, requiri6 de aproximadamente
474 minutos +/— 48 minutos (media de 8 horas), para
obtener la volumetria de los hipocampos (entre otros
resultados de procesos no independientes como parcelacién
cortical y segmentacion de estructuras subcorticales). El tiempo
de operador humano requerido es minimo para la carga de datos
y supervisién de resultados. Nuestros resultados arrojan una
moderada correlacion entre el AOM y AOA, siendo esos de entre
0,54y 0,61. Este software estd continuamente en desarrollo,
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mejorando los resultados obtenidos a lo largo de las versiones
que se han ido distribuyendo.'”

Como perspectiva a futuro se menciona que, si bien la
atrofia hipocampal es un marcador sensible, no permite
tamizar los pacientes en estadios preclinicos de la EA, por
lo que seria de utilidad validar biomarcadores por
neuroimagenes (tanto en RM como en PET) que permitan
realizar el diagnéstico en fases tempranas de la enfermedad y
con mayor especificidad.'®1?

Conclusion

El presente trabajo demuestra que la volumetria automatica
(AOA), tiene una correlacién moderada con el método de
referencia (AOM) para la evaluacién de la atrofia hipocampal
por RM. Por lo tanto, deberian tomarse recaudos antes de
implementar esa metodologia en servicios de neuroradiologia
en pacientes con deterioro cognitivo y sospecha de EA.

Si bien el ASV demostro correlaciones individuales
disimiles con el AOM, el promedio de dichas evaluaciones
sigue siendo superior al AOA.
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