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Zacarias Cerezo, Pinturas del Paraiso (2017)

¢Qué quea ya de tuquio aquello?

El compés, y que no farte.
¢Qué ices, que no quiés vinir?
¢Que ya no es la feria de antes?
¢Que no tiés ganas de fiestas?
¢Qué estas llena de alifafes?
¢Qué te da muncha tristeza
Ver las cosas cambrearse,

y que ya no tién los viejos
qu’hacer ande haiga zagales?
Tiés razon; t6 en este mundo
tié er sino de transformarse,

y dende el micobrio al hombre
y del piejo al alfante,

t6 es un vaivén de moléculas

que les busta pasearse,

y van de la tierra al mar

y de la estrella al tomate.

Pero como tuiquio esto

no pué arreglallo nadie

mas que el Sefior, y el es glieno
y sabe lo que se hace,

no hay que ser viejo a la juerza,
u no ser na. iQué punales!
Saber ser viejo es la cencia

mu deficil.

Dos viejos Retestinaos (extracto)

Francisco Frutos Rodriguez

Murcia, 1890-1949

A mi huerta murciana.






Gran Via, Antonio Lopez, A. (1974 — 1981)

Madrid, la otra mitad.

“Si no fuera por la musica, habria més razones para volverse loco”

Piotr Ilich Tchaikovsky
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Composicion de la tesis

La presente tesis en formato de compendio de articulos incluye dos estudios ya publi-
cados en revistas revisadas por pares. Se ha escrito de acuerdo con las especificaciones
indicadas por la Universidad de Barcelona y es presentada con el objetivo de optar al
titulo de Doctor Internacional. Los directores de esta tesis son el Dr. Carles Soriano

Mas y el Dr. José Manuel Menchon Magrina.

Con respecto a la estructura de la tesis, después de una introduccién general sobre el
trastorno neurodegenerativo, las fases premorbidas de este y sus bases neurales, se
exponen los fundamentos para la realizacion de la presente tesis, las hipotesis y objeti-
vos y los métodos utilizados en cada uno de los trabajos recogidos. Los resultados de los
dos articulos y en la parte final de la tesis se desarrollan una discusiéon general de los
resultados de esta tesis, la evidencia previa y distintas lineas de investigacion futura de
interés, las conclusiones (también escritas en inglés), un resumen del conjunto de la

tesis (también en lengua inglesa) y finalmente una lista de referencias.

La tesis consta de dos objetivos principales y dos articulos dirigidos a estos objetivos

que se reportan en el siguiente orden:

1. Como primer objetivo nos marcamos estudiar la conectividad funcional en estado
de reposo del tronco encefalico en una muestra de adultos de mediana edad asin-
tomaéticos con historia familiar de EA y un grupo de participantes sin historia fami-
liar de EA:
del Cerro, 1., Villarreal, M. F., Abulafia, C., Duarte-Abritta, B., Sanchez, S. M.,
Castro, M. N., Bocaccio, H., Ferrer, I., Menchon, J. M., Sevlever, G., Nemeroff, C.
B., Soriano-Mas, C., Guinjoan, S. M. Disrupted functional connectivity of the locus

coeruleus in healthy adults with parental history of Alzheimer’s disease. Journal of



Psychiatric Research, (2020). 123, 81-88. doi: 10.1016/j.jpsychires.2020.01.018.
Factor de impacto: 3.745. Q1 (PSYCHIATRY — SSCI).

2. En segundo lugar, nos planteamos evaluar la conectividad funcional del locus coe-
ruleus durante un paradigma de oddball visual en pacientes con trastorno depresi-
vo mayor en adultez tardia, individuos con deterioro cognitivo leve tipo amnésico y
controles sanos:
del Cerro, 1., Martinez-Zalacain, 1., Guinea-Izquierdo, A., Gascon-Bayarri, J., Vi-
nas-Diez, V., Urretavizcaya, M., Naval-Baudin, P., Aguilera, C., Refié-Ramirez, R.,
Ferrer, 1., Menchon, J. M., Soria, V., Soriano-Mas, C. Locus coeruleus connectivity
alterations in late-life major depressive disorder during a visual oddball task. Neu-
roimage: Clinical, (2020), 28, 102482. doi: 10.1016/j.nicl.2020.102482. Factor de

impacto: 4.350. Q2 (NEUROIMAGING - SCIE)

Por ultimo, cabe mencionar que todos los resultados de esta tesis han sido presenta-
dos en diversos congresos tanto nacionales como internacionales en formato poster y
comunicaciéon oral: OHBM Annual Meeting, 2019, Roma; XXII Congreso Nacional de
Psiquiatria, 2019, Bilbao; 74 Annual Meeting of the Society of Biological Psychiatry,
2019, Chicago; ECNP Workshop for Early Career Scientists in Europe, 2019, Niza; 31
ECNP Congress, 2018, Barcelona; 73™ Annual Meeting of the Society of Biological
Psychiatry, 2018, Nueva York; Barcelona Young Neuroscientists Symposium, 2018,
Barcelona; 30t ECNP Congress, 2017, Paris; 5% edicion del Laboratorio de Ideas de
CIBERSAM, 2017, Santander; 68 Jornadas Catalanas de Neuropsicologia, 2016, Barce-

lona.
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Introduccion

1. Introduccion

1.1.Breve historia de los trastornos neurocognitivos

En el periodo grecorromano encontramos ya las primeras descripciones de trastor-
nos neurodegenerativos. Pitagoras, en el siglo VII a.C., dividio los ciclos de la vida en
distintos estadios y expuso que los dos altimos, que denomind senium y comenzaban a
partir de los 63 y de los 81 afios, respectivamente, se caracterizaban por la decadencia
del cuerpo y la regresion de las capacidades mentales (1). Sin embargo, tanto él como
otros grandes pensadores griegos, como Hipdcrates, Platon o Aristoteles, consideraron
este declive mental como parte inevitable de la vejez (2). En el siglo II a.C., el fil6sofo
romano Cicer6n introduciria la idea de que no todos los ancianos son susceptibles de
desarrollar “debilidad senil” y, ademas, senala que una vida mental activa prevenia, o al
menos retrasaba, el declive intelectual (1). No seria hasta transcurridos cuatro siglos
que Galeno incluyese la morosis (su término para la demencia) en su lista de trastornos
mentales, sefialando que la vejez es una de las situaciones en las que se podria observar,
asumiendo, por tanto, que podria también aparecer en otros escenarios (1). Se separaba
asi el concepto de demencia de la etapa de vejez, y se proponia que existian diversas
causas que la podian inducir, dotando a esta entidad de un caracter mas patologico y
reconociendo que, aunque la mayoria de casos aparecian en etapas avanzadas de la vi-
da, era necesario establecer una distincion con el ciclo biol6gico humano natural. Las
primeras apariciones del término demencia (del latin, estar fuera de la propia mente;
etimoldgicamente, ‘de’, concerniente, “mens”, mente) datan del siglo XII, pero hasta el
siglo XVII no se comenzarian a hacer distinciones entre los distintos tipos de demencia
y a senalar las multiples etiologias de este grupo de trastornos (relacionadas con la
edad, factores congénitos, lesiones cerebrales, abuso de alcohol o drogas, etc.) (3). En
1776, William Cullen clasificaria por primera vez la amentia senilis (demencia senil)

como una entidad médica propia (3).
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Introduccion

A finales del siglo XIX y principios del XX, el comienzo de las observaciones, des-
cripciones y clasificaciones sistematicas, junto con el avance y apariciéon de nuevas téc-
nicas, como la microscopia o la histoquimica, permitieron un rapido desarrollo en el
conocimiento de las demencias y su etiologia (1). Asi, en 1907, Fischer describe la pre-
sencia de placas seniles extracelulares en el tejido encefalico de diferentes casos de de-
mencia senil, a lo que Alois Alzheimer, ese mismo ano, anadiria la observacion de ovi-
llos neurofibrilares (ONFs) en el citoplasma de las neuronas y la degeneracion neuronal
en el cerebro de una paciente (A.D.) que habia sufrido un proceso neurodegenerativo,
llevandole a describir una nueva patologia (1,4). En los afnos sucesivos, distintos autores
apoyaron a Alzheimer con descripciones neuropatologicas semejantes en pacientes con
demencia, y, en 1910, la enfermedad de Alzheimer (EA) fue definitivamente respaldada
como un subtipo de demencia cuando Kraepelin la recogié en su famosa clasificacion
de las enfermedades mentales (4). La EA se incluy6 junto con otras patologias que tam-
bién cursaban con deterioro cognitivo, como la enfermedad de Pick, la demencia vascu-
lar, la frontotemporal, etc., en una descripciéon del grupo de las demencias que practi-

camente se extiende hasta nuestros dias.

En la segunda mitad del siglo XX, el desarrollo de diferentes técnicas y disciplinas
conllevé un formidable avance en el conocimiento del deterioro cognitivo, los distintos
tipos de demencia y los procesos neurodegenerativos subyacentes. Asi, la aparicion del
microscopio electrénico permitiria un estudio mas profundo de la neuropatologia, por
ejemplo de las placas y ovillos propios de la EA (5-7). En los afios 770, la EA seria identi-
ficada como la causa maés prevalente de demencia y por primera vez se puede observar
la atrofia cerebral en pacientes vivos gracias a la tomografia axial computerizada (8—
10). Con el avance de la bioquimica se identifican la proteina tau y el péptido -
amiloide (A) como componentes principales de los ONFs y las placas, y se describe la
presencia de hilos del neuropilo, otro de los cambios fisiopatologicos presentes en la EA
(11—14). Posteriormente, se comenzaron a describir distintas mutaciones genéticas en

los individuos con deterioro cognitivo y demencia, los principales factores de riesgo
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para el desarrollo de cuadros demenciales, y se categorizaron los diferentes estadios
neuropatologicos del deterioro cognitivo, la EA y otras demencias (15—22). Finalmente,
en paralelo a todas las mejoras en técnicas de genética o biologia molecular, la apari-
cion de las técnicas modernas de Neuroimagen estructural hacia la década de los anos
70, asi como el desarrollo de la técnicas funcionales entre la década de los 80 y los 90,
junto con el desarrollo de diferentes métodos de anélisis de los datos de imagen cere-
bral, ha permitido estudiar la estructura y funcién del sistema nervioso de los indivi-

duos in vivo.

A nivel clinico, los trastornos neurocognitivos se pueden describir como un grupo
heterogéneo de entidades que tienen por caracteristica comun la afectaciéon de todas o
alguna de las capacidades cognitivas y/o funcionales previamente adquiridas por el
individuo (23). A pesar de que el deterioro cognitivo esta presente durante el curso de
muchos otros trastornos psiquiatricos, como por ejemplo la esquizofrenia o la depre-
sidn, se clasifican como trastornos neurocognitivos aquellos cuya sintomatologia prin-
cipal sea la afectacion de estas funciones cognitivas (24). En su quinta revision del Ma-
nual diagnéstico y estadistico de los trastornos mentales (DSM-5, Diagnostic and sta-
tistical manual of mental disorders, fifth edition), la Asociacion Americana de Psiquia-
tria (APA), con el fin de aunar en una misma entidad aquellas condiciones que suelen
afectar a los individuos jovenes (p. €j. deterioro cognitivo secundario a traumatismo
craneoencefalico o infeccion por VIH), y, ademas, recoger como trastornos neurocogni-
tivos aquellos casos en los que el individuo presenta deterioro de un solo dominio cog-
nitivo, en el DSM-5 se reemplaza el clasico término demencia por el de trastorno neu-
rocognitivo (23,24), y en él se engloban alteraciones como el delirium, el trastorno

neurocognitivo (TNC) leve o el TNC mayor, junto con todos sus subtipos etiologicos

(23).

La caracteristica principal del delirium es la afectacion de funciones cognitivas

(principalmente, atencién y conciencia, pero también otras como memoria, lenguaje,
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habilidad visuoespacial o percepcion), aunque a diferencia de otros TNCs, el delirium
suele ser de corta duraciéon (desde unas horas hasta aproximadamente una semana), y
suele estar inducido por circunstancias como condiciones médicas (intervencion qui-
rargica, encefalopatia hepatica, etc.), intoxicacion por substancias, sindrome de absti-
nencia, exposicion a toxinas, etc. Sin embargo, el delirium puede también aparecer en
el contexto de un TNC leve o mayor subyacente, ya que el proceso neurodegenerativo
propio de un TNC puede predisponer al individuo a una mayor vulnerabilidad para la

manifestacion del delirium (23).

Tanto en el TNC leve como en el mayor aparece un deterioro cognitivo y funcional
que tiene una duracion superior a la del delirium. Tanto su forma leve como su forma
mayor se pueden clasificar atendiendo a distintas etiologias: EA, degeneracion lobular
frontotemporal, enfermedad por cuerpos de Lewy, trastorno vascular, traumatismo
craneoencefélico, abuso de substancias/medicacion, infeccién por VIH, enfermedad
pribdnica, enfermedad de Parkinson o de Huntington, y otras condiciones médicas (23).
Los criterios diagnoésticos concretos dependeran en gran medida de la etiologia subya-
cente al TNC. En la Caja 1 se pueden consultar los criterios diagndsticos comunes al
TNC leve y mayor en el DSM-5. El desarrollo y curso del trastorno sera diferente aten-
diendo a la causa del TNC, pero aquellos debidos a trastornos neurodegenerativos (EA,
degeneracion frontotemporal, etc.) suelen presentar un inicio insidioso con una progre-
sion gradual. Los signos neuropatologicos y los sintomas clinicos evolucionan en para-
lelo pero en trayectorias temporales diferenciadas, apareciendo los cambios biologicos

incluso décadas antes de las primeras manifestaciones clinicas (25).
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Caja 1. Criterios diagnosticos del DSM-5 para trastorno neurocognitivo leve y ma-
yor

Trastorno neurocognitivo leve

A. Evidencias de un declive cognitivo moderado comparado con el nivel previo de rendimiento en
uno o mas dominios cognitivos (atenciéon compleja, funcidon ejecutiva, aprendizaje y memoria,
lenguaje, habilidad perceptual motora o cognicion social) basadas en:

1. Preocupacion en el propio individuo, en un informante que le conoce o en el clinico, porque
ha habido un declive significativo en una funcién cognitiva, y

2. Un deterioro modesto del rendimiento cognitivo, preferentemente documentado por un test
neuropsicologica estandarizado o, en su defecto, por otra evaluacion clinica cuantitativa.

B. Los déficits cognitivos no interfieren en la capacidad de independencia en las actividades coti-
dianas (p.€j., conserva las actividades instrumentales complejas de la vida diaria, como pagar fac-
turas o seguir los tratamientos, pero necesita hacer un mayor esfuerzo, o recurrir a estrategias de
compensacion o de adaptacion).

C. Los déficits cognitivos no ocurren exclusivamente en el contexto de un sindrome confusional.

Los déficits cognitivos no se explican mejor por otro trastorno mental (p.ej., trastorno depresivo ma-
yor, esquizofrenia).

Trastorno neurocognitivo mayor

A. Evidencias de un declive cognitivo significativo comparado con el nivel previo de rendimiento en
uno o mas dominios cognitivos (atenciéon compleja, funciéon ejecutiva, aprendizaje y memoria,
lenguaje, habilidad perceptual motora o cognicion social) basadas en:

1. Preocupacion en el propio individuo, en un informante que le conoce o en el clinico, porque
ha habido un declive significativo en una funcion cognitiva, y

2. Un deterioro substancial del rendimiento cognitivo, preferentemente documentado por un
test neuropsicologico estandarizado o, en su defecto, por otra evaluacion clinica cuantitativa.

B. Los déficits cognitivos interfieren con la autonomia del individuo en las actividades cotidianas (es
decir, por lo menos necesita asistencia con las actividades instrumentales complejas de la vida
diaria, como pagar facturas o cumplir tratamientos).

C. Los déficits cognitivos no ocurren exclusivamente en el contexto de un sindrome confusional.

Los déficits cognitivos no se explican mejor por otro trastorno mental (p.ej., trastorno depresivo ma-
yor, esquizofrenia).

1.2.Epidemiologia, caracteristicas clinicas y neuropsico-

logicas del TNC

La prevalencia del TNC mayor se estima en entre un 5-10% en individuos mayores
de 65 afos y aumenta hasta mas de un 30% en aquellos de 85 afios o mas (23). Este es

uno de los grupos de trastornos mas incapacitantes, que causan un incalculable sufri-
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miento humano, tanto a los propios pacientes como a su entorno préximo, y que ade-
mas supone un enorme coste social y econémico a nuestras sociedades. En los proxi-
mos afios, debido al aumento de la esperanza de vida y el consiguiente envejecimiento
de la poblacion, se prevé un espectacular aumento de los casos en todo el mundo (ver
seccion 1.8. Base para la realizacion de los estudios), lo que convierte a este grupo de
trastornos en un problema urgente que necesita de investigacion y soluciones reales, y
prueba de ello son los datos de las publicaciones cientificas al respecto en los tltimos

anos (ver Figura 1).
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Figura 1. Incremento del nimero de publicaciones relacionadas con los términos “dementia”
(linea naranja) y “Alzheimer’s disease” (linea verde) desde 1970 hasta la actualidad. Fuente:
Base de datos PubMed.

La EA es la principal causa de TNC tanto leve como mayor. Se estima que supo-
ne entre un 60-90% del total de casos de TNC en personas mayores de 65 afnos (23,26).
Suele presentar un inicio insidioso, con una progresion gradual, y su forma de presen-
tacion mas comun es la amnésica, por lo que la memoria y el aprendizaje son los domi-
nios cognitivos mas afectados (los criterios diagnosticos para el TNC debido a EA en el
DSM-5 pueden ser consultados en la Caja 2) (23,26,27). Sin embargo, pueden aparecer

también otras variedades menos comunes como la no amnésica en la que las capacida-
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des mas afectadas serian otras diferentes de la memoria o el aprendizaje, p.ej. la varie-
dad visuoespacial o la afasia progresiva logopénica (23,28,29). En cualquier caso, debi-
do a la progresion de los cambios neuropatolégicos y su propagacion en el sistema ner-
vioso central (SNC), conforme avanza el TNC el deterioro se torna cada vez mas global
afectando a todas las areas y funciones psicoldgicas, pudiendo aparecer alteraciones en
el lenguaje, desorientacion en espacio, tiempo y/o persona, déficits atencionales, apra-
xias, alteraciones premotoras y sintomas motores, alteraciones gnosicas (agnosia, pro-
sopagnosia, etc.), deterioro de funciones ejecutivas, etc. (30). Ademas de este deterio-
ro neuropsicoldgico, se estima que aproximadamente un 80% de las personas con
TNC debido a EA presenta sintomas neurologicos y psiquiatricos, sobre todo en los es-
tadios mas severos, que incluyen trastornos del estado de animo, como depresion y
apatia, sintomas conductuales como agitacion, agresividad o deambulacién, ansiedad,
trastornos relacionados con el impulso sexual, el apetito o el sueio, alteraciones de la
personalidad, desinhibici6n, miedos injustificados, conductas de acumulacion, e inclu-
so sintomas psicoticos, como alucinaciones o delirios. (23,30). Este tipo de pacientes
sufre repercusiones funcionales en el area laboral, social y personal de forma progresiva
a lo largo del curso de la enfermedad, apareciendo ya en etapas avanzadas alteraciones
en actividades muy basicas y sintomas neurologicos como incapacidad para la marcha,
rigidez muscular generalizada, o problemas en la deglucion, control de esfinteres o re-

flejos primarios (30).

Como comentabamos anteriormente, en los pacientes con EA el deterioro se percibe
primeramente de forma més notable en la memoria de tipo episodico (23,27). A pesar
de que la progresion de los signos fisiopatologicos en la EA todavia es bastante desco-
nocida, el 16bulo temporal medial (LTM), concretamente el cortex transentorrinal (area
35 de Brodmann), es uno de los primeros sitios corticales en los que se han detectado
inclusiones de ONFs (31). Esta region forma parte de la red cerebral de memoria epis6-
dica, por lo que no es de extranar que este tipo de memoria sea una de las primeras

funciones en verse mermadas en la EA (Braak & Braak, 1991). Este tipo de pacientes
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presenta problemas tanto en el recuerdo libre como en el reconocimiento de la infor-

macion previamente aprendida (27).

Caja 2. Criterios diagnosticos del DSM-5 para el trastorno neurocognitivo leve y

mayor debido a Enfermedad de Alzheimer

Trastorno neurocognitivos mayor o leve debido a enfermedad de Alzheimer

A. Se cumplen los criterios de un trastorno neurocognitivo mayor o leve.

B.

Presenta un inicio insidioso y una progresion gradual del trastorno en uno o mas dominios cog-
nitivos (en el trastorno neurocognitivo mayor tienen que estar afectados por lo menos dos do-
minios).
Se cumplen los criterios de la enfermedad de Alzheimer probable o posible, como sigue:
Para el trastorno neurocognitivo mayor:
Se diagnostica la enfermedad de Alzheimer probable si aparece algo de lo siguiente; en caso con-
trario, debe diagnosticarse la enfermedad de Alzheimer posible.

1. Evidencias de una mutacion genética causante de la enfermedad de Alzheimer en los antece-

dentes familiares o en pruebas genéticas.
2. Aparecen los tres siguientes:

a. Evidencias claras de un declive de la memoria y del aprendizaje, y por lo menos de otro
dominio cognitivo (basada en una anamnesis detallada o en pruebas neuropsicologicas
seriadas).

b. Declive progresivo, gradual y constante de la capacidad cognitiva sin mesetas prolonga-
das.

c. Sin evidencias de una etiologia mixta (es decir, ausencia de cualquier otra enfermedad
neurodegenerativa o cerebrovascular, otra enfermedad neurolégica, mental o sistémica, o
cualquier otra afeccion con probabilidades de contribuir al declive cognitivo).

Para el trastorno neurocognitivo leve:
Se diagnostica la enfermedad de Alzheimer probable si se detecta una evidencia de mutacion
genética causante de la enfermedad de Alzheimer mediante una prueba genética o en los ante-
cedentes familiares.
Se diagnostica la enfermedad de Alzheimer posible si no se detecta ninguna evidencia de muta-
cion genética causante de la enfermedad de Alzheimer mediante una prueba genética o en loa
antecedentes familiares, y aparecen los tres siguientes:
1. Evidencias claras de declive de la memoria y el aprendizaje.
2. Declive progresivo, gradual y constante de la capacidad cognitiva sin mesetas prolongadas.
3. Sin evidencias de una etiologia mixta (es decir, ausencia de cualquier otra enfermedad neu-
rodegenerativa o cerebrovascular, otra enfermedad neuroldgica o sistémica, o cualquier otra
afeccion con probabilidades de contribuir al declive cognitivo).

D. La alteracién no se explica mejor por una enfermedad cerebrovascular, otra enfermedad neuro-

degenerativa, los efectos de una substancia o algtn otro trastorno mental, neurolégico o sistémi-
co.

Conforme progresa el proceso neurodegenerativo de la EA desde la corteza transen-

torrinal hacia otras regiones del 16bulo temporal y posteriormente l6bulos prefrontales

y otras areas de asociacion (estadios II-VI de Braak y Braak), distintas funciones neu-
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ropsicologicas se van viendo deterioradas gradualmente (32) (la descripcion de los es-
tadios de Braak puede ser consultada en la seccion 1.5. Bases neurales de los procesos
neurodegenerativos). Es el caso del lenguaje, en el que se aprecia un deterioro general
y progresivo de la habilidad lingiiistica, con problemas de denominacion, fluencia ver-
bal y categorizacion seméntica (27,33), o de las funciones ejecutivas, en las que encon-
traremos problemas de memoria de trabajo, flexibilidad, toma de decisiones o resolu-
cion de problemas (33,34). Las capacidades visuoespaciales han sido sefialadas como
uno de los dominios que sufren un mayor declive a lo largo del progreso de este tras-
torno. En un estudio longitudinal (35) en el que se sigui6 y evalué neuropsicolégica-
mente a un grupo de individuos inicialmente sanos hasta que algunos de ellos desarro-
llaron EA, se observo que la funcidn visuoespacial era la afectada de manera mas tem-
prana, hasta 3 afios antes del diagnostico de la enfermedad, frente al deterioro de la

memoria verbal que apareci6 tan solo un afo antes del diagnostico.

1.3. Factores de riesgo y estadios precoces del proceso

neurodegenerativo

La etiologia de los TNCs es muy variada. Las causas que contribuyen al desarrollo
de cada uno de los subtipos de TNC han sido recurrentemente estudiadas. En el caso
particular de la EA, en su variante mas comun, la forma esporéadica o de inicio tardio
(EAIT), que supone alrededor del 95% del total de casos de EA (36) y en la que los pri-
meros sintomas clinicos suelen aparecen entorno a los 65 afos, el comienzo del proceso
neurodegenerativo comienza afos e incluso décadas antes de la aparicion de estos sin-
tomas (37,38). Tras estudiar 2.332 cerebros sanos de individuos de entre 1 y 100 afios,
Braak et al., 2011 comprobaron que un 42% de los sujetos de entre 1 y 30 anos presen-
taban inclusiones de proteina tau anormalmente hiperfosforilada en la region del tron-
co encefalico, principalmente en el locus coeruleus (LC). Ademas, todos los individuos

analizados a partir de 31 anos presentaban algun tipo de anormalidad relacionada con
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la proteina tau (tau hiperfosforilada o lesiones neurofibrilares, como ONFs o hilos del
neuropilo) tanto en areas corticales como subcorticales, y a partir de la quinta década
aparecian depositos de placas extracelulares de AP en todo el encéfalo (39). En estudios
in vivo, mediante la adquisicion de imagenes de tomografia de emision de positrones
(PET, positron emission tomography), también se ha podido detectar la presencia de
tau anormal en sujetos cognitivamente preservados tanto jovenes como en adultez tar-
dia, que ademaés sigue el patron de expansion y los estadios de los estudios neuropato-
logicos de Braak y Braak (40,41). Estas evidencias parecen indicar que la presencia de
tau y AP anormales en el SNC no resulta suficiente para el desarrollo de los signos y

sintomas clinicos propios de un TNC.

A pesar de que en un principio el riesgo genético en los familiares de primer orden
de pacientes con EAIT se estim6 como no tan alto como en los casos de EA de inicio
temprano o familiar, con el paso de los afios la EAIT se ha ido asociando con distintos
alelos (APP, IQCK, ADAM10, ACE, PSEN1, PSEN2, etc.) asociados principalmente a
cuatro vias relacionadas con el metabolismo de A, el metabolismo lipidico, la inmuni-
dad y respuesta inflamatoria, y la sefializacién celular (42—44), llegando a estimarse
que hasta un 70% de los casos de EA son atribuibles a factores genéticos (45). Ademas,
estudios de gemelos han llegado a predecir una heredabilidad de la EAIT de alrededor
de un 80% (46). Hasta la fecha, la alipoproteina E (APOE) se ha sefialado como el gen
que puede conferir una susceptibilidad mas importante a desarrollar EA (47,48). Con-
cretamente, la APOE puede tener 3 tipos de alelos diferentes (APOE €2, APOE €3,
APOE ¢4), pero al presentarse un genotipo con al menos un alelo tipo 4, es decir €2/¢4,
€3/¢€4 0 €4/¢4, el riesgo de desarrollo de EA aumenta (49). Se estima que alguno de es-
tos genotipos esta presente en alrededor del 56-64% de los pacientes con EAIT (50—
52). Ademas, en familiares de primer grado de pacientes con EAIT, el riesgo de desa-
rrollo de EA se incrementa conforme mas alelos tipo 4 presentan: de entre aquellos

familiares directos que presentaron un genotipo APOE €2/¢3 0 €3/€3, un 20% desarro-
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llaron EA; al presentar un alelo 4, €2/¢4 0 €3/¢4, el 47% desarrollé EA; y un 91% de los
€4/¢4 estuvo afectado (50). Este gen también influye en la edad de debut del TNC, sien-
do de 84 anos de media en aquellos que no presentan ningun alelo ¢4, de 75 afios en
sujetos con un solo alelo €4, y de 68 afios cuando se presentan los dos alelos ¢4 (50). El
APOE ¢4 se relaciona con alteraciones en el proceso de eliminacion de placas de AB, y la
subsecuente acumulacion de las mismas (53,54). De igual manera, en los portadores de
APOEe4 la carga de tau es mas alta, y ademas el APOE afecta a la patogénesis de tau y

la neuroinflamacion y neurodegeneracion mediada por tau (55,56).

Ademés de la heredabilidad genética, han sido sefialados como impulsores de la apa-
ricion de TNCs diversos factores de riesgo modificables, que en gran medida de-
penden del entorno social y familiar del individuo. Distintos metaanalisis y revisiones
sistematicas aportan evidencia de que la reserva cognitiva (entendida como los afios de
educacion formal, la ocupacion y el nivel de actividad mental a lo largo de la vida), la
actividad fisica y el ejercicio, asi como la obesidad y sus consecuencias metabdlicas ne-
gativas (p.ej. diabetes mellitus tipo 2), representan los componentes variables més in-
fluyentes en el desarrollo de TNCs (57—63). De hecho, sujetos con niveles anormales de
AP,2, uno de los biomarcadores validados de TNCs (ver 1.5. Biomarcadores de TNCs),
pero con altos niveles de reserva cognitiva muestran una mayor resistencia al avance
del proceso neurodegenerativo en regiones corticales y subcorticales, ya que muestran
mayor preservacion del volumen estructural de estas areas (64). El consumo de alcohol
y tabaco también ha sido identificado como factor de riesgo para el desarrollo de TNCs

(45,65), aunque todavia existe cierta controversia en la literatura al respecto (61,66,67).

Otras condiciones médicas tratables como la diabetes, los traumatismos cra-
neoencefalicos, los trastornos del sueno (apnea obstructiva, insomnio o sindrome de
piernas inquietas), o distintos factores de riesgo de origen cardiovascular, como la hi-
pertension o la hipotension arterial en la mediana edad, los accidentes cerebrovascula-

res, el infarto de miocardio, las enfermedades de las arterias coronarias o la hipercoles-
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terolemia, también contribuyen substancialmente a la aparicion de un TNC en la adul-
tez tardia o la vejez (45,61,68—78). Igualmente, la dieta y la microbiota intestinal tam-
bién han sido relacionados con el nivel de deterioro cognitivo, el desarrollo de TNCs o
la edad de debut de este (79—85). Por ejemplo, la variedad de microbiota se ha asociado

con el nivel de depositos de AP (86,87).

Ademas de aquellos familiares de pacientes con TNC, que por su carga genética pre-
sentan un mayor riesgo de desarrollar un proceso neurodegenerativo, o aquellas perso-
nas que cumplen uno o varios factores de riesgo, existen otros grupos con altas ta-
sas de incidencia de TNCs mayor sobre los que se han realizado multitud de estu-
dios. Uno de estos grupos lo constituyen las personas con deterioro cognitivo leve
(DCL) o TNC leve. Los criterios diagnosticos de DCL en el DSM-5 (Caja 1) incluyen el
deterioro cognitivo moderado en uno o varios dominios neuropsicologicos, que nor-
malmente es percibido de manera subjetiva por el propio individuo o por un informan-
te cercano al sujeto, y que se corrobora objetivamente mediante escalas neuropsicologi-
cas estandarizadas. Para ser considerado TNC leve, el funcionamiento cognitivo general
se debe de mantener preservado, asi como la capacidad para realizar las actividades de
la vida diaria de manera independiente (88). La prevalencia en poblaciéon general del
DCL es de alrededor del 1-2% en mayores de 65 anos y de mas del 30% en mayores de
85 (23). La tasa de progresion a un cuadro demencial en los sujetos con DCL se encuen-
tra entre el 5-15% por afio (88). Atendiendo al principal criterio diagnostico del DCL (el
deterioro de uno o varios dominios cognitivos), el trastorno puede clasificarse en DCL
de tipo amnésico (DCL-a) si existen quejas subjetivas mnésicas y/o el desempefio en
tests neuropsicologicos de memoria episodica es pobre, 0 no amnésico (DCL-na), en el
caso de que la afectacién neuropsicologica se encuentre en otra area, como funciones
ejecutivas, lenguaje o habilidades visuoespaciales (88). Ademas, el DCL puede ser de
dominio tnico, cuando solo se ve afectada una funciéon neuropsicolégica, o de multiples
dominios, cuando mas de un area presenta un desempeiio por debajo de la normalidad

para la edad del individuo (88). Mientras que el DCL mas frecuente es el de dominio
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unico, la prevalencia de DCL-a y DCL-na es similar. Sin embargo, la conversion hacia
un cuadro de TNC mayor tipo EA es mas probable cuando hablamos de DCL-a, mien-

tras que los DCL-na suelen desarrollar TNCs de otra tipologia (89).

Otro de los grupos de mayor riesgo de conversiéon a TNC mayor o demencia lo con-
forman los pacientes con un trastorno depresivo mayor (TDM), especialmente
cuando el cuadro depresivo debuta o esta presente en la adultez tardia (90). El deterio-
ro cognitivo es una de las caracteristicas principales del TDM, y normalmente se ve
agravado con un mayor ntimero de episodios depresivos (91). Igualmente, la gran ma-
yoria de los pacientes con TNC presentan sintomas depresivos o un cuadro de TDM en
edad tardia (92). De hecho, la presencia de un cuadro de TDM en la adultez tardia se ha
sefialado como una condicion de riesgo para el desarrollo de un TNC mayor, especial-
mente de tipo EA, en comparacioén a sujetos sin sintomas depresivos (93—96). Aunque
en la actualidad no existe suficiente evidencia para explicar la relacion entre depresion
y demencia, existen diferentes hipotesis sobre su relacion: 1) el TDM podria ser reactivo
al deterioro cognitivo temprano, 2) el empeoramiento del deterioro cognitivo propio de
la depresiéon podria desencadenar en un TNC, o 3) la depresion podria suponer una

manifestacion clinica precoz de un TNC ya instaurado (93,97,98).

El nimero de sintomas y de episodios depresivos se ha asociado también de manera
directa con una mayor probabilidad de desarrollar TNC mayor; asi cada nuevo sintoma
aumentaria el riesgo de TNC en un 19%, y cada episodio depresivo en un 14%, pudiendo
llegar al doble de riesgo en aquellos pacientes que hayan presentado dos o més episo-
dios depresivos (99,100). A nivel de la relaciéon temporal entre estos dos tipos de sin-
tomas, se ha observado una fuerte asociacion entre ambas patologias cuando los sinto-
mas depresivos aparecen un ano antes del diagnoéstico del TNC (101), aunque esta rela-
cion va haciéndose cada vez mas débil cuanto mas se aleja el debut de los sintomas de-
presivos del diagnoéstico del TNC. Sin embargo, en pacientes en los que ambos trastor-

nos se separaron en hasta 25 afos, la asociacion entre depresion y demencia todavia es
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apreciable, aunque de manera méas débil (101). Finalmente, la presencia de un TDM se
ha visto asociada con una mayor prevalencia de DCL y con un incremento de la proba-

bilidad de progresiéon a un cuadro de TNC mayor en los individuos con DCL previo

(98).

1.4.Bases neurales de los procesos neurodegenerativos

Los TNCs, concretamente de tipo EA, son trastornos neurodegenerativos que se
desarrollan durante décadas y se caracterizan morfoldégicamente por la acumulacion de
péptidos de AP que forman depositos difusos y placas neuriticas, depositos de A} en los
vasos que producen angiopatia amiloide, acumulaciones de tau hiperfosforilada que
forman ONFs intraneuronales, hilos del neuropilo y neuritas distréficas (102—105).
Estas caracteristicas estan presentes a lo largo de la evolucion del TNC, pero también
pueden aparecer en sujetos cognitivamente preservados (41,106). Por este motivo, se
han ido sucediendo diferentes estudios sobre el curso de la enfermedad o cémo se rela-
cionan estas proteinas, y sobre qué diferencia a los individuos con cuadros clinicos de

aquellos asintomaticos.

Tras décadas de investigacion se concluy6 que la proteina A era el componente
patolégico predominante en TNC debido a EA (107,108). El componente primario de
las placas amiloides es la acumulaciéon de péptidos AP no fibrilares, fibrilares u oligo-
meros provenientes de la escision de la proteina APP (amyloid precursor protein o
proteina precursora amiloidea). Este proceso da lugar a diferentes isoformas de A3, con
entre 38-43 aminoacidos. En condiciones no patologicas, la isoforma predominante es
la AB4o, mientras que en EA aparece en un primer momento (hasta 25 afios antes del
inicio de la enfermedad) un incremento de los valores de Af,., que descendera, como
consecuencia de la propension a agregarse en las placas de A, unos 10 afos antes del

inicio del cuadro clinico (109). En EA, hay dos tipos de agregados: las placas AP difusas,
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comunes en adultos cognitivamente preservados, y las placas neuriticas (de nacleo den-
s0), que se encuentran normalmente en pacientes con TNC debido a EA (110). Estas
altimas, se asocian con neurotoxicidad, causan pérdida de sinapsis, astrocitos reactivos
y microglia activa, asi como la distorsion de los filamentos helicoidales de tau en axones
y dendritas, lo que promueve la posterior formacién de ONFs (111). La carga de estas
placas AP puede ser evaluada mediante PET, y entre 3 y 5 anos antes del deterioro cog-
nitivo aparece un incremento de esta deposicion de placas junto con los niveles de tau
total y tau fosforilada en LCR (112,113). La concentracion de placas amiloides agregadas
en PET amiloide es dependiente de la edad, pero también del perfil genético APOE
(114). En individuos con DCL la carga de AP en PET predice el deterioro cognitivo de
los afios posteriores, y diferencia a aquellos DCL que se encuentran en el continuum de
EA de aquellos cuyo deterioro es debido a otros factores y que en general no progresan

tan rapido (115,116).

Las fases de deposicion de AP fueron estudiadas y se estableci6 una clasificacion
con diferentes estadios en la aparicion de los depésitos de AP (Figura 2). En la fase 1
s6lo se encuentran depdsitos A en el neocortex, concretamente en los 16bulos frontal,
parietal, temporal y occipital. En la segunda fase, ademas de las regiones neocorticales,
también se ven involucradas areas como la corteza entorrinal, el 16bulo insular, la
amigdala o el cingulo. En la fase 3, las placas de AP se hacen presentes en regiones sub-
corticales tales como el caudado, putamen, claustro, niicleo basal de Meynert, substan-
cia innominata, tdlamo, hipotalamo, nicleo habenular lateral o la substancia blanca.
Varios ntcleos del tronco, como el olivar inferior, la formacién reticular del bulbo, la
substancia negra, los coliculos superiores o inferiores y el nticleo rojo, se ven afectados
en la fase 4. Por ultimo, en la fase 5, aparecera A en la formacion reticular del puente,
los nucleos pontinos, central y dorsal del rafe, el locus coeruleus, el nticleo parabraquial

y el nacleo tegmental dorsal y en el cerebelo (117).
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Figura 2. Fases de deposicion de placas de AP. La fase 1 se caracteriza por presentar placas
en neocortex exclusivamente (en negro); en la fase dos también aparecen en corteza entorrinal,
l6bulo insular, amigdala y cingulo (sefialadas con flechas rojas); fase 3, incluye diferentes na-
cleos subcorticales y substancia blanca; en la fase 4 comienza la afectaciéon del tronco encefalico;
y en la altima fase apareceran las placas en algunos nucleos del puente y en el cerebelo. Figura
adaptada de Thal et al., 2002 (117).

Estos datos llevaron a la formulacion de la hipotesis de la cascada amiloide, que pos-
tula que la agregacion de la AP y/o el deposito en distintas regiones del SNC es el punto
inicial en el desarrollo del TNC debido a EA, siendo también el factor desencadenante
de distintos eventos fisiopatolégicos asociados, que incluyen los ONFs de tau, la disfun-
cion sinaptica, la inflamacion, neurodegeneracion, anormalidades vasculares y el cua-
dro clinico de demencia en el paciente (118). Siguiendo esta logica, las intervenciones
terapéuticas con AB como diana deberian prevenir u ofrecer una mejoria en el trata-
miento del TNC tipo EA, pero los grandes ensayos clinicos enfocados a esta proteina no

obtuvieron los resultados esperados (119). Es por ello que en los afos siguientes y tras
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avances en analisis de imagen, biomarcadores y modelos animales, se comenzaron a

estudiar otros componentes que intervienen en el progreso del TNC.

Se empez6 entonces a sefialar a la proteina tau como otra posible gran contribuidora
al inicio y progreso de la enfermedad. Las alteraciones de proteina tau son otro de los
componentes principales del TNC debido a EA, pero también estan presentes en otros
trastornos neurodegenerativos como la parélisis supranuclear progresiva, la degenera-
cion corticobasal, la enfermedad de Pick o la demencia frontotemporal. La proteina tau,
en condiciones normales, se localiza principalmente en el ax6n de las neuronas, concre-
tamente en el citoesqueleto de los microttibulos axonales (120,121), pero también en
otros compartimentos neurales como la membrana plasmaética, el entorno sindptico
(pre y post sinéptico), la dendrita, e incluso en el ndcleo de células neuronales y no
neuronales (103,122—127). Cumple distintas funciones que van desde la estabilizacion
de los microtibulos y el transporte axonal o la sehalizacion neuronal y plasticidad si-
naptica, hasta preservar la integridad del ADN y ARN nuclear y citoplasmatico
(121,125,128-131). Sin embargo, determinadas alteraciones dan lugar a que se inicie el
proceso patologico. En este caso, se produce una excesiva fosforilacion, principalmente
de la proteina tau axonal, que se convierte en insoluble, desprendiéndose de los micro-
tabulos y deslocalizandose hacia otras regiones de la neurona, creando agregados y
depositos en distintas regiones de la célula (132—136). Estas agregaciones van desde
pequenos oligbmeros solubles, que también tienen un importante papel en la acci6on
neurotoxica de tau, hasta grandes agregados de tau, como los ONFs compuestos de
proteina tau hiperfosforilada en forma de filamentos pareados helicoidales (5,103).
Existen diferentes tipos de ONFs que incluyen preovillos, ovillos intracelulares o ex-
traneuronales (ovillos fantasma) (137). Los preovillos de tau patolégica se van agregan-
do y dan lugar a la formacion de ovillos fibrilares intraneuronales maduros, que provo-
can diferentes alteraciones como anormalidades en la dendrita, el axon y la funcion
sinaptica de la neurona (111). Los ovillos fantasma, en cambio, son el resultado de la

muerte de neuronas que contienen ONFs y se hacen visibles con algunas tinciones,
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mostrando el lugar donde existia una neurona “enferma” (137). Cuando la tau hiperfos-
forilada, en la forma de filamentos pareados helicoidales, se agrega con placas neuriti-
cas de AP forman hilos del neuropilo, compuestos también muy presentes en EA y que

se relacionan con profundas alteraciones del citoesqueleto neuronal (14,138,139).

El aumento de tau fosforilada, su desprendimiento de los microttibulos y su poste-
rior deposito puede producirse en las dendritas en las fases tempranas de la EA o en el
nucleo en fases mas avanzadas, donde interacciona y dana directamente el ADN/ARN y
a proteinas asociadas a estos (31,103,129—131,140—143). Este deposito de las agregacio-
nes de tau patogénica se produce en el soma neuronal, atravesando la barrera de difu-
sion axonal y alterando la funcién pre y postsinaptica (124,144—147). La tau patogénica
sufre un proceso de seeding, en el que se forman fibras anormales mediante el recluta-
miento de monémeros por un oligbmero inicial. Estas fibras pueden propagarse a
grandes distancias viajando a través del axon o transsinapticamente, con transferencia

neurona-a-neurona o contaminando células secundarias (148-159).

La aparicion y propagacion de tau en diferentes regiones encefalicas fue estudiada
por Braak y Braak, proponiéndose diferentes estadios de severidad de la tauopa-
tia en la EA (ver Figura 3). En los estadios pre-ONFs (estadios a-c), aparecen cambios
en la proteina tau en el tronco encefélico, concretamente en el locus coeruleus, que se
extienden después hacia otros nicleos como los del rafe, el magnocelular de Meynert, el
tuberomamilar o los pedinculos cerebelares. Conforme el TNC avanza, los pre-ovillos
de tau se vuelven insolubles, forman lesiones neurofibrilares y se extienden a la region
transentorrinal (estadio I), entorrinal y formacién hipocampal (II), tdlamo y estriado
(III), areas de asociacion del temporal, parietal y occipital y 16bulo prefrontal (IV), re-
giones de asociacion de primer orden y areas premotoras (V), y por ultimo areas prima-

rias sensoriales y motoras (VI) (31,37,39).

Las consecuencias de la acumulacion de los depésitos de tau y su propaga-

cion por el SNC son diversas e incluyen la alteracion de las funciones propias de la tau,
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afectando a la estructura de los microtibulos, el transporte axonal, el empaquetado (o
‘bundling’) de filamentos de actina presinapticos, la disfuncién neuronal, cambios es-
tructurales en las sinapsis y pérdida de las mismas, y, finalmente, deterioro de habili-
dades cognitivas conforme la enfermedad progresa (124,145,160—165). La acumulacion
de tau presinaptica, particularmente mondémeros u oligbmeros tanto de tau fosforilada
como soluble (166), promueve que ésta se adhiera a las vesiculas sindpticas e interfiera
en la funcion de la neurona presinaptica, provocando una reduccion de la movilidad de
estas vesiculas o la alteracion de la liberaciéon de neurotransmisores, produciéndose asi
toxicidad sinaptica y la aparicion del deterioro cognitivo clinico y déficits de memoria

en modelos animales (124,167—171).

Sin embargo, la tau hiperfosforilada esti presente en el tronco encefalico y el
LTM en la mayoria de los adultos jévenes sanos de 30 o menos afios con ausencia de
patologia AP y en personas de edad avanzada sin evidencia de sintomas clinicos de TNC
(31). Estos hallazgos sugieren que, al igual que la A también puede estar presente de
manera substancial en adultos cognitivamente preservados, los ONFs por si mismos no
desencadenan el desarrollo de la EA (31,172). En la EA, encontramos tanto A} como
ONFs, y la neurodegeneracion ocurre en distintas regiones (173,174): el deposito de
placas de AP se origina de manera mas difusa en el neocortex y se propaga hacia el inte-
rior (15,117,175), en cambio la patologia tau ocurre de manera paralela a la muerte neu-
ronal, apareciendo a nivel del cortex en la regiéon entorrinal y propagandose hacia el
hipocampo y el neocértex (176,177). Los valores de ONFs estan positivamente asociados
con el nivel de atrofia del LTM en RM, que a su vez se encuentra estrechamente ligada
con la aparicion y severidad de los sintomas cognitivos. En cambio no se ha hallado una

correlacion significativa entre la carga de depositos de AP y la integridad estructural del

LTM (178).
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Figura 3. Resumen de los diferentes estadios de tau patologica en el SNC. La tau patolégica
aparece en primer lugar de forma subcortical, primeramente en el LC y se propaga hacia
otros ntcleos. A partir del estadio I, los agregados se vuelven insolubles y comienzan a ex-
tenderse a nivel cortical. Figura adaptada de Braak & Del Tredici, 2016 (37).
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Existe evidencia de que estas dos proteinopatias no suponen procesos estancos sino
que ambas se relacionan entre si. El depdsito de A es necesario para el desarrollo de
EA pero no es suficiente para desencadenar el cuadro clinico de TNC que s6lo se evi-
dencia cuando existe patologia tau cortical junto con los acamulos de AP (117,179,180).
Este es uno de los motivos por los que el diagnostico de EA sélo se realiza cuando existe
evidencia de ambas proteinopatias en el SNC (43,181—-183). Distintos estudios han
constatado que la inyeccion de AP induce la agregacion, fosforilacion y propagacion de
tau (184—188), y que el incremento de la actividad neuronal y el tratamiento con Af
podria aumentar la carga de tau sinaptica o dendritica y su propagacion a las neuronas
postsinapticas, regulando la localizacién y propagacion de la proteina tau y su papel
sinaptotoxico (189—193). Igualmente, la severidad de A se correlaciona positivamente
con la patologia tau, y la coexpresion de ambas suprime la actividad en la neurona im-
plicada (194—196). A su vez, la tau dendritica parece modular la actividad AP, ya que la
excitotoxicidad en la neurona y los defectos sinapticos inducidos por AP dependen de la
expresion de tau a nivel postsinaptico (125,197—202). Estos hallazgos, junto con la falta
de concordancia anatémica y temporal de la patologia AP y la muerte neuronal apunta
a que existe una gran complejidad en la relacion entre los eventos fisiopatologicos de la
EA, y sugiere que es necesaria la interrelacion entre A y tau para que se produzca

el proceso neurodegenerativo.

En cualquier caso, ademas de tau y AP, existen otros mecanismos fisiopatol6-
gicos que parecen influir en el proceso de desarrollo de EA y que contribuyen a su pro-
greso, como es el caso de la neuroinflamacién, con la presencia de astrocitos reactivos,
microglia y niveles elevados de moléculas proinflamatorias, que influyen tanto en la
eliminacion de placas AP y su deposito como en la propagacion de la patologia tau

(111,203—210).

El proceso degenerativo es lento y requiere de un extenso periodo de tiempo pa-

ra manifestarse clinicamente (39). A pesar de que los cambios anormales en tau apare-
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cen de manera precoz en la vida, las lesiones no comienzan a aparecer hasta muchos
afos mas tarde, creando una distribucién regional caracteristica de la EA (15,39,211—
216). Solo en las dltimas fases del proceso patolégico, cuando posiblemente coexistan
AP y tau en las mismas regiones, se hacen evidentes los sintomas reconocibles de la EA
esporadica. Esto explicaria que la frecuencia de casos clinicos crezca con la edad, siendo

la presencia de TNCs maéas evidente en las sociedades con altas esperanzas de vida

(214,217—223).

Uno de los factores agravantes de la patologia neurodegenerativa es la exposicion
al estrés croénico, que estd causalmente relacionado con la depresion mayor, en la
que también se reflejan signos neuropatologicos propios de la EA (93,224,225). La se-
crecion de altos niveles de glucocorticoides provocada por eventos estresantes de forma
cronica contribuye al mal procesamiento de la APP y la generacion de AP, asi como a la
hiperfosforilacion y agregacion de tau, provocando también cambios en el proceso de
neurogénesis, muerte celular, y alteraciones en la conectividad neuronal y las interac-
ciones entre astroglia y neurona, con defectos de arborizacién dendritica y muerte si-
naptica (226). Diversos estudios apuntan a que los niveles de estrés y glucocorticoides
suponen un factor de riesgo para el desarrollo de EA, aumentan la tasa de deterioro
cognitivo y los déficits de memoria, la pérdida neuronal en el hipocampo, y la hiperfos-
forilacion de tau y acumulacién somatodendritica en hipocampo, amigdala y cortex
(227—230). Ademas, aquellos pacientes con EA e historia de depresion muestran una
mayor acumulacion de placas de AB, ONFs y otros cambios neuropatologicos en el hi-
pocampo, asi como un deterioro cognitivo global mas rapido en comparacién con aque-

llos EA sin sintomas depresivos (231).

A pesar de conocer muchos de los procesos fisiopatolégicos comunes entre la depre-
sién mayor y los TNCs, la relacion entre estos procesos ain no nos es completamente
conocida. Existen diversos estudios que demuestran que existe en pacientes con TDM

un aumento de los depositos de placas de AP y de ONFs, alteraciones en el ratio AB,o/
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Ap,2, aumento de muerte neuronal y glial en distintas regiones cerebrales como el hipo-
campo o el cortex frontal, atrofia hipocampal, niveles bajos de factores de crecimiento
como BDNF, excitotoxidad, disfuncién mitocondrial, estrés oxidativo, y procesos neu-
roinflamatorios que desembocan en disminuciones del volumen cerebral y déficits cog-

nitivos (93,232—237).

1.5.Biomarcadores de los TNCs

Tradicionalmente, el diagnodstico de la mayoria de los TNCs, y més concretamente de
la EA, no ha podido ser definido de manera certera hasta el momento de la autopsia. A
lo largo de las ultimas décadas, se han sucedido los intentos de desarrollar marcadores
bioldgicos in vivo que permitan realizar diagnosticos fiables y detectar la existencia de
un proceso neurodegenerativo en individuos asintomaticos, antes de la apariciéon de los
signos neuropsicologicos y conductuales propios del TNC y de que el proceso neurode-
generativo haya comenzado de manera irreversible. Disponer de unos biomarcadores
eficaces supondria una oportunidad para la prevencion y unas mayores posibilidades
de intervencion temprana en estadios precoces del TNC o incluso antes de su manifes-
tacion. Permitiria igualmente establecer diferentes dianas terapéuticas (farmacologicas,

genéticas, etc.) y desarrollar nuevos tratamientos.

Los biomarcadores actualmente validados se obtienen principalmente a partir
de muestras de LCR (liquido cefalorraquideo) o de pruebas de imagen, tanto de imagen
nuclear como de RM. Una clasificacion de estos biomarcadores puede ser consultada en
la Tabla 1. En una reciente revision, el NIA-AA (National Institute Aging and Alzhei-
mer’s Association) plantea clasificar los biomarcadores disponibles actualmente en
base a las tres marcas distintivas del TNC (43). Asi, encontramos como biomarcadores
de la presencia de placas de AP (A) la captacion anormal de ligando amiloide cortical en

una prueba PET (ej. florbetapir) o valores bajos de AB,4. o del ratio AB,./ AB4o en LCR,
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como marcadores de la presencia de ONFs (T) los valores altos de tau fosforilada (tau-

F) en LCR o la captacion anormal de ligando tau cortical en PET (ej. flortaucipir), y

como biomarcadores del proceso de neurodegeneracion o dafio neuronal (N) los niveles

de tau total (tau-T) en LCR, el hipometabolismo en PET de fluorodeoxiglucosa (PET

FDG), o la atrofia temporal medial en imagenes de resonancia magnética (RM) estruc-

tural (43). Este Gltimo grupo de biomarcadores, los N, forman un grupo mucho mas

heterogéneo y son simplemente indicadores de un proceso neurodegenerativo o de de-

terioro neuronal que puede estar causado por distintas etiologias. La combinacion de

los tres tipos de biomarcadores, A-T-N, con la posibilidad de que cada uno de ellos ten-

ga un valor positivo o negativo, ha sido propuesta como una metodologia para clasificar

a los individuos en el continuum del proceso neurodegenerativo (43).

Tabla 1. Biomarcadores indicativos de presencia de trastorno neurocognitivo

Método de adquisicion Biomarcador Proceso estudiado
Liquido cefalorraquideo | Ratio AB,42/ AB4o Formacion de placas de B-amiloide
1 Tau-F Formacion de filamentos helicoidales
pareados de proteina tau (propios de
NFTs)
1 Tau-T Dano neuronal
Imagen nuclear PET amiloide positivo Placas amiloides agregadas
PET tau positivo Depositos corticales de proteina tau

Hipometabolismo cor-
tical en PET FDG

Imagen por RM Atrofia temporal

medial

patolbgica

Actividad funcional - dafio neuronal y
pérdida de substancia gris

Pérdida o disminucion de substancia
gris
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Estos biomarcadores han sido validados a través de su correlacién con sintomas cli-
nicos y hallazgos post mértem en casos de TNC mayor y leve. Asi, por ejemplo, la com-
paracion entre imagen in vivo de PET flortaucipir y los datos de autopsias ha mostrado
una correcta identificacion de los filamentos helicoidales pareados (propios de ONFs) y
una correlacion con los estadios de acumulacion de ONFs de Braak y Braak (238). En el
caso de AP, se ha comprobado que el PET-amiloide es un buen marcador in vivo de la
presencia de depositos de placas en estudios post mortem (239—243). Igualmente, el
descenso del ratio AB,./ AP4o en LCR se ha correlacionado negativamente con la agre-
gacion de placas de A} cerebrales en autopsia (244). Por otro lado, la asociacién en-
tre estos distintos biomarcadores también ha sido estudiada. La captacion cortical
anormal de radioligando tau se correlaciona negativamente con valores de metabolismo
en PET FDG y el volumen de substancia gris hipocampal en imégenes estructurales de
RM (245). La presencia de biomarcadores de A} anormales en sujetos cognitivamente
preservados se ha asociado con una rapida progresion hacia atrofia cortical, especial-
mente en hipocampo y cingulo posterior, hipometabolismo y puntuaciones més bajas
en medidas de memoria en comparacién a aquellos individuos sin marcadores amiloi-

des anormales (246—258).

La literatura evidencia que el uso de estos biomarcadores no debe de realizarse de
manera estanca sino en combinaciéon entre ellos. Diversos estudios muestran que la
combinacién de resultados anormales en algiin marcador amiloide junto con un bio-
marcador de otro tipo, como la atrofia en RM, altos niveles de tau-T o hipometabolismo
general en PET FDG tiene un mayor poder predictivo de deterioro clinico posterior que
el estudio de un biomarcador amiloide por si solo (259—261). Ademaés, més alla de estos
biomarcadores ya validados, existen nuevos marcadores que se postulan como posi-
bles futuros candidatos en el diagnostico de TNC. Ejemplo de ello son los valores de
proteina tau en plasma, biomarcadores de TDP43, de cadena ligera de neurofilamentos,

a-sinucleina, neurogranina, etc. (44,102,262—264).
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En distintos grupos de riesgo o fases iniciales de TNC mayor también se han
llevado a cabo estudios de estos biomarcadores. Asi, en DCL el PET FDG ha demos-
trado tener un mayor poder predictivo de conversion a EA que otras pruebas de imagen
como el SPECT o la RM estructural (265). Ademas, los biomarcadores de LCR como el
ratio AB,2/ APB4o, 1a tau-T o la tau-F también se han propuesto como marcadores ttiles
para la prediccion de la conversion de DCL-a a cuadros de TNC mayor (266—268). Por
otro lado, tanto en individuos con EA como DCL con depresion comorbida, la captacion
de senal amiloide en PET y la formacion de placas amiloides y de ONFs en estudios
post moértem es mayor en comparacion con aquellos DCL o EA sin depresion
(231,269,270). En pacientes con TDM, se han encontrado alteraciones en los niveles
plasmaticos de AP, (271,272), que se han relacionado con una mayor probabilidad de
manifestar TNC mayor en afos subsiguientes (273). En cuanto a la relacion entre TDM
y tau, existe evidencia de asociacion entre ellas (274), pero su papel en esta patologia y

en la posible conversion a TNC sigue siendo un asunto pendiente de dilucidar (275).

A partir de estas evidencias, se ha propuesto una cronologia de la aparicion de
anormalidades en los distintos biomarcadores para tratar de entender como
evolucionan los procesos subyacentes a los TNCs. La comparaciéon de estos biomarca-
dores indica que los cambios en los marcadores de A se detectan de manera mas tem-
prana que los asociados a patologia tau (178,180), aunque en los estudios con inmuno-
tincion las primeras alteraciones en el proceso neurodegenerativo parece que son aque-
llas asociadas a la proteina tau (39). La evidencia parece apuntar a que los cambios fi-
siopatolégicos en AP, aunque comienzan mas tarde y de manera independiente a aque-
llos en tau, reflejan anormalidades en los marcadores mas prematuramente y podrian
estar influyendo y acelerando un posterior proceso de acumulacién de tau insoluble y
ONFs (ver seccion 1.5. Bases neurales de los procesos neurodegenerativos) (180). Asi,
en primer lugar, se encontrarian alterados los valores de Af,., tras ellos el PET amiloi-
de, y después los valores de tau en LCR, el PET FDG, la prueba de RM, y, por altimo,

aparecerian los sintomas cognitivos (Figura 4).
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Figura 4. Modelo de evolucién de los niveles de biomarcadores a lo largo del continuum del
TNC. El umbral de deteccion (linea horizontal negra) marca el punto a partir del cual la altera-
cion de un biomarcador se hace evidente o da positivo. La acumulacién de tau sucede con ante-
rioridad a la aparicion independiente de AP (reflejada en linea morada para AB,. en LCR, y en
linea roja para PET amiloide), pero se mantiene en una region sub-umbral (drea grisicea) hasta
que la proteina amiloide impulsa este proceso patologico de tau y sus niveles en LCR (linea azul
claro) comienzan a aumentar. La aparicion de los sintomas cognitivos (linea verde) puede ocu-
rrir a lo largo de un amplio periodo de tiempo; aquellos individuos con alta carga de AP, tau y
signos de neurodegeneracion mostraran deterioro cognitivo mas prematuramente situdndose en
una zona de alto riesgo. Los sujetos con un desarrollo normal con muy poca carga de signos
neuropatolégicos mostraran un declive cognitivo mucho mas suave a lo largo de los anos y se
encontraran en una zona de bajo riesgo (linea verde situada més a la derecha). Figura adaptada
de Jack et al., 2013 (180).

La aparicion de anormalidades en PET amiloide y en Af,. en controles sanos (CS) y
en estadios muy iniciales del TNC, y la estabilizacién de sus niveles antes del inicio de
los sintomas cognitivos y la atrofia en RM, indicarian que las alteraciones medidas por
estos biomarcadores de Af3 llegan a un nivel maximo en etapas tempranas y se estabili-
zan posteriormente (178). La tau en LCR muestra un patrén parecido, ya que, aunque
en un principio no refleje las alteraciones que se estan produciendo en esta proteina en
el SNC, una vez que los sintomas cognitivos estan presentes, el valor de tau en LCR no
cambia substancialmente. La atrofia en RM seria el marcador que muestra una mayor
asociacion con los sintomas cognitivos y el que se encuentra temporalmente mas cerca

de este declive cognitivo, lo que apuntaria a que el dafio estructural, de hipocampo
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principalmente, podria ser el detonante final en este deterioro cognitivo. Sin embargo,
el mejor predictor de la conversion a EA en DCL y en portadores de APOE ¢4 es el PET
FDG, que aparece alterado antes que la prueba de RM, lo que indicaria que el deterioro
funcional del LTM y regiones anatémicamente conectadas es anterior al estructural

(178,276,277).

1.6.Neuroimagen en TNCs y estadios premorbidos

Diversas técnicas de neuroimagen funcional y estructural han sido utilizadas para
estudiar las distintas fases del TNC, las distintas funciones cognitivas alteradas, y de
qué manera progresa la enfermedad. Las técnicas de neuroimagen se han usado incluso

como método para el desarrollo de biomarcadores diagndsticos del TNC.

Mediante pruebas de PET FDG se ha demostrado que aparece una reducciéon del
metabolismo en el LTM, la corteza temporoparietal lateral, la corteza cingulada poste-
rior (CCP) y anterior (CCA), el prectineo, el 16bulo parietal inferior, el complejo hipo-
campal-amigdalino y el tdlamo anterior en estadios iniciales de la EA y en individuos
con DCL (278-282). Igualmente, la reducciéon del metabolismo en la CCP junto con
valores altos de AP y tau se ha visto que puede predecir el deterioro de la memoria en
sujetos cognitivamente sanos (283). En otros grupos de riesgo, como los hijos de pa-
cientes con EA (H-EAIT), también aparece un hipometabolismo en la unién temporo-
parietal y la CCP, que precede a la atrofia de estas mismas regiones (284,285). En fases
ya avanzadas de la enfermedad, el patron de hipometabolismo se torna més global, y se

anadiran areas temporo-parietales, frontales y occipitales (286,287).

El PET amiloide en los sujetos con EA suele ser bastante difuso con captacion por
casi toda la corteza cerebral, pero en el caso de PET tau y de reducciéon del volumen de
substancia gris existe un patrén de progresion con predileccion por cortezas posteriores

(288). Concretamente, el patron de captacion de tau tanto en adultos cognitivamente
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preservados como en DCL y EA corresponde claramente con los estadios neuropatolo-
gicos de expansion de patologia tau de Braak, y se asocia con el nivel de deterioro clini-
co (40,41). En poblacién de riesgo como individuos sanos con historia familiar de EA,
sobre todo descendientes de madres con EA, el PET amiloide muestra una mayor cap-
tacion en CCP, CCA, prectneo, parietal, temporal, occipital y frontal, mientras que en

los hijos de padres con EA la captacion se circunscribe a CCP y cortex frontal (289).

La RM ha sido otra de las técnicas mas empleadas para el estudio del TNC y la atro-
fia visible mediante RM se considera un marcador diagnostico valido en el proceso del
TNC. En RM estructural, se revela un patréon de curso neurodegenerativo que, al igual
que la propagacion de tau, sigue los estadios de Braak (290). En un principio se observa
atrofia en el LTM, incluyendo cortex entorrinal e hipocampo, que se va extendiendo
hacia el resto del LTM, parahipocampo, giro temporal superior y polo temporal, giro
fusiforme, insula y estructuras limbicas como la amigdala, el bulbo olfatorio, el giro
cingulado y, finalmente, el tdlamo (291—298). Conforme la enfermedad avanza, la atro-
fia se hace méas global y se extiende hacia el l6bulo frontal, el parietal, el putamen, el
tronco encefalico y el cerebelo, correlacionandose esta atrofia con la pérdida neuronal y

con alteraciones del lenguaje, las praxias, y en tests visuoespaciales y conductuales

(293,296,298-302).

En poblacién en riesgo de desarrollo de EA también aparecen alteraciones es-
tructurales en la RM. Por ejemplo, los portadores de algtin alelo APOE €4 presentan
un menor grosor cortical en el cortex entorrinal y el LTM, asi como menos volumen en
amigdala e hipocampo, en comparaciéon con los no portadores (303,304). En compara-
cion con individuos sin historia familiar de TNC, los familiares de primer grado de pa-
cientes con EA también presentan una disminucion significativa en el volumen de subs-
tancia gris en multitud de regiones como hipocampo, amigdala, corteza entorrinal, pa-
rahipocampo, giro pre y poscentral, CCP, prectineo, l6bulo parietal superior e inferior,

giro temporal superior, medio e inferior, polo temporal, corteza cerebelar, giro fusifor-
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me, y giro frontal superior, medio e inferior (305—309). Por otro lado, los sujetos con
depresion de inicio tardio muestran un menor volumen del hipocampo, corteza orbito-
frontal, CCA, CCP, regiones temporoparietales, hipocampo, amigdala, estriado, talamo

e insula (310—312).

Ademas, mediante RM estructural se pueden apreciar hiperintensidades en
substancia blanca a lo largo del curso del TNC, que aparecen principalmente en el
l6bulo frontal y parietal y que indican un proceso de desmielinizacion paralelo a la pér-
dida axonal, que puede estar en parte influenciado por la acumulacién de AB, que se
agrega no solo en placas sino también en capilares cerebrales, creando un proceso de
angiopatia cerebral amiloide que contribuye en la apariciéon de hemorragias lobulares y
el consiguiente deterioro cognitivo del paciente (111,313,314). En individuos con depre-
sion en edad avanzada también se ha observado una disminucion de la substancia blan-
ca en regiones fronto-estriatales y una reduccion de la integridad de los tractos de subs-
tancia blanca que conectan estas regiones, como el cuerpo calloso o el fasciculo uncina-

do (310).

Con RM funcional (RMf), se han estudiado alteraciones en actividad y conectivi-
dad funcional (CF) en los TNCs tanto en estado de reposo como frente a diferentes ta-
reas cognitivas. En pacientes con EA se han detectado alteraciones en la red por de-
fecto (DMN, default mode network), que incluyen principalmente una reducciéon
de la CF en esta red y atrofia de distintas estructuras que la conforman (315—-317). Esta
reduccion de la CF en pacientes con EA se ha correlacionado positivamente con la seve-
ridad del TNC (318-320). La DMN es una red conformada por diferentes regiones ce-
rebrales que se activa cuando la mente divaga o se recuperan memorias episddicas
(321). En estadios previos a la EA comienzan las alteraciones en esta red, apareciendo
una disminucién de conectividad en la DMN posterior, acompafiada en un incremento
en la DMN anterior, que seria indicativo de un mecanismo de compensacion prodro-

mal. Con el avance de la enfermedad, la CF global de esta red va disminuyendo progre-
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sivamente (322—325). La alteracion funcional de la DMN en el DCL se acompana ade-
mas de una desconexion estructural entre las diferentes regiones que la conforman
(326). Otra de las redes en la que se han demostrado alteraciones en la EA, asi como en
grupos con riesgo de desarrollar un TNC como los portadores de APOEe4, es la red de
saliencia (SN, salience network) (316,327—329). La SN esta conformada por dife-
rentes estructuras que incluyen la CCA dorsal y la insula anterior, y procesa el constan-
te flujo de estimulos externos mediante la integracion de la informacion sensorial, vis-
ceral o autonémica con el fin de identificar aquellos que son relevantes y tomar deci-
siones o generar un comportamiento dirigido a un objetivo concreto (330,331). En in-
dividuos con DCL, también aparecen alteraciones en la actividad de la red de aten-
cion ejecutiva (ECN, executive control network) (316,332—336). En esta red se
encuentran implicados los lobulos frontales y parietales laterales, y estd relacionada
con procesos de memoria de trabajo, funciones ejecutivas y control cognitivo (337). Asi,
en la EA, se suele encontrar una disminucion de la CF entre la DMN y la ECN, pero un

aumento de esta CF entre la DMN y la SN que podria suponer un efecto compensatorio

(329).

En H-EAIT aparece una menor CF entre el cortex entorrinal y el orbitofrontal, la
CCA y el cortex temporal anterior, y la CCP y el LTM en comparacion con sujetos sin
historia familiar de EA (338,339). En depresion mayor, diferentes estudios han demos-
trado un deterioro de los circuitos frontal ejecutivo y cortico-limbico, entre los que se
incluyen regiones como la CCA y CCP, la corteza prefrontal dorsolateral, el prectneo, el
hipocampo, la amigdala y el cerebelo (340). Ademas, en esta poblacion, se observa una
disminucioén de la actividad en la ECN y el tdlamo, y una hiperactividad en la SN, la red
afectiva, la DMN vy el cerebelo (341—343). Estas anormalidades estan asociadas con

diferentes sintomas propios de la depresion, como disfuncion ejecutiva, ansiedad o

apatia (341,342).
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En tareas de memoria, durante la fase de recuerdo, los individuos con EA muestran
una disminucion de la activacion en el hipocampo y el LTM en comparacién con los
controles, pero durante la codificacion existe un incremento de la actividad en la corte-
za parietal y la CCP que parece indicar un mecanismo de compensacion de la disfun-
cion del LTM (344,345). En individuos con DCL, el patron de activacion durante tareas
de memoria es parecido al de los pacientes con EA, observandose un patron de desacti-
vacion del hipocampo durante el recuerdo y una hiperactivacion del mismo durante la
codificacion, que igualmente apunta a estos mecanismos compensatorios en los esta-
dios premorbidos del TNC (346—348). Durante una tarea de codificacion episodica,
también los sujetos portadores de APOE €3/4 muestran una reduccion de la activacion
del hipocampo y del LTM en comparacion con aquellos con APOE €3/3 (349). En tareas
similares a estas, al compararlos con sujetos sin historia de TNC, los H-EAIT muestran
un incremento de la activaciéon en frontal y temporal durante la codificacion, y una
disminucién de la activacion del cingulo y talamo durante la codificacion y el recuerdo
(350), que es un patréon que aunque no es idéntico al que presentan aquellos individuos
con EA o TNC incipiente parece indicar que existe una alteracién temprana en estas

personas en riesgo de desarrollo de un TNC.

1.7.Sistema noradrenérgico: implicacion en el proceso

neurodegenerativo

A lo largo del curso del TNC se han observado cambios en distintos sistemas mono-
aminérgicos. Sin embargo, el primer lugar en el que se detecta patologia tau en el con-
tinuum de la EA es en el Locus Coeruleus (LC), niicleo que se encuentra en el tegmento
pontino y constituye la mayor fuente de NA del SNC, siendo el Gnico ndcleo noradre-

nérgico que proporciona inervacion al cortex, cerebelo e hipocampo (39,211,351—353).
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La aparicion de signos neuropatologicos, como ONFs, y la degeneracion del
LC en diferentes estadios del TNC y en estadios premoérbidos han sido ampliamente
estudiadas y validadas (354—369). Ademas, la progresion de estos signos en el LC se ha
asociado con la severidad y duracion del TNC, el grado de acumulacion de placas de A3
y con algunos sintomas neuropsiquiatricos presentes en el TNC mayor como depresion,
ansiedad, agitacion, agresividad o alteraciones en el sueno (354,355,361—-363,368,370—
374). Las alteraciones fisiopatologicas en el LC se han relacionado con la pérdida de
neuronas noradrenérgicas, disponibilidad de NA, o cambios en los receptores noradre-
nérgicos postsinapticos y en el transportador de NA (NET, norepinephrine transpor-
ter) en otras areas cerebrales en pacientes con EA (354,355,359,372,375—378). Se esti-
ma que la pérdida neuronal en el LC en pacientes con EA es de hasta el 70%, lo que
causa una reduccion de niveles noradrenérgicos en las regiones corticales y limbicas
inervadas por este nucleo (355,363,368,371). Estudios preclinicos en modelos animales
de EA y estudios clinicos post mortem en humanos con EA demuestran que existe una
disminucién del volumen del LC y del nimero de células positivas a tirosina hidroxilasa
(enzima precursora de la sintesis de dopamina (DA), necesaria para la sintesis de NA)

en este nicleo (379,380).

Esta degradacion del LC se ha comparado con la de otros nuacleos en los que también
aparece patologia tau temprana, como el nucleo basal de Meynert o el nacleo del rafe,
pero el LC muestra mayores alteraciones, mayor inclusién intraneuronal de tau, y ma-
yor pérdida neuronal de manera méas precoz (381—383). Las alteraciones en la proteina
tau en el LC, como ya se ha comentado anteriormente, se han detectado en humanos
desde los primeros afios de vida y en adultos asintométicos, aunque la pérdida neuro-
nal no se produce hasta varias décadas después. Se estima que incluso desde la apari-
cion de los ovillos insolubles de tau en el LC hasta la pérdida de neuronas que provoca
el descenso de los niveles de NA en otras regiones cerebrales, junto con las consiguien-
tes alteraciones, podria transcurrir un periodo de hasta 25 afos (31,360,362). Las cau-

sas de la alteracion temprana del LC no se conocen completamente, pero algunos estu-
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dios apuntan a la exposicion y susceptibilidad de este nicleo a distintos estresores a lo
largo de la vida (384). Las neuronas del LC tienen axones muy largos y finos que se
proyectan hacia todo el cortex de manera directa sin neuronas de relevo y tienen una
mielinizacion pobre, lo que los hace mas propensos al desarrollo de patologia tau
(367,385,386). Ademas, las neuronas del LC inervan gran parte de la microvasculatura
del SNC y estdn muy proximas al LCR del cuarto ventriculo, lo que las expone al riesgo
de contacto con toxinas, metabolitos dafinos e incluso virus que podrian causar estrés
oxidativo, cambios en su metabolismo y alteraciones en las respuestas inmunologicas
(362,384,387—389). Estas condiciones promueven la agregacion y toxicidad de tau en
las neuronas del LC, y pueden dar lugar a la aparicion de lesiones, tipo ONFs, y a la
consiguiente neurodegeneracion. Esta patologia temprana presente en el LC se propaga
hacia neuronas cercanas, como las del niicleo del rafe, lo que resulta en afectacion tanto
del sistema noradrenérgico como del serotoninérgico, que parecen ser los responsables
de la aparicion de los sintomas conductuales y cognitivos propios de la EA y la depre-
sidn (362). A las alteraciones de este sistema serotoninérgico se le atribuyen de hecho
algunos de los sintomas conductuales y psicologicos tempranos propios del TNC, tales
como la alteracion de los ciclos del suefio, del estado de &nimo, de expresiéon y recono-
cimiento de emociones, alteraciones en el apetito, o confusién y agitaciéon (390—393).
Igualmente, diferentes estudios han encontrado reducciones en los niveles de serotoni-
na (5-HT), de los metabolitos relacionados con ella, de receptores serotoninérgicos, y

una reduccién de la inervacién serotoninérgica en cortex, amigdala, hipocampo, globo

palido y talamo (394—-397).

Tras la aparicion de patologia tau en el LC, esta se extiende o aparece en otras regio-
nes, como el cortex entorrinal, y, mas tarde, en el hipocampo y la neocorteza (398). En
pacientes con EA existe una disminuciéon de NA en hipocampo y neocorteza que estaria
mediada por la degeneracion del LC debida a la aparicion de ONFs en estas neuronas
(355,359,384). Los mecanismos y vias por las que la tau patologica se propaga han

sido estudiados, y se han propuesto distintos modelos, pero todavia existe una imagen
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incompleta sobre este proceso. El LC es un pequeno nticleo que, a pesar de su tamafio,
tiene proyecciones noradrenérgicas hacia practicamente todas las estructuras corticales
y subcorticales (399—403). Para tratar de discernir los mecanismos de propagacion de
la patologia tau se ha investigado la vulnerabilidad del LC ante la patologia tau, ya que
la inoculacion de tau humana patologica en el hipocampo de ratones induce patologia
tau en regiones anatémicamente conectadas, incluyendo el LC (404). Sin embargo,
cuando se inocula en el LC, la propagacion de la tauopatia se realiza a otras regiones
como el cortex frontal, pero no hacia el hipocampo o la corteza entorrinal (405). Por
tanto, parece que la propagacion retrograda desde el LTM al LC si funcionaria, lo que
reafirma la conexién anatémica entre ambas estructuras. Sin embargo, la incapacidad
de reproducir este modelo de expansion de tau patologica desde el LC hasta cortex en-
torrinal puede ocurrir por distintos motivos: que la propagaciéon desde el LC al cortex
entorrinal no se realice de manera directa, sino a través de otras vias, que la proteina
sintética de tau utilizada en estos estudios no se comporte igual que la tau patologica
humana, o que para que se produzca un patréon de propagacion de similar al del EA es

necesaria la proteina tau pero también otros compuestos o caracteristicas especificas

del huésped.

Diferentes estudios indican que la reduccion de NA exacerba la patologia de la EA'y
el deterioro cognitivo en modelos de EA en ratones (406). La lesién farmacologica de
neuronas del LC en ratones que sobreexpresan APP resulta en alteraciones y neurode-
generacion en otras regiones del cerebro en las que se observa mayor pérdida neuronal
en regiones con aferencias del LC, marcadores de inflamacién elevados, fallos de mi-
gracion de la microglia hacia las placas y en la fagocitosis microglial de Ap y, como con-
secuencia, un incremento en la carga de placas de AP y peor desempeiio de tareas de
memoria espacial y social (407—409). El bloqueo de receptores [ adrenérgicos en un
modelo de raton de EA provoca un empeoramiento del déficit cognitivo, neuroinflama-

cion y un incremento de la carga de AP (410).
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La NA o norepinefrina estd implicada en diferentes procesos fisiologicos como la
eliminacion de placas de AP, neuroplasticidad, dafio neuronal, factores neurotroéficos,
neurogénesis, supervivencia neuronal, neuroinflamacion, metabolismo de energia celu-
lar, excitotoxicidad y estrés oxidativo (411,412). Es por ello que la degeneracion del LC
podria contribuir a la patogénesis de la EA por maltiples vias (409,413). Las proyeccio-
nes noradrenérgicas inervan también la vasculatura cerebral y optimizan su funcién, y,
por tanto, la reduccion de los niveles de NA afecta a la vasoconstricciéon y a la relacion
volumen de sangre — demanda de oxigeno por parte del cerebro, lo que a su vez puede

conllevar el agravamiento del propio proceso neurodegenerativo (414).

La degeneracion del LC se ha relacionado también con procesos de neuroinflama-
cion, ya que la NA desempefia un importante rol de neuroproteccién y antiinflamatorio
(374,415,416). La neuroinflamacion es un componente importante en la patogénesis de
la EA (417—421). La disminucién de disponibilidad de NA en areas de proyeccion del LC
facilita las reacciones inflamatorias, reduciendo el reclutamiento de microglia a lugares
de placas de Af3, un deterioro de la fagocitosis microglial de Ap, y déficits en el soporte a
la migracién microglial o la produccion de moléculas antiinflamatorias (408,418,422—
424). Ademés, esta reducciéon de NA debida a la lesion del LC se asocia con una disfun-
cion de la barrera hematoencefélica, que a su vez refuerza las respuestas inflamatorias
(425—427). La reduccion de la NA también conlleva la disminucién de factores neuro-
troficos, particularmente BDNF, y la pérdida de su funcién como reductor del estrés
oxidativo, lo que causa un dafno retrogrado de las neuronas del LC, que supone un agra-

vante neuropatologico y contribuye al deterioro propio de la EA (428-430).

El sistema noradrenérgico se ha relacionado cladsicamente con la deteccion de se-
nales sensoriales, regulacion de los niveles de arousal, procesamiento sen-
sorial, o la modulacién del estado de alerta y del ciclo sueno-vigilia

(393,412,431—437). Igualmente, estudios posteriores han demostrado su implicaciéon en
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otras funciones cognitivas y conductuales, como la atencion, la flexibilidad cognitiva, o
procesos de memoria y aprendizaje (438—451). La disfuncion del sistema noradrenérgi-
co en diferentes condiciones clinicas como la EA (452—454) o la depresion (455,456)
conlleva el deterioro funcional de todos estos procesos en los que la NA juega un papel

importante.

El LC tiene conexiones anatomicas extensas hacia el LTM (457), y la NA es necesaria
para codificar y consolidar las memorias en el hipocampo, realizar el proceso de
evocacion y mantener el proceso de neurogénesis hipocampal (441,442,458—460). En
ratones, la ablacién fisica o farmacologica del LC conlleva la disminucién de NA y la
reduccion de la proliferacion de células en el giro dentado del hipocampo, asi como
déficits en memoria olfatoria y espacial, problemas en la discriminacién de olores, in-
flamacion glial y aumento del deposito de placas de AB (407,454,459,461—463). La NA
interactiia junto con otras catecolaminas, como la DA (464,465). Esta caracteristica
permite la accion directa e indirecta del LC en otras funciones (autonémica, motora,
sensorial, etc.) (330). Estudios con humanos han comprobado que la administracion de
metilfenidato, medicacion estimulante que incrementa los niveles de DA y NA, produce
un incremento del recuerdo de palabras después de un aprendizaje y la cantidad de
retencion de informacion hasta aproximadamente una semana después (466—469). En
humanos sanos, la administracion de metilfenidato incrementa la CF entre el LC y el
hipocampo (470). La liberaciéon de DA en el hipocampo inducida mediante optogenéti-
ca se origina en las neuronas del LC, y mejora la atencion selectiva y el proceso de me-
moria de reconocimiento (471). Ademas, mediante RM se ha asociado positivamente la
integridad estructural del LC con el recuerdo en el test de Aprendizaje Auditivo-Verbal

de Rey (RAVLT, Rey Auditory-Verbal Learning Test) en adultos sanos (472).

En pacientes con EA, los déficits de memoria suelen manifestarse de manera tem-
prana y correlacionan con patologia en el hipocampo (473). La pérdida de senal nora-

drenérgica en hipocampo y cortex entorrinal se ha sefialado como una posible causa de
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la acumulacion de tau, con la consiguiente disfuncion de estas estructuras y el deterioro
cognitivo clinico, debido al rol de la NA en la potenciacién a largo plazo y la plasticidad
siniptica (380,451). El déficit de NA en estos pacientes también parece estar implicado
en la alteracion de la CF entre la SN y la DMN, ya que provoca que no se produzca la
supresion de la actividad de la DMN para poder atender a las demandas de estimulos
externos (330). En individuos con DCL, la CF entre el LC y el giro parahipocampal esta

positivamente correlacionada con puntuaciones en tareas de memoria episodica (474).

Igualmente, el LC juega un importante papel en la regulacion de la atenciéon sos-
tenida y selectiva. El LC actia como filtro permitiendo dirigir la atencion selectiva-
mente hacia estimulos salientes (380). Gracias a las variadas proyecciones del LC a
regiones corticales y subcorticales, la NA es capaz de modular diferentes procesos y
redes funcionales implicadas, entre otros, procesos de atencién y memoria de trabajo
(449,475,476). El sistema noradrenérgico contribuye a la iniciacién y mantenimiento
del comportamiento, y ademas modula la recogida y procesamiento de la informaci6on
saliente mediante la accion en circuitos corticales y subcorticales sensoriales, atencio-
nales y de memoria (437). Cuando se produce la liberacion de NA en respuesta a un
estimulo del entorno del sujeto se interrumpen las redes funcionales activas en ese
momento y se facilita la reorganizacion de las redes cerebrales, promoviendo la adapta-
cién conductual rapida del individuo hacia la exigencia ambiental, en un proceso que se
ha denominado “reinicio de redes” o network reset (449,477). Las neuronas del LC en
ratas y primates se activan tras la presentaciéon de estimulos salientes, produciéndose
asi la liberacion de NA necesaria para esta reconfiguracion de redes que pueda dar res-
puesta al estimulo externo (478—-480). Aunque el LC proyecte fibras hacia practicamen-
te todo el encéfalo, las regiones implicadas en procesamiento atencional reciben inerva-
cion particularmente densa de fibras noradrenérgicas (481). Durante el estado de vigi-
lia, las neuronas del LC tienen dos modos de funcionamiento. En el modo
fasico, aparecen rafagas de actividad que se observan en los momentos previos a la res-

puesta conductual (482). Durante el modo tonico, existe una actividad base del LC pero
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sin rafagas de actividad que se correlaciona con un comportamiento mas erratico
(447,448). La activacion fasica en el LC en respuesta a un estimulo diana facilita la an-
ticipacion y la liberacién de NA en el cortex antes de la acciéon dirigida a la demanda

ambiental (483—-486).

La pérdida de la densidad neuronal en el LC no solo ocurre en estadios patolo-
gicos sino que también ocurre durante el envejecimiento sano, pudiendo llegar
hasta a una pérdida neuronal del 50% en la década de los 90 anos (487—489). Mediante
la secuencia de RM estructural sensible a neuromelanina, se ha observado que la inten-
sidad de la sefal del LC es dependiente de la edad y su distribucion sigue una forma de
U invertida, apareciendo un pico maximo alrededor de los 50 afios y menor sefial al
comienzo y al final de la vida (490), hecho que coincide con los estudios histolégicos en
los que se encuentra cada vez méas pérdida neuronal conforme avanza la edad de los
sujetos. Las probabilidades de desarrollar un TNC mayor aumentan drasticamente a
partir de los 85 afios (23). Estos datos apoyan atiin mas la evidencia de que el TNC es
una enfermedad dependiente de la edad y que podria estar en parte inducida por los

cambios que acontecen en el LC.

Sin embargo, al comparar, la densidad neuronal en el LC con la de poblacién asin-
tomaética, incluso cuando se controla por la edad, esta resulta significativamente menor
en estadios de TNC mayor y premorbidos, como DCL y depresion (361,366,491).
La pérdida neuronal en el LC es progresiva, apareciendo una pérdida de entorno al 30%
de las neuronas en individuos con DCL-a, que aumenta al 40% en demencia moderada
y al 70% en estadios avanzados de TNC debido a EA (379,492). Un estudio estereologi-
co post moértem comprob6 que cuando se incrementa el estadio de Braak en una uni-

dad, el volumen del LC disminuye alrededor de un 8.4% (493). Este decremento del
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numero de neuronas noradrenérgicas en el LC esta significativamente asociado con el

empeoramiento de la funcién cognitiva global (330,379).

Diferentes estudios han relacionado igualmente la neurodegeneraciéon del LC con
distintas poblaciones en riesgo de desarrollo de TNC. Por ejemplo, las alteraciones de
tau en el LC de individuos en primeros estadios de Braak pero cognitivamente asinto-
maticos estin asociadas a multiples procesos neurobiologicos relacionados con el mal-
funcionamiento y degeneracioén del LC (como problemas en los canales i6nicos, en la
activacion microglial, la expresion génica, o bajos niveles de tirosina hidroxilasa, 494).
Juntamente con los cambios en el LC, en este tipo de poblacion aparece denervacion
dopaminérgica y noradrenérgica y un incremento de expresion de los receptores a2 en
el hipocampo y amigdala, que sugiere que existen mecanismos de activacion compensa-

torios por la falta de catecolaminas en estas regiones en estos estadios precoces del

TNC (494).

La depresion esta asociada con pérdida de células del sistema LC-NA y
con la consecuente pérdida de sefial noradrenérgica en otras regiones encefalicas (495).
El hecho de que muchos de los pacientes con depresion respondan a tratamientos far-
macologicos noradrenérgicos o duales (NA y 5-HT), junto con la relaciéon entre neuro-
degeneracion del LC y del sistema noradrenérgico y depresion, apoyan la idea de que
esta es una via fundamental en la relacién entre TNC y depresion. La interconexion
entre LC y nucleo del rafe y la evidencia de que ambos sistemas, noradrenérgico y sero-
toninérgico, se conectan entre si mediante heteroreceptores, permitiendo la modula-
cion de la liberacion de ambas substancias (496), y la fuerte relacion de comorbilidad
entre depresion y TNC (96,272), sugieren que existen procesos fisiopatologicos comu-
nes a ambas patologias. La pérdida de neuronas noradrenérgicas ha sido sefalada co-
mo una de las posibles causas de la depresion en la EA (497). En estudios con animales,
se comprobd que tras la administracion de una neurotoxina (DSP-4) en el LC se redujo

la poblacién neuronal del LC, y posteriormente se observaron sintomas depresivos en

80



Introduccion

los ratones, cuya severidad correlacionaba inversamente con el nimero de neuronas
supervivientes en el LC (498-501). Igualmente, en modelos de depresion con animales
se observa que existe degeneracion noradrenérgica y pérdida neuronal en cortex y LC
(502,503). En individuos victimas de suicidio con sintomas depresivos previos, la den-
sidad neuronal también era significativamente mas baja, en comparacion con controles
sanos (504). La pérdida de densidad neuronal en el LC se ha llegado a estimar en alre-
dedor de un 55% en aquellos pacientes cronicamente deprimidos sin sintomas de de-
mencia (365). Frente a pacientes con trastorno bipolar, los sujetos con TDM (unipolar)
también muestran un menor nimero de neuronas en el LC y alteraciones genéticas
relacionadas con factores de crecimiento o astroglia (491,505). Otros marcadores, como
el incremento de los niveles de tirosina hidroxilasa en el LC (506) o la reduccion de los
niveles de NET (507) fueron igualmente hallados en pacientes depresivos, apoyando
una vez mas la evidencia sobre el deterioro del sistema noradrenérgico en los sujetos
depresivos. Con una secuencia de RM estructural sensible a neuromelanina se observo
in vivo que los pacientes depresivos mostraban una menor intensidad en la sefial del
LC en comparacion con CS y pacientes con esquizofrenia (508—-510). Tras la adminis-
tracién de ketamina, fArmaco con efectos antidepresivos que modula el sistema de NA
via NET, se produce una disminucion de la CF entre el LC y el tdlamo, posiblemente
indicando un cambio en la regulacion de los niveles de arousal que provocarian un
cambio en la direccion de la atencion hacia estimulos no sensoriales y una mejora de la
flexibilidad conductual (511). Igualmente, los pacientes de EA con TDM muestran me-
nor nimero de neuronas en el LC, los nicleos del rafe y la substancia nigra en compa-

racion con aquellos con EA sin sintomas depresivos (363,373).
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La neuromelanina es un producto del metabolismo de la DA y la NA que se en-
cuentra predominantemente en las neuronas dopaminérgicas de la pars compacta de la
substancia negra y en las neuronas noradrenérgicas del LC (508). Se trata de un pig-
mento que les da a estos nicleos un tono oscuro. En estudios histologicos, los pacientes
con EA muestran una reduccion de la pigmentacién del LC a causa de la pérdida de
estas neuronas con neuromelanina (398). En los altimos afnos, ademas, se han desarro-
llado técnicas de imagen por RM que permiten visualizar estas células. Mediante este
tipo de secuencias se ha detectado también una atenuacion de la sefial de las neuronas
del LC en individuos con DCL, pacientes con TDM y EA in vivo, lo que sugiere una pér-
dida neuronal tanto en fases tempranas y en TNC mayor (510,512). La disminucion de
sefial del LC se correlaciona con niveles altos de A} en LCR y con bajas puntuaciones en
tests de memoria (513,514). En CS, la intensidad de la sefial del LC en este tipo de se-
cuencia esta positivamente asociada con la reserva cognitiva de los sujetos, una de las

medidas de proteccion mas relevantes frente al desarrollo del TNC (515).

Con resonancia magnética funcional en estado de reposo en CS, se ha
comprobado que el LC muestra CF positiva con el giro frontal superior, el cértex mo-
tor primario, el 16bulo parietal inferior, el giro temporal inferior, el giro parahipocam-
pal anterior, la insula posterior, los nticleos putamen y palido, el tdlamo ventrolateral,
el mesencéfalo y el cerebelo (516,517). Estos patrones de CF refuerzan la teoria de que
el LC est4 implicado en las respuestas de orientacién de la conducta y sensoriomotoras
hacia estimulos externos (330). Ademas, este ntcleo muestra CF negativa con el cor-
tex visual, el giro temporal medio y el superior, el prectineo, el cortex retroesplenial, el
giro parahipocampal posterior, el cortex frontopolar, el nicleo caudado, y el tdlamo
dorsal y medial (516). Esta CF negativa, especialmente con el preciineo, sugiere que el

LC tendria un papel en la regulacion de la actividad de la DMN, suprimiendo la activi-
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dad de esta red para responder a los estimulos externos y facilitar la activacion de las

redes SN y ECN (518-521).

Ademas, esta funcion de reinicio de redes y de cambio de la atencion hacia estimulos
externos ha sido estudiada mediante tareas conductuales dentro de la RM en CS
(330,522). En tareas oddball o de deteccion del estimulo saliente, la actividad
del LC se incrementa ante la deteccion de un estimulo novedoso u oddball, en compa-
racion con la actividad presentada frente a estimulos familiares (523,524). La exposi-
cion a condiciones de alerta en tareas de atencién o a estimulos que desencadenan res-
puestas de arousal mediante estimulos de miedo, dolor, o ira, también estan asociadas
al incremento de la activacion del LC (525-528). En comparacién con sujetos mas jo-
venes, que tienen mas neuronas noradrenérgicas con neuromelanina (ver seccion 1.7.4.
LC en estadios premorbidos), los individuos de mas edad muestran una disminucion
de la CF entre el LC y redes frontoparietales ante estimulos salientes en una tarea de

atencion (529).

La medida de la dilatacion pupilar, o pupilometria, también ha sido utilizada
para medir la actividad del LC y se ha relacionado con el nivel de esfuerzo que se em-
plea para realizar una actividad cognitiva (485,530,531). Mediante este tipo de prueba,
se ha comprobado que los individuos con DCL-a muestran mayores niveles de dilata-
cion pupilar ante una prueba de memoria de trabajo, lo que indicaria un esfuerzo com-
pensatorio por parte del LC para llegar a niveles de ejecucién de la tarea parecidos a los
de los CS (532). La degeneracién temprana del LC se ha asociado con alteraciones en la
pupilometria, un estado de persistente actividad ténica en el LC y menor ratio senal-
ruido en las respuestas fasicas frente a tareas atencionales (533). Igualmente, en ancia-
nos sanos con la integridad estructural del LC disminuida, la codificacion de estimulos
salientes aversivos (en una prueba de memoria afectiva) se ha asociado a mayores dia-

metros pupilares, indicando un incremento en la activacion del LC durante esta codifi-
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cacion y un posible proceso de compensacion, como se observa en los individuos con

DCL-a (534).

1.8.Base para la realizacion de los estudios

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que actualmente entre un 6-8%
del total de la poblacién mayor de 60 afios presenta algin TNC, lo que supone alrede-
dor de 50 millones de personas y una incidencia anual de 10 millones de casos (26). Se
prevé que, debido al envejecimiento de la poblacién y al incremento de la esperanza de
vida, el niimero de casos ascienda a 82 millones en 2030 y 152 millones de personas en
2050 (26). Ademas del incalculable sufrimiento humano que este grupo de trastornos
causa tanto a pacientes como a su entorno proximo, se calcula que el global de los cos-
tes econdmicos de los TNC supera los 818.000 millones de ddlares en todo el mundo,
pudiendo superar en 2030 los 2 trillones de doélares (26). Todos estos datos ponen de
manifiesto que este es un problema acuciante que necesita de soluciones reales a dife-
rentes niveles, como el desarrollo de nuevos métodos de prevencion, detec-
cién/diagnostico y tratamiento. Esta tendencia se refleja en el aumento y cuantia de las
inversiones tanto ptblicas como privadas (535) y el nimero de publicaciones cientificas

al respecto en los ultimos anos (Figura 1).

Dado que a partir de la quinta década de vida todos los humanos presentan tauopa-
tia y placas A, pero la prevalencia de TNC se estima “Gnicamente” en alrededor del 5-
10% en los mayores de 65 anos y alrededor del 30% en aquellos por encima de los 85,
es necesaria una investigacion mas profunda de los hechos diferenciales que promue-
ven que so6lo en algunos casos se desarrollen sintomas de deterioro cognitivo y un pos-
terior TNC mayor. Ademas, actualmente los biomarcadores de los que disponemos son
sensibles a cambios histopatologicos en LCR o el parénquima cerebral indicativos de

estadios de TNC ya avanzados e instaurados. Por ejemplo, la atrofia hipocampal visible
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en RM estructural no se hace patente hasta muchos afios después de que las alteracio-
nes de tau y la pérdida neuronal en otras regiones como el LC hayan comenzado. Otras
técnicas que recaban informacion funcional cerebral, como el PET FDG, proporcionan
igualmente resultados que se interpretan en base a si encajan o no con un perfil de TNC
mayor y dirigen el foco de la atencién a regiones corticales que se ven afectadas en es-
tadios ya avanzados de la patologia. El hecho de que no todos los casos con signos bio-
l6gicos clasicos de TNC desarrollen un cuadro clinico esperable de acuerdo a la patolo-
gia presente torna la relacion entre neuropatologia y sindrome clinico mas compleja, y
sugiere que hay otros factores o mecanismos que actian como factores de resiliencia o
compensacion ante estos cambios patologicos antes de que se produzca el desarrollo del
TNC. Ademas, existe un altisimo niimero de ensayos clinicos de firmacos en EA que no
llegan a superar las tltimas fases del ensayo por distintos fallos en los disefios de los
estudios. Entre estas causas se encuentran que estos tratamientos se ensayan en pobla-
cion en estadios neurodegenerativos ya avanzados cuando el deterioro cognitivo y el
dafo fisiopatologico parecen irreversibles, y no se dispone de biomarcadores eficaces
para identificar aquellos grupos de personas con un mayor riesgo de desarrollar un

cuadro clinico de TNC (536).

El desarrollo de nuevo conocimiento sobre los estadios iniciales del TNC se hace ne-
cesario para poder promover la aparicion de nuevos biomarcadores diagnodsticos que
permitan clasificar a los individuos y predecir la evolucion de los cambios fisiopatologi-
cos presentes con el fin de avanzar hacia un tratamiento méas temprano y personaliza-
do. En los ultimos afnos, se han realizado una diversidad de estudios de los cambios
iniciales en el LC en el continuum del TNC, mediante estudios histologicos, modelos
animales e incluso con RM estructural a raiz del desarrollo de las secuencias que permi-
ten observar y medir de manera maés precisa las neuronas del LC. No obstante, la inves-
tigacion sobre la funcionalidad del LC in vivo en estadios premoérbidos de los TNCs se
restringe a unos pocos ejemplos aislados en los que se ha estudiado esta CF de manera

indirecta (532,533), 0 a estudios con resultados negativos (537). Los cambios funciona-
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les en muchas ocasiones anteceden a las alteraciones estructurales, y medir estos posi-
bles signos precoces de deterioro en el LC es importante para la comprension del pro-
ceso neurodegenerativo. La RMf es ademas una técnica no invasiva, rapida y de la que
se extrae mucha informacion, de la que podemos, por tanto, obtener pistas del mal fun-
cionamiento de las neuronas de este nacleo antes de la propagacion de las alteraciones
hacia otras regiones cerebrales y antes del comienzo de la muerte neuronal y del cam-
bio estructural. Conocer estos procesos funcionales nos permitiria avanzar en el descu-
brimiento de los signos que nos permitan predecir la evolucién de cada persona con el
fin de proporcionar ventanas temporales y dianas terapéuticas sobre las que desarrollar
estrategias de intervencion precoz con el fin de avanzar hacia la prevencion o enlente-
cimiento del curso de la enfermedad, mejorando la calidad de vida de los pacientes, de

su entorno y de la sociedad en su conjunto.
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2.

Hipotesis

“Disrupted functional connectivity of the locus coeruleus in healthy adults

with parental history of Alzheimer’s disease”

Hipotesis:

En base a los estudios previos que han determinado los lugares de apariciéon de
los primeros signos neuropatoldgicos de EA y han comparado diferentes nt-
cleos para dilucidar cuél es el primero en el que se observan estos cambios pato-
logicos, planteamos la hipotesis de que de entre los nuacleos del tronco encefali-
co, el LC mostrara las mayores alteraciones de conectividad funcional en el gru-
po de familiares de enfermos de Alzheimer en comparacion con los controles
sanos sin historia familiar de EA.

Los familiares de enfermos de Alzheimer manifestaran disminuciones de conec-
tividad funcional entre el LC y regiones con aferencias noradrenérgicas directas.
Por ultimo, anticipamos que estos patrones de conectividad funcional anémalos
estaran correlacionados con medidas neurocognitivas relacionadas con el dete-

rioro cognitivo propio de la EA.

“Locus coeruleus connectivity alterations in late-life major depressive dis-

order during a visual oddball task”

Hipotesis:

Los individuos con trastorno depresivo mayor (TDM) en adultez tardia o dete-
rioro cognitivo leve de tipo amnésico (DCL-a) mostraran déficits de ejecucion en

la tarea de oddball visual en comparaciéon con un grupo de controles sanos.
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Los grupos clinicos (TDM y DCL-a) presentaran alteraciones de conectividad
funcional entre el LC y otras regiones cerebrales durante la deteccién de los es-
timulos salientes en la tarea de oddball visual.

Los resultados de neuroimagen se asociaran con las medidas de ejecucion du-
rante la tarea de oddball visual y con las medidas de severidad de los trastornos.
Las alteraciones arriba descritas discriminaran entre los grupos clinicos en fun-

cién de su probabilidad de desarrollar un trastorno neurocognitivo mayor.
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3. Objetivos

3.1.0Objetivo general

El objetivo principal de la presente tesis consistio en investigar la conectividad fun-
cional del Locus Coeruleus (LC) en individuos en riesgo de desarrollar un trastorno
neurocognitivo mayor. Mediante la utilizacién de diferentes modalidades de neuroima-
gen funcional y estructural y el analisis de datos clinicos y neuropsicologicos hemos
pretendido describir las alteraciones de conectividad funcional tempranas presentes en
el LC en estos grupos poblacionales y su relacion con diferentes medidas de deterioro
cognitivo y clinico. Esperamos que nuestros hallazgos contribuyan a la mejora del co-
nocimiento sobre los cambios fisiopatologicos precoces en el LC que presumiblemente
se asocian con la aparicion de trastornos neurocognitivos con el fin de identificar nue-

vas dianas para el desarrollo de métodos diagnosticos, de prevencion y terapéuticos.

3.2.0bjetivos especificos

“Disrupted functional connectivity of the locus coeruleus in healthy adults

with parental history of Alzheimer’s disease”

Objetivos:

e Comparar los patrones de conectividad funcional global en estado de reposo del
tronco encefalico (mesencéfalo y puente) entre una muestra de adultos de me-
diana edad asintomaticos con historia familiar de EA y un grupo de participan-
tes sin historia familiar de EA.

e Investigar los patrones de conectividad especificos entre esta region del tronco

del encéfalo y el resto del cerebro.
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e Examinar las asociaciones entre los resultados de neuroimagen y las variables

clinicas y neurocognitivas.

“Locus coeruleus connectivity alterations in late-life major depressive dis-

order during a visual oddball task”

Objetivos:

e Estudiar la ejecucion de individuos con TDM en adultez tardia o DCL-a durante
una tarea de oddball visual.

e Evaluar la conectividad funcional del LC con el resto del cerebro durante un pa-
radigma de oddball visual en pacientes con TDM en adultez tardia, individuos
con DCL-a y controles sanos.

e Identificar las correlaciones entre los resultados de neuroimagen y las variables
clinicas y neuropsicologicas de los grupos de participantes.

e Comparar las medidas arriba descritas entre los grupos clinicos para determinar
si su alteracion se asocia con la probabilidad supuesta de desarrollar un tras-

torno neurocognitivo mayor.
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Lo

Métodos

En esta seccion se detalla principalmente aquello relacionado con los materiales y

técnicas de neuroimagen utilizados en cada uno de los estudios que conforman esta

tesis. La descripcion precisa de las muestras, la metodologia y los anélisis estadisticos

realizados para cada uno de los estudios puede ser consultada en el texto los trabajos

(ver apartado 4. Resultados).

4.1.Participantes

Se reclutaron distintas muestras de pacientes para llevar a cabo cada uno de los es-

tudios:

Estudio 1: se reclutaron un total de 31 sujetos sanos hijos de pacientes con EA
de inicio tardio (H-EAIT) en la fundacion FLENI (Buenos Aires, Argentina). Los
pacientes con EA (los progenitores de los participantes en el estudio) fueron
diagnosticados en base a los criterios diagnosticos del DSM-5 (23), debiendo
presentar, ademas, una puntuacion superior o igual a 1 en la Escala de Valora-
cion Clinica de Demencia (CDR, Clinical Dementia Rating) (538), puntuaciones
alteradas de recuerdo diferido y la prueba de reconocimiento del RAVLT (539),
y evidencias de atrofia temporal medial en imagenes de RM y de captaciéon de
depositos de proteina AP en imagenes de PET. Como criterios de inclusion para
el grupo H-EAIT (los participantes en este estudio) se estableci6 que los indivi-
duos debian tener entre 30 y 65 anos en el momento del reclutamiento, al me-
nos 7 anos de educacion formal para evitar sesgos en las pruebas neuropsicolo-
gicas, 26 puntos o méas en el Mini-Examen del Estado Mental (MMSE, Mini-
Mental State Examination) y menos de 4 puntos en la Escala de Isquemia de

Hachinski, no presentar ninguna enfermedad neurolégica ni otra condicion
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médica severa o patologia psiquiatrica (incluyendo el abuso de substancias pre-
sente o pasado, a excepcion de nicotina), ausencia de contraindicaciones para
realizar la prueba de RM, y no mostrar evidencia de anormalidades detectables
neurorradiol6gicamente en las imagenes de RM. Un grupo de 28 controles sa-
nos (CS) sin historia familiar de EA, comparables con los sujetos del grupo H-
EAIT en sexo, edad, nivel educativo y sintomas depresivos fueron también in-
cluidos en el estudio.

e Estudio 2: esta muestra se reclut6 en el Hospital Universitario de Bellvitge
(Barcelona, Espafia), e incluyé a 20 pacientes con trastorno depresivo mayor
(TDM) en edad avanzada, 16 sujetos con deterioro cognitivo leve de tipo amné-
sico (DCL-a) y 26 CS. Los pacientes con TDM fueron diagnosticados siguiendo
los criterios del DSM-IV-TR (540), presentaban TDM como diagnoéstico psiquia-
trico principal, y en todos los casos el debut del trastorno depresivo se produjo
mas alla de los 40 anos. Los participantes con DCL-a cumplian los criterios de
Petersen (541) para este diagndstico, presentaban un CDR de 0.5 puntos (dete-
rioro cognitivo muy leve) (538), y se caracterizaron como tipo amnésico ya que
tenian puntuaciones alteradas de recuerdo diferido en la Escala de Memoria de
la WMS-III (Weschler Memory Scale third edition) (542). Ninguno de ellos pre-
sentaba comorbilidad con trastorno depresivo. El grupo de CS fue reclutado de
la misma 4rea sociodemografica y fueron evaluados clinica y neuropsicologica-
mente para descartar la presencia de alguna patologia psiquiatrica, neurologica
o médica severa. Los criterios de exclusion incluyeron tener menos de 60 o mas
de 75 anos, trastornos psiquiatricos o neurolégicos actuales o pasados diferentes
de los propios de cada grupo, méas de 3 puntos en las Escala de Isquemia de Ha-
chinski, una puntuacion de mas de 0.5 puntos en la escala CDR, discapacidad
intelectual, la existencia de alguna condiciéon médica o sensorial que impidiera

la ejecucion de las pruebas neuropsicologicas, la presencia de contraindicacio-
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nes para realizar la prueba de RM, o anormalidades neurorradiologicas en las

imagenes de RM.

4.2.Pruebas clinicas y neuropsicologicas

Con el fin de caracterizar y evaluar los diferentes dominios psicolégicos y neurocog-
nitivos en cada una de las muestras de los estudios, se utilizaron distintas pruebas y

cuestionarios.

En el Estudio 1, se utilizo el Inventario de Depresion de Beck (BDI, Beck’s Depres-
sion Inventory) (543) para evaluar los sintomas depresivos que pudieran presentar los
participantes, ya que a pesar de tratarse de una muestra de participantes sanos con
historia familiar de TNC, la literatura previa apunta a una relacién entre depresion y
diversos signos de degeneracién en el LC y sus areas de proyecciéon (101,235,491). Se
trata de un test ampliamente utilizado para medir la severidad de la depresion y sus
manifestaciones conductuales. La escala de la puntuacion tiene un rango de entre 0-63
puntos y lo componen 21 items de respuesta miltiple referentes a la tristeza, el pesi-
mismo, sensacion de fracaso, pérdida de placer, sentimientos de culpa, sentimientos de
castigo, disconformidad con uno mismo, autocritica, pensamientos o deseos suicidas,
llanto, agitacion, pérdida de interés, indecisiéon, desvalorizacion, pérdida de energia,
cambios en los habitos de suefio, irritabilidad, cambios en el apetito, dificultad de con-

centracion, cansancio o fatiga, y la pérdida de interés en el sexo (543).

En el Estudio 2, todos los participantes fueron evaluados mediante la Escala de
Depresion de Hamilton (HDRS, Hamilton Depression Rating Scale) (544) con el fin de

evaluar la severidad de la depresion y sus sintomas. Se utiliz6 la version de 17 items (ya
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que en la version de 21 items los cuatro altimos no valoran la intensidad o gravedad de
la depresidon) que tiene un rango de puntuaciéon de 0-52 puntos y evalaa el humor de-
primido, sensacion de culpabilidad, ideas de suicidio, insomnio precoz, medio y tardio,
problemas en el trabajo y actividades, inhibiciéon (lentitud de pensamiento y lenguaje,
capacidad de concentracion disminuida, disminucion de la actividad motora), agita-
cion, ansiedad psiquica, ansiedad somaética, sintomas sométicos gastrointestinales y
generales, pérdida de libido, hipocondria, pérdida de peso, y el insight o conciencia de
la enfermedad (544). Ademas, se utiliz6 la versiéon espafiola de la Escala de Depresion
Geriatrica (GDS, Geriatric Depression Scale) (545) que supone una herramienta de
cribado de depresion en poblacion geriatrica. Dicha escala consta de 30 preguntas y un
rango de puntuacion de 0-15 puntos. Se evalu6 el estadio clinico de neurodegeneraciéon
en aquellos individuos que presentaban DCL mediante la escala CDR (538) para des-
cartar pacientes con TNC mayor. Esta escala evaliia, mediante entrevista tanto al indi-
viduo como a un informador que conviva con el sujeto, diferentes areas como la memo-
ria, orientacion, razonamiento y solucion de problemas, actividades fuera de casa, acti-
vidades domésticas y aficiones, y cuidado personal. De ella resulta una puntuaciéon
comprendida entre 0 y 3 puntos (538). Por altimo, los participantes respondieron a la
Escala de Evaluacion Funcional (FAST, Functional Assessment Staging) (546) que
examina distintos déficits funcionales (autonomia, funcionamiento cognitivo, relacio-
nes interpersonales, ocio o funcionamiento laboral) y la pérdida o conservacién de des-

trezas para llevar a cabo actividades de la vida diaria.

Se utilizaron una serie de pruebas neuropsicolégicas validadas y ampliamente acep-
tadas con el fin de reclutar muestras de sujetos adecuadas a nuestros intereses, asi co-
mo para poder estudiar las posibles asociaciones entre el estado neurocognitivo de los

participantes y los resultados de neuroimagen.
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En el Estudio 1 se utiliz6 el MMSE (547) como test de cribado de la funcion cogniti-
va; el RAVLT (539) para evaluar la memoria y el aprendizaje verbal; test del trazo
(TMT, Trail Making Test) (548) con el que se evalian habilidades de atencion visual,
velocidad psicomotriz, control ejecutivo y flexibilidad cognitiva; el test de Stroop
(SCWT, Stroop Color and Word Test) (549) con el fin de evaluar la capacidad de inhi-
bicion; tests de fluencia verbal fonolégica y semantica (evocacion de palabras que co-
mienzan por la letra “p” y referidas a animales, respectivamente); test de la Torre de
Londres (TOL, Tower of London) (550) dedicado a estudiar la capacidad de planifica-
cion; test de denominacién de Boston (551) con el que se evaluaba la capacidad lingiiis-
tica; y por ultimo los subtests de Span Verbal, Semejanzas y Vocabulario de la Escala de

Inteligencia de Weschler, cuarta edicion (WAIS-IV, Weschler Adult Intelligence Scale

fourth edition) (552).

En el Estudio 2, se evalu6 la orientacion del participante en espacio, tiempo y per-
sona a través del subtest de orientacion del test Barcelona (553); la atencion y la memo-
ria de trabajo con la ayuda del Span Verbal de la tercera edicion de la Escala de Inteli-
gencia de Weschler (WAIS-III, Weschler Adult Intelligence Scale third edition) (542) y
los Cubos de Corsi (554); la memoria y el aprendizaje verbal con los tests de Aprendiza-
je de la Lista de Palabras y Memoria Logica de la WMS-III (552); las funciones ejecuti-
vas, como la inhibicién automatica, la velocidad de procesamiento y la capacidad de
abstraccion a través del subtest de Inhibicion Automatica del test Syndrom Kurtz (SKT,
Syndrom Kurtz Test) (555), el Test de Simbolos y Digitos (SDMT, Symbol Digit Moda-
lities Test) (556) y el subtest de Semejanzas de la escala WAIS-III (542), respectiva-
mente; la fluencia verbal fonologica y semantica (evocacion de palabras que comienzan
por la letra “p” y referidas a animales, respectivamente); el lenguaje con el test de de-
nominacion de Boston (551) y la version abreviada del test Token (557); y, por altimo,
las gnosias y praxias fueron evaluadas con el test de los 15 objetos (558), el Diseno de

Bloques del WAIS-IV (552), y el subtest de Praxias ideomotoras y de imitacion del test

Barcelona (553). Ademas de esta completa bateria neuropsicologica, los participantes
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también realizaron otros tests especificamente orientados a evaluar funciones en las
que se encuentra implicado el LC, como la tarea de Vigilancia Psicomotora (PVT,
Psychomotor Vigilance Task) (559), el test de Rendimiento Continuo de Conners (CPT,
Continuous Performance Test) (560), y una tarea Go/No-go (Cued Go/No-go task)
(561), que evaltan aspectos como la atencion sostenida y selectiva, el nivel de arousal,

la velocidad de procesamiento, la capacidad de inhibicion o el control cognitivo.

4.3.Condiciones experimentales

Durante la adquisicion de una secuencia de resonancia magnética funcional en esta-
do de reposo se pide a los participantes que se acuesten en la camilla del escaner man-
teniendo los ojos cerrados o abiertos (en nuestro caso, en el Estudio 1 se pidi6 que se
cerraran los ojos). Se senala a los sujetos que se mantengan despiertos en estado de
relajacion sin realizar ninguna tarea cognitiva concreta. Este paradigma se utiliz6 en el
Estudio 1 con el fin de estudiar la conectividad intrinseca de redes neuronales cerebra-

les en estado de reposo, sin la implicacién de ningin proceso cognitivo.

En el Estudio 2, dentro de la maquina de RM, los participantes realizaron una tarea
de oddball visual o de deteccion del estimulo extrafio durante la adquisicion de una
secuencia de RMf. La tarea oddball es un paradigma de induccion de alerta o de medi-
cién de arousal que permite evaluar la capacidad de detectar estimulos impredecibles,
infrecuentes y salientes, llamados oddball, y que se ha utilizado tradicionalmente para
estudiar la actividad fasica de las neuronas del LC (484). Se trata de una tarea de even-

tos en la que se intercalan estimulos estandar no relevantes para el sujeto (un total de
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200) con estimulos salientes u oddball, que son infrecuentes (50 estimulos oddball).
Cada uno de los estimulos se presentaba durante 100 milisegundos con un intervalo
interestimulo que variaba entre los 2.5 y 3.5 segundos (Figura 5). Los estimulos
oddball se distribuian de manera semi-aleatoria con un intervalo inter-oddball de al
menos 10 segundos. Ademas, se incluyeron a lo largo de la tarea 7 bloques (de 14 se-
gundos) en los que se presentaba una cruz estatica en el centro de la pantalla y que
permitia a los participantes descansar con el fin de evitar un efecto de fatiga que no nos
permitiera obtener datos fiables. Se pedia a los sujetos que tras detectar un estimulo
oddball apretaran un botén con la mano derecha, con el fin de registrar el tiempo de
reaccion frente a estos estimulos diana y los errores de omisiéon (no contestar al apare-

cer un estimulo diana) y comisién (contestar tras un estimulo estandar).

257 stimuli

100 ms O.h

Figura 5. Representacion visual de la estructura de la tarea oddball realizada durante la adqui-
sicién de una secuencia de RMf. Tras la presentaciéon del estimulo oddball los sujetos respon-
dian apretando un botén con la mano derecha.
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4.4.Adquisicion y analisis de las imagenes de resonancia

magnética

Desde que en 1973 Lauterbur publicara la primera imagen por RM, en 1977 Mans-
field demostrara lo rapido que podian adquirirse imagenes mediante la técnica de ad-
quisicion llamada EPI (echo-planar imaging), y que en ese mismo afo se creara el
primer escaner de RM para humanos (562), el campo de la Imagen por RM ha experi-
mentado un desarrollo explosivo, convirtiéndose en una de las técnicas diagnosticas
mas utilizadas en el mundo occidental. En aquella época, se trataba de una técnica que
evitaba los posibles riesgos que podian conllevar otras técnicas como la tomografia
computerizada que requerian de radiacion ionizante, pudiendo, ademaés, obtener iméa-
genes del cuerpo en cualquiera de sus planos, lo que era un valor afiadido para el diag-

nostico y las tareas de investigacion (562—564).

Durante las décadas siguientes, la técnica se populariz6 ampliamente y se instalaron
miles de escaneres en centros médicos, lo que llevd a la especializacion en el manejo de
estas técnicas y al avance en la investigacion de los principios fisico-biologicos del fe-
nomeno de la imagen por RM. Esta investigaciéon culminé con el desarrollo de secuen-
cias capaces de medir la funcién cerebral. Ogawa et al. (1990) investigaron la posibili-
dad de examinar la fisiologia cerebral con la ayuda de la RM y sus estudios sobre la se-
nal dependiente de la oxigenacion de la sangre (BOLD, blood-oxygen-level dependent)
dieron pie a la apariciéon de la RMf, que permitia estudiar la actividad y, afios més tar-
de, la conectividad funcional en el sistema nervioso central con una aproximaciéon mi-
nimamente invasiva, a diferencia de otras técnicas como la tomografia por emision de
positrones (PET, de sus siglas en inglés)(562). A principios de la década de los 90 apa-
recieron los primeros estudios de RMf en los que se estudiaba la activacion de diferen-
tes regiones cerebrales mediante la sefial BOLD, y, a partir de entonces, el nimero de
estudios cientificos que han utilizado tanto la imagen por RM como la RMf ha crecido

exponencialmente (562,564). En esta seccion se describen las diferentes técnicas de
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RM utilizadas en los estudios de esta tesis. En cualquier caso, los pasos del procesado,
analisis y correccion del ruido de las imagenes pueden ser consultadas en detalle en la

seccidn de Métodos de cada uno de los articulos (ver 4. Resultados).

La RM utiliza campos magnéticos muy potentes para crear imagenes o mapas del te-
jido biolégico, en el caso de la Neuroimagen, del encéfalo. Normalmente, la RM crea
iméagenes a partir de los nticleos de los &tomos de hidrégeno que son los mas abundan-
tes en el cuerpo humano. Grosso modo, los ntcleos de los atomos, en condiciones nor-
males, presentan un movimiento rotatorio llamado spin. Cuando situamos este nicleo
en un fuerte campo magnético, este movimiento de precesion se alinea con el eje del
campo magnético, bien en sentido paralelo (o de baja energia) o antiparalelo a este (o
de alta energia). Al aplicar un pulso de radiofrecuencia a estos nucleos se produce una
excitacion de los nucleos que estaban en un estado de baja energia, que cambian su
estado a uno de maés alta energia. Una vez que la fuente de energia (pulso de radiofre-
cuencia) desaparece, comienza el proceso de relajacion en el que los ntcleos vuelven al
estado de baja energia, liberando la energia adquirida que es captada por medio de las

bobinas del escaner y sirve como sefial de RM (562).

Algunos tipos de analisis de las secuencias de neuroimagen estructural, como la
morfometria basada en voxel (VBM, voxel-based morphometry) o el andlisis de dife-
rentes propiedades de la superficie cortical, pueden proporcionar informacién sobre la
anatomia mesoscopica de los grupos estudiados. En nuestro caso, sin embargo, en
ambos estudios utilizamos la imagen estructural como ayuda al preprocesado de las
imagenes funcionales, para normalizar a un espacio de referencia comun y realizar una
segmentacion de tejidos, obteniendo tres compartimentos de interés: substancia gris,

blanca y LCR. Concretamente, las sefiales funcionales provenientes de la substancia
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blanca y el LCR fueron utilizadas para limpiar fuentes de ruido un nuestro tejido de
interés principal, la substancia gris, que es donde se observan los cambios funcionales
relacionados con la actividad sinaptica. Igualmente, en el Estudio 2, utilizamos un
tipo concreto de imagen estructural, una secuencia potenciada en T1 sensible a
los acimulos de neuromelanina para identificar el LC en las imagenes de los par-

ticipantes en el estudio.

La RMf crea imagenes de cambios fisiologicos asociados a la actividad neuronal. El
procesamiento de informacion electroquimica en las neuronas requiere del consumo de
energia. Estas fuentes de energia, fundamentalmente glucosa y oxigeno, son transpor-
tadas por la circulaciéon sanguinea, y el oxigeno, concretamente, por las moléculas de
hemoglobina. A través de la respuesta hemodinamica, este oxigeno se libera en aquellas
neuronas que estan activas en mayor proporcion que en aquellas que no lo estan, de
modo que las concentraciones de oxihemoglobina y deoxihemoglobina (es decir, hemo-
globina oxigenada y deoxigenada) varian regionalmente en funcion de la actividad neu-
ral. Gracias a las propiedades magnéticas de la deoxihemoglobina, que distorsionan el
campo magnético afectando ciertos tipos de imigenes por RM, estos cambios arrojan
una medida de la funcién cerebral basada en la sefial BOLD (Blood Oxigen Level De-
pendent signal). Partiendo de estos datos, se han desarrollado diferentes disenos expe-
rimentales y métodos de analisis con el fin de estudiar los procesos biologicos cerebra-
les implicados en diferentes tareas sensoriales, cognitivas, emocionales o conductuales,

o aquellos subyacentes a diferentes trastornos.

Durante la adquisicion de una secuencia funcional en estado de reposo, o resting
state, se adquieren las imagenes de RMf pidiéndole a los sujetos que no hagan ninguna
tarea cognitiva concreta. Esto supone una buena aproximacion para estudiar los patro-

nes de conectividad funcional sin la implicacién de ningtin proceso psicologico interfe-
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rente. Los analisis de conectividad funcional se basan en que en estado de reposo la
fluctuacion de la senial BOLD correlaciona a través del tiempo entre diferentes regiones
cerebrales que pertenecen a una misma red funcional o que reflejan procesos cerebrales
intrinsecos independientes de estimulos externos (566). Concretamente, estas correla-
ciones se producen por la actividad neuronal sincronizada dando lugar a fluctuaciones

sincronizadas de la sefial BOLD (567).

Tradicionalmente, los anélisis de CF se han basado en contrastar una hipétesis pre-
via. Para ello, estos analisis, conocidos como anéalisis basados en semillas o seed-based
analyses, extraen la sefial BOLD de una region de interés, o semilla, o de varias de ellas,
correlacionando el patron de oscilacion entre esta(s) area(s) de interés con el resto de
regiones cerebrales. Uno de los problemas que plantea este tipo de andlisis es que no
siempre existe el suficiente conocimiento previo sobre las regiones o las funciones cere-
brales subyacentes a un proceso o patologia. Recientemente, han aparecido diferentes
tipos de anélisis de CF basados en voxeles, o voxel-based, con la intenciéon de sortear
este problema. Se conocen con el nombre general de global degree network measures.
Con ellos se generan, con intenciéon exploratoria, mapas de correlaciones en los que
obtenemos un coeficiente de correlacion que nos informa de cuan conectado esta cada
uno de los voxeles que componen una imagen con el resto de voxeles. Posteriormente,
los resultados de estos analisis pueden ser utilizados como semillas en analisis de CF
seed-based tradicionales (568). Una de estas medidas de CF global es el contraste de
conectividad intrinseca (ICC, intrinsic connectivity contrast), que ha sido utilizado
en los Estudio 1y 2 de esta tesis. Tras obtener los mapas de correlaciones, en el Estu-
dio 1 ademas se utiliz6 un analisis seed-based utilizando como seed o semilla el re-

sultado del anélisis de ICC.

Igualmente, tras el analisis voxel-based, en el Estudio 2 se realizé un analisis de
interacciones psicofisiolégicas (PPI, psychophysiological interactions), exami-

nando la conectividad entre el seed de interés y otras regiones cerebrales en funciéon de
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una tarea presentada dentro del escaner (tarea de oddball visual). Los anélisis de PPI se
basan en que los procesos mentales (o ‘factor psicologico’), evocados por una condicién
estimular o la conducta del sujeto, modulan la influencia de un 4rea cerebral sobre otra
(‘factor fisiolégico’). Asi, se utilizan las series temporales de activacion de regiones se-
milla para predecir cambios en la activacidon de otras areas en interacciéon con los blo-

ques del disefio experimental.

4.5. Analisis de datos clinicos, conductuales y neuropsi-

coldgicos

El analisis de los datos clinicos, conductuales y neuropsicologicos se realiz6 utilizan-
do el paquete estadistico SPSS (Statistical Package for the Social Sciences). En el caso
del Estudio 1, se llevaron a cabo pruebas t para muestras independientes para compa-
rar las variables cuantitativas entre ambos grupos (CS vs H-EAIT). En el Estudio 2, las
comparaciones de estas variables entre los tres grupos se realizaron con un anélisis de
varianza (ANOVA, Analysis of Variance). Ademas, con el fin de evaluar las posibles
asociaciones entre los resultados de imagen y variables clinicas y neuropsicologicas, en
ambos Estudios se incluy6 un anélisis de correlaciones de Pearson de dos colas. En am-
bos trabajos, los outliers o casos atipicos con mas de 3 desviaciones estandares fueron

eliminados de todos los analisis.
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5. Resultados

5.1.Estudio 1

Disrupted functional connectivity of the locus coeruleus in healthy adults

with parental history of Alzheimer’s disease

Inés del Cerro, Mirta F. Villarreal, Carolina Abulafia, Barbara Duarte-Abritta, Stella M.
Sanchez, Mariana N. Castro, Hernan Bocaccio, Isidre Ferrer, José Manuel Menchon,

Gustavo Sevlever, Charles B. Nemeroff, Carles Soriano-Mas, Salvador M. Guinjoan
Journal of Psychiatric Research, 2020, 123: 81-88

Factor de Impacto (JCR 2019): 3.745

Resumen de los resultados:

En linea con la hipoétesis planteada en esta investigacion, los resultados del Estudio 1
mostraron que dentro de la region del tronco encefélico los H-EAIT mostraron altera-
ciones de CF tinicamente en el LC. Al caracterizar estos cambios, hallamos que existia
una alteracion de la conectividad entre el LC y diferentes regiones del cerebelo, que se
asociaron con medidas de memoria y rendimiento cognitivo. A continuacion se descri-

ben los resultados en detalle:

1. Los H-EAIT mostraron puntuaciones significativamente mas bajas en MMSE,
RAVLT, recuerdo diferido de la WMS-III, subescala de Color en test Stroop, y el
subtest de Vocabulario del WAIS-IV.

2. Los H-EAIT, comparados con los CS, exhibieron un decremento de la conectividad
global en el LC izquierdo.

2.1. La conectividad global del LC en el total de la muestra correlacioné negativa-

mente con las puntuaciones del BDI.
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2.2. La conectividad global del LC en el total de la muestra se asoci6 positivamente
con las puntuaciones en MMSE y aprendizaje total y recuerdo diferido del
RAVLT.

En comparacion con los CS, los H-EAIT manifestaron una disminucion de la CF

entre el LC izquierdo y diferentes areas del cerebelo, incluyendo Crus I bilateral, 16-

bulo VI izquierdo, y 16bulo IX izquierdo.

3.1. La CF entre LC y Crus I izquierdo se correlacion6 positivamente con el recuer-
do diferido en la prueba RAVLT en los sujetos del grupo H-EAIT.

3.2. La CF entre LC y 16bulo VI izquierdo se asocié de manera positiva con la pun-

tuaciéon de recuerdo diferido en la prueba RAVLT en los controles sanos.
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Keywords: Prevention and early treatment strategies for Alzheimer's disease (AD) are hampered by the lack of research
Locus coeruleus biomarkers. Neuropathological changes in the Locus Coeruleus (LC) are detected early in AD, and noradrenaline
Functional connectivity plays a neuroprotective role in LC projecting areas. We assessed functional connectivity (FC) of the brainstem in
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underwent a neurocognitive evaluation and a resting-state functional magnetic resonance imaging acquisition.
In FC analyses we evaluated whole-brain global connectivity of the brainstem area, and subsequently assessed
seed-to-voxel FC pattems from regions showing between-group differences. O-LOAD individuals scored worse in
neurocognitive measures of memory and overall functioning (pgpg < 0.05). In imaging analyses, we observed
that O-LOAD individuals showed decreased global connectivity in a cluster encompassing the left LC
(peak = —4, —34, —32, pypc < 0.05). Seed-to-voxel analyses revealed that this finding was largely explained
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decreased in the healthy offspring of patients with LOAD, such connectivity measurements being associated with
delayed memory scores. The assessment of FC between the LC and the cerebellum may serve as a biomarker of

AD vulnerability.

1. Background

Alzheimer's disease (AD) is the leading cause of dementia.
Prevention and early treatment strategies are essential to reduce its
enormous socioeconomical costs, although, to date, their development
has been hampered by the lack of neurobiological markers of preclinical
and early disease stages. At the neuropathological level, AD is char-
acterized by the accumulation of intracellular tau neurofibrillary tan-
gles (NFTs) and extracellular beta amyloid (A) plaque deposition.
Nevertheless, at symptom onset, NFTs and AP plaques are typically
widespread distributed throughout the brain, which results in a non-
reversible neurodegeneration encompassing neural dysfunction, mas-
sive loss of synapses, and alterations in different neurotransmitter sys-
tems (Gulisano et al., 2018).

Late-onset Alzheimer's disease (LOAD) is the most common variant
of the disorder, with an estimated 95% of AD patients developing the
disorder after 65 years of age (Reitz et al., 2011). Nonetheless, AD-
related neuropathological signs may already be present in individuals,
although only a small percentage of these will show clinical manifes-
tations of the disorder (Braak and Del Tredici, 2011). Family history of
AD has been shown to be a significant risk factor for a malignant course
(Fratiglioni et al., 1993). Different genetic variants have been asso-
ciated with LOAD (Kunkle et al., 2019), but the precise mechanisms of
such increased risk remain unknown.

The Locus Coeruleus (LC) has been suggested to be one of the initial
sites of NFTs deposition in AD (Braak and Del Tredici, 2011; Zarow
et al., 2003). Indeed, neuropathological studies have revealed that
“pretangle” tau lesions are frequently present in the LC of individuals
under 30 years of age (Braak and Del Tredici, 2011), and, more re-
cently, tau alterations in the LC of asymptomatic individuals were
shown to be related with multiple neurobiological events linked to
neuronal malfunctioning and degeneration (Andrés-Benito et al., 2017).
Located in the dorsal pontine tegmentum, the LC is the major source of
noradrenaline (NA) in the central nervous system (CNS), presenting a
wide distribution of ascending and descending projections to different
cortical and subcortical targets (Weinshenker, 2008). Notably, altera-
tions in the LC and NA neurotransmission have been associated with
more AP plaques deposition in these projection areas (Heneka et al.,
2006), and, indeed, LC volume is negatively correlated with Braak's
stages (Theofilas et al., 2017). Likewise, in patients with AD, reduced
structural integrity of the LC has been associated with earlier severity
and disease duration (Grudzien et al., 2007; Zarow et al., 2003), and
diminished global cognitive function (Hammerer et al, 2018) and
cognitive reserve (Clewett et al., 2016).

From the LC, NFTs have been suggested to propagate to other areas
such as the hippocampus and the entorhinal cortex through inter-
neuronal tau seeding (Pamphlett and Kum Jew, 2015). However, an-
imal models have failed to support this idea (Iba et al., 2015), although
other LC-NA mechanisms may be contributing to AD progression. Thus,
there is evidence that in target regions, NA regulates the secretion of
other neurotransmitters and neuromodulators such as ATP, neuropep-
tide Y, BDNF and galanin, therefore playing an important role in neu-
roprotection, neurogenesis, neuronal plasticity, cellular energy meta-
bolism and control of excitotoxicity (Marien et al., 2004). Critically, NA
also acts on microglia to regulate neuroinflammatory processes and
facilitate AP} plaques clearance, both in LC neurons and in LC projection
areas (Heneka et al., 2015), including the hippocampus, the para-
hippocampal and fusiform gyri, and the cerebellum (Jacobs et al.,
2015). These findings have also their reflection at the systems level,
where neuroimaging studies have shown how functional connectivity

82

(FC) of the LC with medial temporal lobe areas is correlated with
memory performance in healthy controls (Jacobs et al., 2015). Allin all,
these findings are compatible with the general idea that LC degenera-
tion critically contributes to AD pathogenesis (Braak and Del Tredici,
2011; Iba et al., 2015; Theofilas et al., 2017).

In the present study, we used resting-state functional magnetic
resonance imaging (rsfMRI) to compare functional connectivity (FC)
of the LC between a sample of asymptomatic middle-aged adults with
a parental history of LOAD and an equivalent group of participants
without parental history of AD. Because other monoaminergic and
cholinergic neurotransmitter systems similarly originate in the
brainstem, including the dorsal raphe nucleus (Theofilas et al., 2015)
or the pedunculopontine nucleus (Riib et al., 2016), and have also
been related to AD we initiated an exploration of the regions within
the upper brainstem showing global FC alterations in the offspring of
LOAD patients (O-LOAD). Next, to identify the brain regions allegedly
losing the brainstem modulatory input, we also assessed the specific
whole-brain pattern of FC alterations from the upper brainstem and its
association with clinical and neurocognitive variables. We put forward
three hypotheses: first, that within the upper brainstem, the LC will
show the largest global FC alterations in the O-LOAD group; second,
we hypothesized that this same group of participants will show re-
duced FC between the LC and regions receiving direct noradrenergic
input; and third, we anticipated that this abnormal pattern of FC will
be correlated with neurocognitive measures related to cognitive de-
cline in AD.

2. Methods
2.1. Participants

A total of 31 offspring of LOAD patients (O-LOAD) participated in
the study. Parental diagnosis of LOAD was based on clinical criteria
(i.e., DSM 5 criteria, Mini-Mental State Examination (MMSE)
scores < 25, and Clinical Dementia Rating (CDR) scores = 1). Based
on Dubois et al. (2007), additional diagnostic criteria were also con-
sidered, such as an impaired recall in the Rey Auditory-Verbal Learning
Test (RAVTL) not improving with recognition, and, when available,
evidence of medial temporal lobe atrophy on Magnetic Resonance
Imaging (MRI) or a Pittsburgh Compound B-Positron Emission Tomo-
graphy (PiB-PET) scan positive for amyloid deposition. The rest of in-
clusion criteria for O-LOAD subjects were: 1) being between 30 and 65
years of age at the time of recruitment; 2) having at least 7 years of
formal education in order to be able to complete the neurocognitive
evaluation; 3) a MMSE score > 26 points; 4) no current evidence of
neurological or serious medical conditions; 5) no history or current
evidence of psychiatric disorder or substance abuse (except for nico-
tine); and 6) a Hachinski Ischaemia Scale score < 4 points with the
aim of excluding subjects with vascular-derived cognitive impairment.

The control sample included 28 healthy controls (HC) comparable
in age, gender, education level and depressive symptoms with O-LOAD
individuals. Subjects from this comparison group underwent a complete
medical evaluation in order to exclude participants with current or
lifetime psychiatric or neurologic disorder, as well as current or past use
of psychotropic medication. Inclusion criteria were the same as for the
0O-LOAD group, but participants from this group were required to have
no familial history of neurodegenerative disease.

Sociodemographic and clinical characteristics of all participants are
described in Table 1. Written informed consent was obtained from all
participants after a complete description of the study, which was
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Table 1
Sociodemographic, clinical and neurocognitive characteristics of the study
samples.

O-LOAD (n = 31) HC (n = 28) Analysis
N % N % %2 df p*
Gender, female 22 70.97 20 71.43 1.42 1 0.234
Mean SD Mean  SD t daf p*
Age, years 50.36 8.32 53.90 8.44 -1.62 57 0.110
Education, years 17.75 276 17.47 299 0.38 56 0.709
BDI 8.50 6.56 7.80 7.34 -0.37 53 0710
MMSE 28.87 1.20 29.61 0.69 2,92 48 0.005"
RAVLT
RAVLT total 43.74 7.00 47.82 9.01 1.95 57 0.056
learning
Recognition 12.97 1.92 14.00 1.12 2.55 49 0.014
Delayed Recall 8.52 2.99 10.36 213 2.70 57 0.009"
TMT-A 31.26 7.60 31.64 9.97 0.17 57 0.867
TMT-B 71.13 18.75 64.57 18.22 -1.35 56 0.182
SCWT
Word task 88.82 13.38 97.77 18.43 2.05 52 0.045
Color task 63.14 7.60 70.08 10.10 2.87 52 0.006"
Color-Word 38.00 5.03 42.80 9.08 2.42 51 0.025
task
Semantic fluency 20.84 4.09 22,44 5.01 1.34 56 0.185
Phonological 18.10 3.83 18.33 3.68 0.24 56 0.812
fluency
TOL
Total 33.68 16.45 32.81 13.68 -0.21 53 0833
movements
Execution time 247.18 105.68 218.33 86.58 -1.11 53 0274
Total time 327.71 132.88 281.26 11055 -1.41 53 0.165
Boston Naming 52.87 4.85 53.52 3.27 0.59 56 0.560
Test
WAIS-IV
Digit Span 9.68 217 9.46 1.97 -0.39 57 0.695
Forward
Digit Span 6.68 1.68 7.11 2.47 0.79 57 0434
Backward
Similarities 25.48 4.55 26.62 4.06 0.98 55 0.330
Vocabulary 45.06 9.03 50.62 5.69 2.82 51 0.007"

Abbreviations: BDI= Beck's Depression Inventory; HC = healthy controls;
MMSE = Mini-mental State Examination; RAVLT = Rey Auditory Verbal
Learning Test; O-LOAD = offspring of late-onset Alzheimer's disease patients;
SD = standard deviation; SCWT = Stroop Color and Word Test; TMT = Trail
Making Test; TOL = Tower of London; WAIS-IV= Weschler Adult Intelligence
Scale, fourth edition.

# Uncorrected p values. FDR correction for multiple testing was applied to
neurocognitive variables (from MMSE scores downwards).

b FDR-corrected p-value = 0.045.

performed in accordance with the Declaration of Helsinki and approved
by the Bioethical Committee of Clinical Research of Fleni Foundation.

2.2. Neurocognitive assessment

Participants underwent a neuropsychological assessment with a
battery frequently used and widely accepted for AD assessment (de-
scribed in Supplementary Material). These scores are reported in
Table 1.

2.3. Image acquisition

Imaging data were collected on a 3T Signa HDx (General Electric,
Milwaukee, Wisconsin) equipped with an eight-channel phased-array
head coil and single-shot echo planar imaging software. The whole
measurement consisted in a rsfMRI scan followed by a structural MRI
scan. The functional sequence consisted of a gradient recalled acquisi-
tion in the steady state (repetition time, 2000 msec; echo time, 35 msec;
and pulse angle, 90°) in a 24-cm field of view, with a 64 x 64 pixel
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matrix (inplane resolution of 3.75 x 3.75 mm) and a slice thickness of
4 mm. Thirty-three interleaved sections, parallel to the anterior-pos-
terior commissure line, were acquired to generate 200 whole-brain
volumes, excluding five initial dummy volumes. Participants were in-
structed to relax, stay awake, and keep their eyes closed. For anatomical
reference, we acquired a T1 weighted 3D inversion recovery-prepared
spoiled gradient echo sequence with 120 contiguous slices (repetition
time, 6604 msec; echo time, 2796 msec; flip angle, 15°) in a 24-cm field
of view, with a 256 x 256 pixel matrix (in-plane resolution of
1.02 x 1.02 mm) and a slice thickness of 1.20 mm.

2.4. Preprocessing and denoising

Imaging data processing was performed on a Microsoft Windows
platform running MATLAB version 9.3 (R2017b) (The MathWorks Inc,
Natick, Massachusetts) and the MATLAB-based CONN-fMRI Functional
Connectivity toolbox, version 17.f (Cognitive and Affective Neuroscience
Laboratory, Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, USA).
The default CONN preprocessing pipeline was applied. In order to correct
motion across volumes, functional images were aligned to the first vo-
lume using a least-square minimization and a six-parameter rigid body
spatial transformation. Moreover, unwarping and slice-timing correction
were also applied. Next, we ran the ART-based automatic outlier detec-
tion for later scrubbing. Specifically, functional volumes were deemed
outliers if their signal intensity deviated more than 5 standard deviations
from whole series mean signal intensity or showed evidence of dis-
placement superior to 0.9 mm in relation to the preceding volume. Both
functional and structural images were then subjected to gray and white
matter and cerebrospinal fluid segmentation, and a bias correction was
performed to remove smoothly varying intensity differences across
images. Finally, structural and functional data were spatially normalized
in parallel (ie., in independent preprocessing streams, as recommended
when FieldMaps or some other images to compute spatial in-
homogeneities have not been acquired) through non-linear transforma-
tions to the Montreal Neurological Institute (MNI) space. Images were
resliced to a 2-mm isotropic resolution and smoothed with an 8-mm full-
width at half-maximum (FWHM) isotropic Gaussian kernel.

After preprocessing, imaging data were denoised from residual
movement and physiological noise (i.e., respiration, cardiac pulsations,
slow involuntary head position motion or ‘spike-like’ movements
(Parkes et al., 2018). Specifically, denoising steps included: a temporal
despiking, regressing out confounding factors (i.e., BOLD signal small
ramping effects at the beginning of each session, the six rigid body
realignment parameters and their first order derivatives), an anatomical
component-based noise correction method (aCompCor, which reduces
physiological and movement noise), the ART scrubbing protocol, linear
detrending to remove the linear signal drift, and band-pass filtering to
restrict the analysis to a range of frequencies of interest
(0.008-0.09 Hz). Importantly, after scrubbing volume censoring, no
subjects were removed from the analysis because in all cases functional
sequences were at least > 4 min (Parkes et al., 2018).

2.5. Statistical analyses

2.5.1. Behavioral analyses

Clinical and neurocognitive variables were compared between the
two groups with independent-sample t-tests in SPSS v.22 (SPSS Inc.,
Chicago, IL). P-values from these analyses were false discovery rate
(FDR) corrected for multiple comparisons.

2.5.2. Imaging analyses

All functional connectivity analyses were also performed with the
CONN toolbox 17.f. Significance threshold wasset atp < 0.05, Family-
Wise Error (FWE) corrected within our masks of interest (see below).
Specifically, statistical significance was estimated by means of a voxel-
wise non-parametric permutation testing with 5000 permutations,
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using the Threshold-Free Cluster Enhancement (TFCE) method as im-
plemented in the SPM-TFCE toolbox v156 (http://dbm.neuro.uni-jena.
de/tfce/).

2.5.2.1. Voxel-to-voxel analysis. A global degree network measure
approach was used in this first part of the analyses. Network measures
of degree summarize the number of connections of any given voxel with
the rest of gray matter voxels. Specifically, here we used the intrinsic
connectivity contrast (ICC), which does not require any a priori
information (i.e., to select a region of interest or using an arbitrary
correlation threshold (Martuzzi et al., 2011)). Voxel-to-voxel bivariate
correlation coefficients were computed from the residual BOLD time
series, obtaining a whole-brain gray matter map where voxel intensities
accounted for the degree of correlation of each voxel with the rest of
voxels. Such maps were normalized to fit a Gaussian distribution with
zero mean and unitary variance. Realignment parameters, scan-to-scan
changes in global BOLD signal (Z-scores), framewise displacement time-
series (in mm), and outlier scans were included as nuisance parameters in
this first-level analysis. Next, they were included in a second-level
(between-group) analysis, and an independent two-sample t-test was
performed to derive t-statistic maps comparing global connectivity
patterns between HC and the O-LOAD group. As per our hypotheses,
second level analyses were restricted to a 4 446-voxel mask
encompassing the midbrain and the pons. This mask was created with
the Wake Forest University Pick-atlas toolbox implemented in SPM12.

2.5.2.2. Seed-to-voxel analysis. In order to characterize the specific
connectivity patterns of the regions showing between-group
differences in voxel-to-voxel analyses, we performed a seed-to-voxel
analysis. Specifically, we used as seed of interest the signal from an 8-
voxel cluster with its peak located atx = —4,y = —34,z = —32 MNI
coordinates (see results, below). This cluster corresponded to the
location of the LC according to previous reports (Keren et al., 2009).

In first-level analyses, we obtained individual matrices of Pearson's
bivariate correlation coefficients between the seed time-series and the
time course of all other whole-brain voxels. These correlations were
later converted to normally distributed scores using the Fisher's trans-
form in order to perform second-level analyses. We estimated positive
and negative FC patterns independently for each group, thresholded at
an uncorrected significance threshold of p < 0.001. These group
specific patterns were then combined to create a mask to investigate
between-group differences in second-level analyses, where a two-
sample t-test between-group comparison was performed.

2.6. Correlations between imaging and clinical and neurocognitive variables

To evaluate the association of imaging with clinical and neurocog-
nitive variables, we conducted a series of analyses with the extracted
peak signals (i.e., first eigenvariates) from the above analyses. We used
SPSS v.22 (SPSS Inc., Chicago, IL) to perform two-tailed Pearson's
correlations between age and MMSE, RAVLT, Trail Making Test (TMT),
Stroop Color and Word test (SCWT), fluency tests, Tower of London
(TOL), Boston Naming Test, and Weschler Adult Intelligence Scale
fourth edition (WAIS-IV) scores. Extreme outliers (3 or more standard
deviations) were removed from these analyses. Resulting p-values were
FDR-corrected for multiple comparisons.

3. Results
3.1. O-LOAD individuals show impaired neurocognitive functioning

As can be seen in Table 1, in comparison to HC, the O-LOAD group
scored lower in the MMSE (t = 2.921; pgppr = 0.045), the RAVLT
Delayed Recall (t = 2.699, prpr = 0.045), the SCWT Color (t = 2.820;
Pror = 0.045) and the WAIS-IV Vocabulary (t = 2.820; pgpr = 0.045)
tests.
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Fig. 1. Global connectivity was decreased in the O-LOAD group in a cluster
encompassing the left LC, which is overlaid onto a brain template in MNI space.

3.2. LC global connectivity is impaired in O-LOAD individuals

The O-LOAD group, in comparison with HC, showed a decrease in
global connectivity in a cluster encompassing the left LC (peak at
X=—4,y= —34,z= —32; kg = 8; prwe = 0.047; TFCE = 168.36,
see Fig. 1).

Global connectivity of this cluster was significantly correlated, at
the whole sample level, with BDI scores (negative association), as well
as with MMSE, RAVLT total learning and RAVLT delayed recall scores
(positive associations) (see Table S1 and Fig. S1, in Supplementary
Material). All these correlations were significant at the whole-sample
level, but they were not at the within-group level, except for the cor-
relation between left LC global connectivity degree and BDI score in the
HC group, which was significant at an uncorrected threshold
(r = —0.450, p = 0.024). In addition, we did not observe any sig-
nificant between-group differences in these correlations.

3.3. LC-cerebellar functional connectivity alterations in O-LOAD

Among O-LOAD, compared with healthy controls, whole-brain seed-
to-voxel analysis showed a decreased FC between the left LC and dif-
ferent clusters of the cerebellar cortex. These results are summarized in
Table 2 and Fig. 2A.

Moreover, we observed that, in the O-LOAD group, the Delayed
Recall score of the RAVLT correlated positively with the peak con-
nectivity between the left LC and the left Crus I (r = 0.474,p = 0.022),
while, in the HC group, this same neurocognitive score was associated
with the peak connectivity between the left LC and the left lobule VI
(r = 0.441, p = 0.024). See Fig. 2B. These correlations, however, were
significant at an uncorrected threshold, and should therefore be inter-
preted with caution.

4. Discussion

To the extent of our knowledge, this is the first study evaluating the
functionality of the LC in asymptomatic offspring of LOAD patients. We
used magnetic resonance imaging to assess functional connectivity from
the LC during resting-state, and our observations produced three main

Table 2

Seed-to-voxel analysis results.
Region MNI Coordinates (x, y, z) kE* p value* TFCE value
Left Crus I —24, —68, —36 628 0.018 418.86
Right Crus 1 30, —64, —38 141 0.033 354.19
Left Lobule VI —24, -50, —24 303 0.025 383.04
Left Lobule IX -10, —42, 44 126 0.026 380.41

Abbreviations: kE = cluster extent; MNI = Montreal Neurological Institute.
# All p-values were FWE-corrected, p < 0.05.
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Fig. 2. Results of seed-to-voxel analyses and correlations with Delayed Recall scores. a Clusters of decreased FC between the left LC and different cerebellar clusters
in O-LOAD individuals. b FC between LC-left Crus I (1 in a) was positively associated with RAVLT Delayed Recall score in the O-LOAD group (red dots). LC-left Lobule
VIFC (2 in a) showed a positive correlation with RAVLT Delayed Recall score in HCs (blue dots). (For interpretation of the references to colour in this figure legend,

the reader is referred to the Web version of this article.)

findings in relation to our hypotheses. First, within the upper brain-
stem, the LC was the sole region showing global connectivity alterations
in the O-LOAD group. This is compatible with the observation that the
LC is one of the very early locations in the CNS where AD-characteristic
neurofibrillary changes originate (Andrés-Benito et al., 2017; Braak and
Del Tredici, 2011). Second, in the O-LOAD group, the LC showed a
decreased FC with the posterior cerebellum, a brain region receiving
direct noradrenergic input. Finally, FC between the LC and the cere-
bellum was directly correlated with neurocognitive measures of
memory and overall cognitive functioning.

Late-onset AD has traditionally been described as a sporadic syn-
drome, although the importance of genetic factors has also been posited
(Kunkle et al., 2019). In this context, previous neuroimaging studies
identified a wide range of alterations in subjects with a parental history
of LOAD, including reduced gray matter content in medial temporal
lobe (Donix et al., 2010) and fronto-parietal cortices (Honea et al.,
2010), or increased activation of frontal and temporal, including the
hippocampus, during memory encoding (Bassett et al., 2006), sug-
gesting the existence of compensatory mechanisms. Nevertheless, to
date, there are no imaging studies focused on the LC despite the rich
literature describing neuropathological alterations in this structure in
asymptomatic pre-disease stages (Andrés-Benito et al., 2017; Braak and
Del Tredici, 2011; Grudzien et al., 2007; Theofilas et al., 2015).

This study is therefore the first to show that global connectivity of
the LC is reduced in the offspring of LOAD patients. Remarkably, in
addition, this finding seems relevant from a functional perspective,
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since we have also observed that global LC connectivity is associated,
across the both groups of participants, with cognitive and mood pro-
files. Interestingly, depression symptoms have been also identified as a
risk factor for AD (Byers and Yaffe, 2011).

Decreased global connectivity of the LC in the O-LOAD group seems
to be accounted for by decreased FC between the LC and the posterior
cerebellum, which may therefore be a putative risk biomarker of AD
and is likely to be underpinning the subclinical cognitive decline that
characterizes increased-risk individuals. Multiple studies have de-
scribed alterations in the cerebellar cortex of patients with AD.
Structural MRI studies have observed cerebellar volume reductions in
these patients (Tabatabaei-Jafari et al., 2017), which have been cor-
related with B-amyloid accumulation (Falcon et al., 2018), clinical se-
verity and disease duration (Wegiel et al., 1999). Nevertheless, neuro-
pathological studies have shown that while NFTs and (-amyloid
plaques are typically observed in the cerebellum of early onset AD
patients carrying mutations in amyloid precursor protein or preseniline
genes (Sepulveda-Falla et al., 2011), in LOAD patients -amyloid pla-
ques are observed in the molecular and granular cell layers only in
advanced disease stages, and NFTs are rarely observed (Thal et al.,
2002; Wegiel et al., 1999). In LOAD, the cerebellum seems therefore
less vulnerable than other brain areas to tau seeding and propagation
from the LC (Thal et al., 2002), although reductions in Purkinje cell
numbers and molecular layer gliosis have been described (Sjobeck and
Englund, 2001), probably linked to other neuropathological mechan-
isms.
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For instance, the mechanisms related to decreased NA neuro-
transmission (see Introduction section, above) may be playing a re-
levant role. Indeed, LC-cerebellar connectivity has been recently shown
to be disrupted after methylphenidate administration in healthy adults
(Kline et al., 2016). Overall, NA neurotransmission is essential for
arousal regulation and plays a critical modulatory role on cognitive
functions including learning, memory and attention (Aston-Jones and
Cohen, 2005; Weinshenker, 2008) by optimizing signal-to-noise ratio in
regions receiving input from the LC (Devilbiss and Waterhouse, 2004).
Within the cerebellar cortex, NA input from the LC has been shown to
be involved in memory consolidation, probably through the modulation
of the inhibitory (GABAergic) Purkinje cells, the induction of synaptic
plasticity, and by enhancing the sensitivity to both excitatory and in-
hibitory inputs (Cartford et al., 2004). Likewise, LC-cerebellar con-
nectivity has been related to increased arousal and enhanced attention
and sensorimotor responses to salient stimuli (Zhang et al., 2016).

Interestingly, cerebellar neurodegeneration has also been observed
in individuals with amnestic mild cognitive impairment (a-MCID), al-
though restricted to the more anterior lobes (I to V), while progression
to posterior lobes has been reported in AD (Toniolo et al, 2018). Our
pattern of FC disruption between the LC and the cerebellar cortex,
mainly encompassing posterior cerebellar regions, seems to foretell a
pattern of alteration characterizing individuals with AD. These pos-
terior cerebellar regions are known to participate in cognitive processes
(Stoodley et al., 2012), and the correlations found here between LC-
posterior cerebellum connectivity and memory scores indicate that NA
input may be modulating such cerebellar role in memory function.
Importantly, these correlations were observed in both groups of parti-
cipants. Therefore, cognitive alterations in subjects at increased risk for
AD (i.e., decreased memory scores) could depend on quantitative dif-
ferences with healthy subjects in normal physiological processes (i.e.,
decreased LC-cerebellar connectivity), and not necessarily on abnormal
patterns of functional connectivity.

Several strengths and limitations of this study should be noted. We
recruited and carefully characterized a sample of healthy individuals
with a parental history of late-onset AD, which were compared with a
control group of participants of similar age, gender, years of education
and frequency of depressive symptoms. These subjects underwent a
comprehensive clinical and neurocognitive assessment as well as a
functional neuroimaging study. However, in global connectivity ana-
lyses, we restricted our search area to the upper brainstem (i.e., mid-
brain and pons), and, therefore, potential alterations in other areas may
have remained elusive to our analyses. However, our search was based
on a-priori hypotheses, and, moreover, our analysis approach was po-
tentially able to detect global connectivity alterations in other nuclei
within our region of interest (i.e., involving other neurotransmitter
systems). Nevertheless, the only significant finding was the LC cluster,
therefore confirming our hypothesis. Likewise, we did not obtain a
neuromelanin sensitive sequence, which would have allowed a more
precise localization of the LC on a subject-wise basis. Therefore, the
labeling as LC of the result from the global connectivity degree analyses
was based on the coordinates from other studies (Keren et al., 2009),
although our cluster may extend beyond the limits of this tiny structure.
In this sense, the use of higher magnetic fields (e.g., 7T) for functional
MRI (fMRI) acquisition should allow a more accurate delineation of FC
alterations in relation to the anatomical boundaries of the LC. Lastly,
also in relation with the lack of a neuromelanin sensitive sequence, we
have not been able to quantify potential structural alterations in the LC
of study participants, which could have nicely complemented our
functional findings.

In conclusion, this study provides the first evidence of connectivity
alterations in the LC of middle-aged cognitively normal subjects with
familial history of LOAD. This is important because AD-related neuro-
pathological signs have been found in this noradrenergic nucleus at
very young ages, and, therefore, the extent of such alterations may be
predictive of the risk to develop AD. Moreover, we have also identified
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the circuit linking the LC with the posterior cerebellum as the neuro-
biological underpinning of the early and subtle neurocognitive deficits
of individuals at familial risk for AD. Further research, preferably with
longitudinal designs in samples of at-risk individuals, is warranted to
explore how functional connectivity alterations of the LC contribute to
progression of functional deficits, and to elucidate the precise nature of
cerebellar pathology in early disease stages.
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Neurocognitive assessment

The set of neuropsychological tests included: (a) the Mini-Mental State Examination (MMSE),
used as a screening test of cognitive function; (b) the Rey Auditory Verbal Learning Test
(RAVLT), designed to measure verbal learning and memory; (c) the Trail Making Test (TMT),
with a first (A) part to assess simple visual attention skills and psychomotor speed, and a sec-
ond (B) section to evaluate executive control, cognitive flexibility and set shifting; (d) the
Stroop Color and Word Test (SCWT), with three parts: the Word task, where the subject is
asked to read a list of color words, the Color task, where the color of the ink of a list of graphic
symbols must be evoked, and the Color-Word task, on which the individual is ask to name the
color words wrote in conflicting ink colors; (e) verbal fluency tests, which were used to assess
verbal production (an executive function measure). Specifically, we evaluated phonological
fluency (participants were asked to evoke as many items as possible starting with “P”), and
semantic fluency (“animals”); (f) The Tower of London (TOL), used to assess cognitive planning
ability; (g) the Boston Naming Test, a visual confrontation naming test widely used to evaluate
language function; and (h) the Digit Span, Similarities and Vocabulary subtests from the WAIS-
IV (Weschler Adult Intelligence Scale, fourth edition). In addition, other screening scales were
used to control for other clinical variables of interest, such as the Beck’s Depression Inventory
(BDI).



Table S1. Whole-sample correlations between left LC global connectivity degree and neuro-
psychological and clinical variables.

Neuropsychological or clini-  Pearson’sr p Value ®
cal variable
BDI -0.359 0.035
MMSE 0.391 0.033
RAVLT
RAVLT total learning 0.368 0.033
Recognition 0.120 0.480
Delayed Recall 0.391 0.033
TMT-A -0.084 0.556
TMT-B -0.184 0.373
SCWT
Word task 0.287 0.100
Color task 0.143 0.466
Color-Word task 0.123 0.480
Semantic fluency 0.243 0.165
Phonological fluency 0.112 0.480
TOL
Total movements -0.174 0.410
Execution time -0.318 0.067
Total time -0.312 0.067
Boston Naming Test 0.111 0.480
WAIS-IV
Digit Span Forward -0.014 0.919
Digit Span Backward 0.092 0.543
Similarities 0.146 0.466
Vocabulary 0.145 0.466

Abbreviations: BDI= Beck’s Depression Inventory; MMSE= Mini-mental State Examination;
RAVLT= Rey Auditory Verbal Learning Test; SCWT= Stroop Color and Word Test; TMT= Trail
Making Test; TOL= Tower of London; WAIS-IV= Weschler Adult Intelligence Scale, fourth edi-
tion.

? All p-values were FDR-corrected for multiple comparisons.

" p<0.05.
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Figure S1. Scatter plots depicting the correlations between left LC global connectivity degree
and BDI (Beck’s Depression Inventory) total score (top left), MMSE (Mini-Mental State Exami-
nation) total score (top right), and RAVLT (Rey Auditory-Verbal Learning Test) total and De-
layed Recall scores (bottom left and right, respectively).
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Resumen de los resultados:

Los resultados del Estudio 2 apoyaron parcialmente las hipotesis planteadas, puesto
que los pacientes con TDM en la adultez tardia mostraron alteraciones significativas en
la conectividad global del LC al procesar estimulos diana en una tarea atencional de
oddball visual. Sin embargo, no encontramos cambios significativos en el caso de los
DCL-a. Tras caracterizar este patréon de conectividad alterado en los pacientes del gru-
po TDM, descubrimos que existia una disminucion de la conectividad entre el LC y di-
ferentes regiones corticales y subcorticales, que, en este grupo de pacientes, se asocia-
ron con medidas de severidad de la depresion. Los resultados descritos en detalle son

los siguientes:

1. Los sujetos con TDM y DCL-a mostraron puntuaciones significativamente alteradas
en la evaluacion clinica y neuropsicolégica en comparaciéon con los CS:
1.1. Los sujetos del grupo TDM presentaron mayores puntuaciones en GDS y me-

nores puntuaciones en MMSE en comparacion con CS.
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1.2. Los sujetos del grupo TDM puntuaron significativamente maés alto en la escala
HDRS en comparacion con CS y DCL-a.

1.3. Los sujetos del grupo DCL-a mostraron puntuaciones mas bajas frente a los CS
en las escalas MMSE, FAST y en medidas de funcion ejecutiva (SDMT y SKT).

1.4. Los sujetos del grupo DCL-a exhibieron puntuaciones mas bajas en la prueba
de memoria verbal que los otros dos grupos.

1.5. En la tarea de oddball visual, ambos grupos clinicos, TDM y DCL-a, presenta-
ron mas errores de omision que los CS.

1.6. Los sujetos del grupo DCL-a cometieron mas errores de comisiéon en la tarea
oddball visual en comparacién con los otros dos grupos del estudio.

2. En comparacion con DCL-a y CS, en los sujetos con TDM se observo una conectivi-
dad global disminuida en el LC derecho cuando se presentaban los estimulos diana
en la tarea oddball visual frente a los estimulos estandar.

3. Al procesar a los estimulos oddball (versus estandar), los sujetos del grupo TDM
mostraron una conectividad disminuida entre el LC derecho y diferentes regiones
encefalicas:

3.1. En comparacion con los CS, los TDM mostraron una disminucién en la conec-
tividad del LC con la corteza cingulada anterior (CCA) izquierda, el giro fusi-
forme (GF) derecho, el 16bulo VIII del vermis cerebelar, y los 16bulos 111, VIII y
IX del hemisferio derecho del cerebelo.

3.1.1.Los TDM con un episodio activo de depresion (con mayor severidad de la
depresion en ese momento) mostraron valores de conectividad entre el LC
y la CCA mas bajos que los TDM con menor severidad de sintomas.

3.2. Al compararlos con los DCL-a, las alteraciones de CF del LC en los sujetos con

TDM se redujeron a una disminuciéon de conectividad con el 16bulo III bilateral

del cerebelo.
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4. En el grupo de TDM, la conectividad entre el LC y la CCA se correlaciond negativa-
mente tanto con medidas de severidad como con medidas de carga de enfermedad

(puntuaciones en GDS y nimero de recurrencias depresivas, respectivamente).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The Locus Coeruleus (LC) is the major source of noradrenergic neurotransmission. Structural alterations in the LC

Late-life major depressive disorder have been observed in neurodegenerative disorders and at-risk individuals, although functional connectivity

Mild cognitive impairment studies between the LC and other brain areas have not been yet performed in these populations. Patients with

fyk late-life major depressive disorder (MDD) are indeed at increased risk for neurodegenerative disorders, and here
Anterior cingulate cortex : 2 el 3 : i : s Satig E 3 2 oL

Hinictinal waguetic vesonance dnughig vl/ve m.vestlgated LC connectivity in late-life MDD in comparison to md.1v1dual§ with an'mesnc type nuld' cogmtl.ve

Visual oddball task impairment (aMCI) and healthy controls (HCs). We assessed 20 patients with late-life MDD, 16 patients with

aMClI, and 26 HCs, who underwent a functional magnetic resonance scan while performing a visual oddball task.

We assessed task-related modulations of LC connectivity (i.e., Psychophysiological Interactions, PPI) with other

brain areas. A T1-weighted fast spin-echo sequence for LC localization was also obtained. Patients with late-life

MDD showed lower global connectivity during target detection in a cluster encompassing the right caudal LC.

Specifically, we observed lower LC connectivity with the left anterior cingulate cortex (ACC), the right fusiform

gyrus, and different cerebellar clusters. Moreover, alterations in LC-ACC connectivity correlated negatively with

depression severity (i.e., Geriatric Depression Scale and number of recurrences). Reduced connectivity of the LC

during oddball performance seems to specifically characterize patients with late-life MDD, but not other pop-

ulations of aged individuals with cognitive alterations. Such alteration is associated with different measures of

disease severity, such as the current presence of symptoms and the burden of disease (number of recurrences).

Locus coeruleus

1. Introduction 2003; Braak and Del Tredici, 2015). Neuropathological studies have
revealed that pretangle tau lesions may be observed in the LC of healthy
The locus coeruleus (LC), the major noradrenergic (NA) source in the subjects before 30 years of age (Braak and Del Tredici, 2011), and tau

central nervous system, has been suggested to be one of the initial sites alterations in the LC of asymptomatic individuals have been related to
of appearance of pathologically altered tau aggregates in preclinical alterations in different metabolic pathways of LC neurons and increased
stages of Alzheimer’s disease (AD) (Braak et al., 2011; Zarow et al,, pro-inflammatory gene expression and microglia response, which are
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accompanied by compensatory increases in a2A adrenergic receptor
protein levels in regions receiving noradrenergic input from the LC, such
as the amygdala or the hippocampus (Andrés-Benito et al., 2017).

Individuals with mild cognitive impairment (MCI), with an esti-
mated AD-conversion rate around 10-15% per year (Petersen, 2004),
accumulate tau pathological changes in the LC to a larger extent than
cognitively preserved individuals (Grudzien et al., 2007). Such accu-
mulation, however, is smaller than in AD, suggesting that LC degener-
ation increases throughout the MCI-AD continuum (Grudzien et al.,
2007). Moreover, individuals with amnestic MCI (aMCI), with AD con-
version odds greater than the non-amnestic subtype (Busse et al., 2006),
also present alterations in pupillary response (Granholm et al., 2017),
which has been shown to be associated to altered task-induced phasic
activity of LC neurons (Elman et al., 2017), although pupil dilation may
also depend on other neurotransmitter systems, such as serotonin
(Weinberg-Wolf et al., 2018).

Subjects with late-life major depressive disorder (MDD) have a
twofold increased risk of progression to AD (Byers and Yaffe, 2011;
Green et al., 2003), and also show alterations in the LC, such as a
decreased neuronal count (Baumann et al., 1999). More importantly,
MDD patients present a decreased neuron density in LC projection areas
(e.g., hippocampus or prefrontal cortex) (Tsopelas et al., 2011), which
has led to suggest that decreased NA input may be related to neural
degeneration in different brain regions (Gannon and Wang, 2019).
Nevertheless, to our knowledge, no previous studies have evaluated
potential abnormalities in the connectivity between the LC and the
multiple areas receiving NA input in late-life MDD. This could be ach-
ieved by non-invasive means with functional magnetic resonance im-
aging (fMRI) estimations of functional connectivity between the LC and
the rest of the brain.

In physiological conditions, phasic discharge in LC neurons oceurs in
front of salient events (Aston-Jones and Cohen, 2005), and NA activity
has been linked to fast orienting and flexible behavior by optimizing
signal-to-noise ratio in regions receiving LC input (Devilbiss, 2004). In
experimental settings, such phasic activity of the LC has been tradi-
tionally assessed by means of oddball paradigms (Rajkowskietal., 1994)
evaluating the capacity to rapidly detect unpredictable, infrequent and
salient stimuli (i.e., oddball stimuli) (Aston-Jones et al., 1994). Despite
the limited temporal resolution of BOLD fMRI, putative alterations in
functional connectivity between the LC and the rest of brain areas
should therefore be better captured during event-related tasks than
during resting-state or blocks of continuous activation.

Here, we aim to evaluate whole-brain functional connectivity of the
LC during a visual oddball paradigm in patients with late-life MDD, who
were compared to patients with aMCI and healthy controls (HCs). We
also aimed at correlating neuroimaging measurements with clinical and
neuropsychological data. Importantly, although the oddball task has
been strongly associated with LC and NA activity, to evaluate the
specificity of our potential findings, we first performed a global con-
nectivity degree analysis (i.e., voxel-to-voxel, or V2V) to identify voxels
showing functional connectivity alterations during oddball detection
within a pons area encompassing different nuclei that could be also
involved in oddball detection. Such an approach also allowed for
detecting significant differences in distinct LC subregions. Moreover, to
ascertain that our findings were indeed located in the LC, our functional
findings were contrasted against a specific structural sequence allowing
visualization of the LC. Finally, we performed a seed-based analysis with
the results from the V2V analysis to characterize LC connectivity. We
hypothesized that individuals with late-life MDD and aMCI will show
impairment in the oddball task in combination with a disrupted con-
nectivity from the LC to other brain areas during oddball detection, and
this will likely relate to measures of task performance and disorder
severity. We also anticipate that such alterations will discriminate be-
tween the clinical groups.
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2. Methods
2.1. Participants

The final sample of the study included 20 patients with late-life MDD
(13 women), 16 aMCI (10 women) and 26 HCs (16 women) (see
Table S1 for a description of the number of participants initially
recruited and the reasons for their exclusion). Late-life MDD patients
were consecutively recruited from the Department of Psychiatry at
Bellvitge University Hospital (Barcelona, Spain), and diagnosed
following DSM-IV-TR criteria for MDD. In all cases, major depression
was their primary diagnosis, and the first depressive episode appeared
after 40 years of age. Individuals with aMCI were consecutively
recruited from the Department of Neurology of the same hospital. They
were diagnosed following Petersen criteria®, with Clinical Dementia
Rating (CDR) scores of 0.5 (Hughes et al., 1952), and were characterized
as amnestic MCI using the delayed recall test (5 points or less) of the
Wechsler Memory Scale III (Wechsler, 1997). Importantly, aMCI sub-
jects did not present MDD comorbidity. It is important to note that our
definition of aMCl is based on a syndromal categorical cognitive staging
approach, and not in the use of biomarkers (Jack et al., 2018). Healthy
controls were recruited from the same geographical area through ad-
vertisements and underwent a medical anamnesis to rule out the pos-
sibility of current or lifetime psychiatric or neurologic disorder, as well
as the use of psychotropic medication.

All participants underwent a comprehensive neuropsychological
testing, including the Mini Mental State Examination (MMSE) (Folstein
et al., 1975) and different tests covering the domains of attention, verbal
learning and memory, executive functioning, language, visual gnosias
and motor praxis (Table S2). Since groups differed in premorbid intel-
ligence (i.e., Vocabulary score, F(3 59) = 24.99, p < 0.0001), this variable
was used as confounding covariate in across-group comparisons of
neurocognitive variables. The Spanish brief version of the Geratric
Depression Scale (GDS) (Martinez de la Iglesia et al., 2002) and the
Hamilton Depression Rating Scale (Hamilton, 1960) were administered
to assess depression severity, but not for diagnostic purposes, and the
Functional Assessment Staging scale (FAST) (Sclan and Reisberg, 1992)
was used as a measure of functionality.

Exclusion criteria included < 60 or > 75 years, current or past his-
tory of other psychiatric or neurological disorders, acute and severe
depressive symptoms hampering neurocognitive assessment, a Hachin-
ski Ischemia Score > 3, CDR scores > 0.5, mental disability, any severe
medical condition, current or past substance abuse (excluding nicotine),
sensorial impairment preventing undertaking any of the assessments,
presence of contraindications to magnetic resonance imaging (MRI), or
gross abnormalities in the MRI scan. Written informed consent was
obtained from all participants after a complete description of the study,
which was performed in accordance with the Declaration of Helsinki and
approved by the ethical committee in clinical research of Bellvitge
University Hospital.

2.2. Visual oddball task

All participants undertook a visual oddball task during the acquisi-
tion of an fMRI sequence. They were instructed to lie still without
moving, focusing their attention on a centrally presented visual stimuli
consisting of a purple cross (0.65° of the visual angle) and standard and
target/oddball stimuli (purple circles with diameters subtending 3.2°
and 1.6° of the visual angle, respectively). All stimuli were presented
against a dark-grey background matched for luminance. A total of 200
standard stimuli and 50 targets were presented for 100 ms each, with an
interstimulus interval pseudorandomly varying between 2.5 and 3.5 s.
Target stimuli (20% of the trials) were pseudorandomly distributed
throughout the task ensuring a minimum inter-target interval of 10 s.
Finally, seven 14 s cross blocks were interspersed throughout the task to
minimize fatigue. Task was presented using E-Prime software
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(Psychology Software Tools Inc., Pittsburgh, PA) and a 32 LCD Bold
Screen for fMRI (Cambridge Research Systems Ltd) placed at the rear of
the bore, which was visible though a mirror mounted at the MRI head
coil. Subjects indicated the detection of the oddball stimuli with a right-
handed index-press using an MRI-compatible three-button fiber optic
response box (Lumina 3G Controller, Cedrus Corporation). Task dura-
tion was 14 min 42 s.

2.3. Image acquisition

Imaging data were acquired using a 3 T Ingenia scan (Philips
Healthcare, Best, The Netherlands) equipped with a 32-channel head
coil at Imaging Diagnostic Institute (IDI, Duran i Reynals Hospital,
Barcelona, Spain). The functional sequence consisted of 435 echo-planar
image volumes (excluding the four initial dummy volumes) comprising
40 interleaved slices acquired in the oblique axial direction perpendic-
ular to the floor of the fourth ventricle (repetition time = 2000 ms; echo
time = 25 ms; flip angle = 90°; 3 mm isotropic voxels; field of view = 24
cm, 80x80 pixel matrix).

For anatomical reference and imaging preprocessing purposes, we
also acquired for each participant a whole-brain T1-weighted anatom-
ical three-dimensional inversion-recovery prepared spoiled gradient
echo sequence (233 axial slices; repetition time = 10.46 ms; echo time =
4.79 ms; flip angle = 8°; 0.75 mm isotropic voxels; field of view = 24 cmy;
pixel matrix = 320 x 318; total duration = 5 min, 04 s).

Moreover, a T1-weighted fast spin-echo sequence was also acquired
for LC localization. This sequence lasted 15 min 02 s and consisted of 15
slices covering the brainstem area to the level of the caudal pons with
the following parameters: repetition time = 600 ms; echo time = 14 ms;
flip angle = 90°; 2.5 mm slice thickness; 0 mm gap; matrix size 404x250;
FOV 170x170 mm?; acquisition voxel size 0.42x0.68x2.5 mm?; recon-
structed voxel size 0.39x0.39x2.5 mm?). The sections were acquired in
the oblique axial direction perpendicular to the floor of the fourth
ventricle covering from the posterior commissure to the inferior border
of the pons. See supplementary material for details on LC localization,
and Figs. S1 and S2. Throughout the acquisition protocol, we used foam
pads and made sure that patients’ head was comfortably placed within
the head coil to avoid excessive movement.

2.4. Imaging data preprocessing and denoising

First, functional time series were initially despiked using the Brain-
Wavelet toolbox v2.0 (Patel et al., 2014). Next, using MATLAB version
9.3 (R2017b) (The MathWorks Inc, Natick, Massachusetts) and the
MATLAB-based CONN-fMRI Functional Connectivity toolbox version
17.f (Whitfield-Gabrieli and Nieto-Castanon, 2012), implemented in
SPM12 (Wellcome Department of Imaging Neuroscience, London, UK;
www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm), functional images were aligned to the first
volume of the time series using a six-parameter rigid body spatial
transformation and a least-squares minimization in combination with an
unwarping algorithm aimed at correcting motion and motion-related
distortions. Slice-timing correction was then applied. The ART-based
automatic volume outlier detection (https://www.nitre.org/projects/
artifact detect/) was also run for later scrubbing. Likewise, both func-
tional and structural images were subjected to simultaneous grey, white
matter and cerebrospinal fluid segmentation, and a bias correction was
performed to remove smoothly varying intensity differences across im-
ages. Such image segments were subsequently spatially normalized
through non-linear transformations to the Montreal Neurological Insti-
tute (MNI) stereotactic space, and images were resliced to a 2-mm
isotropic resolution. Finally, images were smoothed with an 8-mm
full-width at half-maximum (FWHM) isotropic Gaussian kernel.

After preprocessing, data were denoised from residual movement
and physiological noise. Denoising steps included a temporal despiking,
regressing out confounding factors (i.e., effect of BOLD signal small
ramping effects at the beginning of each scan session and the six rigid
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body realignment parameters, as well as their first order derivatives),
controlling for total grey matter (GM) signal, linear detrending, the ART
serubbing protocol, and band-pass filtering (0.008-0.09 Hz). The ART
scrubbing protocol regressed out the effect of outlier volumes which
signal intensity deviated >5 standard deviations from whole series mean
signal intensity or showed evidence of displacement superior to 0.9 mm
in relation to the preceding volume. Finally, physiological noise was
removed with the anatomical component-based noise correction method
(aCompCor) (Behzadi et al., 2007). Importantly, after implementing
these different steps, none of the subjects was removed from the analysis
because, according to current guidelines (Satterthwaite et al., 2013; Van
Dijketal., 2010), all individual functional series included at least a 95%
of original volumes after scrubbing. Moreover, the number of outlier
volumes did not differ across the study groups.

2.5. Functional MRI data analysis: task-related connectivity

Changes in LC connectivity over time were also assessed using the
CONN toolbox v17.f (Whitfield-Gabrieli and Nieto-Castanon, 2012).
Specifically, analyses were divided in two parts: voxel-to-voxel and
generalized psychophysiological interactions analysis.

2.5.1. Voxel-to-voxel analysis (V2V)

We performed an Intrinsic Connectivity Contrast (ICC) analysis
(Martuzzi et al., 2011), which provides an estimation of the number of
significant (positive or negative) V2V connections and therefore allowed
characterizing global connectivity strength between each voxel and the
rest of the brain during oddball detection in relation to standard stimuli.
In first-level (within-subject) analyses, the matrix of V2V bivariate
correlation coefficients was computed for each participant using the
residual BOLD time series from all the 2-mm isotropic gray matter voxels
of a whole-brain mask. The correlations of each voxel with the rest of
brain voxels were then averaged and displayed in a brain map format as
beta-values representing the strength of the whole-brain correlations for
each voxel. Realignment parameters, scan-to-scan changes in global
BOLD signal (Z-scores), framewise displacement timeseries (in mm) and
outlier scans were included as nuisance parameters in this analysis.
Next, in the second level (between-subject) analysis, we used the indi-
vidual beta-maps from the first level analysis to estimate a one-way
ANOVA model and compare the voxel-wise connectivity strengths
across the three study groups. In accordance with our hypothesis,
however, this second-level analysis was restricted to pons voxels to
specifically assess across-group changes in global connectivity strength
from these areas to the rest of the brain. For this, we used a pons par-
cellation from the WFU PickAtlas toolbox (Maldjian et al., 2003)
encompassing gray matter voxels from the pontine tegmentum, where
the LC and other nuclei are located, and the basilar pontine nuclei in the
ventral-caudal pons (see Fig. S3).

2.5.2. Generalized psychophysiological interactions analysis (gPPI)

We performed a gPPI analysis to study the specific LC task-related
connectivity and identify the brain regions showing more significant
changes in connectivity with the LC between target and standard con-
ditions (contrast oddball > standard stimuli). Specifically, we assessed
the influence of the task (‘psychological factor’) on the strength of time-
course correlations between signal from the peak cluster resulting from
the above ICC analysis and signal from all other brain voxels (‘physio-
logical factor’). The resulting contrast images were used in subsequent
one-way ANOVA analyses (second-level) to assess across-group differ-
ences in task-induced changes in connectivity between the LC and the
rest of the brain.

All analyses were controlled for age and sex. Moreover, to set a
multiple comparison corrected significance threshold, a voxel-wise non
parametric permutation testing with 5000 permutations (Nichols and
Holmes, 2001) using the Threshold-Free Cluster Enhancement (TFCE)
method (Smith and Nichols, 2009, SPM-TFCE toolbox v138: http://dbm.
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neuro.uni-jena.de/tfce/) was applied. Statistical significance was set at
p < 0.05, Family-Wise Error (FWE) corrected across all voxels of interest.
Finally, to confirm our findings were indeed involving the LC, results
from V2V analyses were overlapped onto the MNI-normalized LC map of
our sample (see Supplementary material for details).

2.5.3. Correlations between imaging and clinical and neuropsychological
variables

To explore for the potential association of imaging with clinical and
neuropsychological variables, we extracted the first eigenvariate (the
factor accounting for the highest percentage of variance of voxel values
within a cluster) of significant clusters in above analyses and conducted
a series of correlations using SPSS v.25 (SPSS Inc., Chicago, IL). Partial
correlations (controlling for age), were performed between imaging
results and measures of oddball performance, severity scores (i.e., GDS
and MMSE), and other clinical variables such as age at disorder’s onset,
number of MDD recurrences, and delayed memory scores, and non-
parametric statistics were used in post-hoc analyses involving a
limited number of subjects (see Results section below). Transformations
were applied when the distribution of variables deviated from normality
(i.e., skewness). Given the exploratory nature of these analyses, signif-
icance threshold was set at p < 0.05.

3. Results
3.1. Sociodemographic, clinical and neuropsychological characteristics

Sociodemographic, clinical and neuropsychological characteristics
of all participants are described in Table 1 and Table S3. Overall, we
observed significant across-group differences in clinical and different
neuropsychological domains and oddball task performance. Scheffé’s

Table 1
Sociodemographic and clinical characteristics of the study participants.
MDD (n aMCI (n HGCs (n
= 20) =16) = 26)
Mean Mean Mean F df  p Value
(SD) (SD) (SD)
Age, years 67.05 71.13 67.42 5.606 0.006
(4.31) (2.83) (4.33)
Number of 3.35
depressive (1.69)
recurrences
GDS 5.27 279 0.85 10.717 60  0.001
(4.88) (2.42) (1.14)
HDRS 10.27 3.93 0.90 23.377 61 0.001
(6.70) (3.13) (1.33)
FAST 18.73 25.07 13.70 3.966 61 0.024
(10.07) (15.56) (10.97)
MMSE 26.67 25.86 29.15 14.784 60  0.001
(2.23) (2.41) (1.14)
Oddball task
Reaction time 452.61 453.77 42971 0.504 60 0.607
(86.21) (105.36) (44.21)
Commission 5.47 17.79 2.60 7.239 58  0.002
errors (4.55) (23.75) (1.79)
Omission 6.13 6.00 2.80 3.210 60 0.048
errors (6.26) (5.34) (3.43)
Vocabulary 28.10 31.44 45.08 24.986 59  0.001
WAIS-III (7.78) (8.72) (9.18)

Abbreviations: aMCI = amnestic type mild cognitive impairment individuals;
FAST = Functional Assessment Staging; GDS = Geriatric Depression Scale; HCs
= healthy controls; HDRS = Hamilton Depression Rating Scale; MDD = late-life
major depression disorder; MMSE = Mini-mental State Examination; SD =
standard deviation.
Post-hoc tests of pair-wise differences.

“ p < 0.05 after FDR correction.

! MDD - HGs.

! MDD - aMCL

¥ aMCI - HCs.
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post hoc tests showed that, overall, MDD and aMCI groups performed
worse than HCs. Specifically, MDD presented higher GDS scores and
lower MMSE compared to HCs, and higher HDRS scores in comparison
to the other two groups. aMCI individuals showed lower scores in the
MMSE, the FAST and executive functioning. Memory impairments were
present in aMCI in comparison to both MDD and HCs. As for the oddball
task, both clinical groups made more omission errors than HCs, and
aMCI subjects made more commission errors than MDD and HCs groups.

3.2. Functional connectivity results

3.2.1. Global connectivity

In comparison to aMCI and HC groups, MDD patients showed lower
global connectivity strength during oddball trials in relation to standard
trials from a cluster located in the right caudal LC (peak voxel: x = 6,y =
-38, z =-36; TFCE = 54.11; kE = 10; pFWE = 0.035) to other gray matter
voxels throughout the brain (Fig. 1). To confirm the location of this
finding, we overlapped the functional cluster onto the LC distribution
map obtained from our sample, what confirmed that the cluster was
located at the most caudal portion of the LC (Fig. 1A). Importantly, to
further confirm the specificity of our findings and the effects of signal
from surrounding structures, we estimated across-group differences
from 5 additional seeds in the pontine tegmentum and 2 additional seeds
in the fourth ventricle. All analyses reported null findings (see Figs. S4
and S5). When exploring results at a more lenient threshold (p < 0.01,
uncorrected), a similar cluster appeared in the left hemisphere, with the
peak coordinate at x = -4, y = -38, z = -30, although this result did not
survive TFCE correction.

3.2.2. gPPI results

In the oddball > standard contrast, MDD patients showed, in com-
parison to HCs, lower positive connectivity between the right caudal LC
cluster from the above analysis and the left anterior cingulate cortex
(ACQ), the right fusiform gyrus (FG) and the right cerebellum. When
compared to aMCI, we observed lower positive connectivity between the
right caudal LC and the posterior cerebellum in MDD patients during
oddball stimuli detection as compared to standard stimuli. No differ-
ences were observed between aMCI and HCs (see Table 2 and Fig. 2A, C-
E).

Finally, in the MDD group, connectivity between the LC and the ACC
correlated inversely with GDS score (r = —0.471, p = 0.036). As can be
seen in Fig. 2B, this correlation was indeed reflecting that we had two
groups of subjects, those in active depression episode (n = 7) and those
asymptomatic (n = 13). These two groups differed not only in their GDS
scores (below and above the 4-5 points used as cut-off), but also in their
LC-ACC PPI estimates (Mann-Whitney's U = 17; Z = —2.26; p = 0.024).
We also observed a significant negative correlation with the number of
recurrences (Ln transformed; r = —0.507, p = 0.022) (Fig. 2B). These
analyses were controlled for age. Controlling for psychotropic medica-
tion intake (15 patients were taking dual noradrenaline-serotonin anti-
depressants, while 5 subjects were taking SSRIs) did not modify our
findings. We detected no further correlations between gPPI results and
the rest of clinical and performance variables, including the number of
erTors.

4. Discussion

In this study, we used an attentional oddball paradigm to assess
subjects with late-life MDD in comparison to individuals with aMCI and
HCs. Significant alterations in LC connectivity were specifically
observed in the MDD group, and, remarkably, such alterations were
associated with clinical severity. Therefore, our results suggest that
disrupted connectivity of the LC characterizes individuals with late-life
MDD, scaling with disease severity. Contrary to our expectations,
however, the aMCI group did not show evidence of LC connectivity
alteration, although this group showed an impaired task performance.
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Fig. 1. Global connectivity results. Patients with
late-life MDD showed lower global connectivity de-
gree in the right caudal LC in comparison to aMCI
and HC groups. (A) Basal and sagittal view of the LC
cluster (in light blue) and peak coordinate (dark
blue) (ppwe < 0.05, TFCE corrected). The cluster is
overlaid onto the LC study-specific mask (red con-
tour, see Supplementary material for details). This
mask was down-sampled to the resolution of the
functional time-series. As can be observed, our clus-
ter was located in the most caudal part of the LC. (B)
Box-plot depicting global connectivity degree of the
right caudal LC cluster for the three study groups.

1.00

.50

.00

-.50

-1.00

LC cluster global connectivity degree

Values in the Y axis are normalized to fit a Gaussian
distribution with zero mean and unitary variance,
and, therefore, negative values should not be inter-
preted as negative connectivity. L = Left, R = Right.
“prwe < 0.05. (For interpretation of the references to
colour in this figure legend, the reader is referred to
the web version of this article.)

20 MDD aMClI HC

Group

Table 2
Between-group differences in LC connectivity during the oddball task.
Contrast Region MNI kE p TFCE
Coordinates (x, value value
¥, 2)
MDD < Left anterior -2, 32,20 76 0.028 413.75
HCs cingulate cortex
Right fusiform gyrus 40, —48, -24 1100  0.002 602.65
Vermis lobule VIII 6, —-58, -28 115 0.033 403.21
Right Cerebellum 10, —38, -18 14 0.036 397.86
lobe III
Right Cerebellum 34, -50, —56 162 0.013 466.62
lobe VIII
Right Cerebellum 8, —56, —42 64 0.022 431.80
lobe IX
MDD < Right Cerebellum 8,-36,-16 372 0.001 662.75

aMCI lobe II (extending
to Left lobe III)

Abbreviations: aMCI = amnestic type mild cognitive impairment individuals;
HCs = healthy controls; kE = cluster extent; MDD = late-life major depressive
disorder patients; MNI = Montreal Neurological Institute, TFCE = Threshold-
Free Cluster Enhancement.

i All p-values were FWE-corrected, p < 0.05.

Specifically, although the clinical groups, when tested against controls,
displayed more omission errors, only aMCI individuals showed a higher
number of commission errors during oddball performance, which con-
curs with previous reports (Tsolaki et al., 2017).

Individuals with late-life MDD displayed lower LC connectivity with
other brain regions. The role of the LC in depression has been evidenced
in previous research, ranging from a loss of NA neurons (Chan-Palay and
Asan, 1989), to intra and extra neuronal signaling pathway alterations

(Bernard et al., 2011). Moreover, chemical damage to the LC with se-
lective neurotoxins has been associated to depressive-like behaviors
(Szot et al., 2016), such as reduced exploratory activity (van den Buuse
et al., 2001), fewer social interactions (Cornwell-Jones et al., 1992), or
increased immobility in the forced swim test (Hairo et al., 1999).
Interestingly, our findings were lateralized to the right LC, although,
when lowering the significance threshold, we also observed similar al-
terations in the left LC. Why in our patients with MDD this alleged
pathological processes seems to start in the right hemisphere remains an
open question.

Our findings were also located in the most caudal portion of the LC.
Although neurons from this location have been reported to be prefer-
entially connecting to the spinal cord (Nakazato, 1987), we observed
functional connectivity alterations from there to brain regions such as
the ACC and the FG, as well as to the cerebellum. Previous research has
shown that, notwithstanding the fact that the LC is not entirely homo-
geneous, neurons projecting to cortical targets may be scattered
throughout the LC (Schwarz and Luo, 2015). Moreover, it has been
observed that LC neurons receive input from at least 9-15 different brain
regions, which suggests that neural activity in the LC is largely inte-
grative (Schwarz et al., 2015), and is in agreement with our findings
showing that the same cluster displays connectivity alterations with
cortical and cerebellar regions. The location of our findings in the caudal
part of the LC may therefore be the result of the interaction of multiple
factors, including the specific clinical groups assessed and the task
selected, as well as the existence of a rostro-caudal gradient of neural
loss and dysfunction related to age and neurodegeneration staging
(Theofilas et al., 2017). In this sense, patients with aMCI have been
reported to show connectivity alterations from the LC during resting-
state in relation to episodic memory (Jacobs et al., 2015), and the pos-
sibility exists that they will show impaired connectivity during oddball
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Fig. 2. gPPI results. (A) In comparison to HCs, the MDD group showed lower functional connectivity between the right LC and the left anterior cingulate cortex. (B)
Scatter plots depicting the negative correlations between connectivity of the right LC with the left ACC and total Geriatric Depression Score (GDS) (left), and the
number of depressive recurrences (Ln transformed, right). In the left plot, the qualitative distinction between asymptomatic patients and those in active depression
episode is depicted with boxplots. Values in plots are age-adjusted. (C) The functional connectivity between LC and the right fusiform gyrus, (D) the lobule VIII of the
vermis, and the right cerebellar lobules I1I, VIIT and IX was also lower in MDD patients in comparison to HCs. (E) In comparison to the aMCI group, patients with MDD
showed lower connectivity between the right LC and the bilateral cerebellar lobule III. L = Left, R = Right.

performance from this caudal location at more advanced disease stages,
in relation to advanced age and neurodegenerative staging. Neverthe-
less, some of the previous studies showing functional LC alterations in
aMCI (Granholm et al., 2017; Elman et al., 2017) did not exclude pa-
tients with comorbid depression, while our aMCI sample was free from
this confounding effect. This may also partially account for the lack of LC
connectivity findings reported here in individuals with aMCIL. In any
case, since we did not make use of any imaging or cerebrospinal fluid
biomarker, we cannot confirm that these subjects belong to the AD
continuum and will eventually develop AD, which must be considered a
study limitation.

Regarding the regions showing lower LC input, the ACC has been
consistently reported to show functional alterations in MDD (Biirger

et al., 2017). Such reduced connectivity between the LC and the ACC
presumably involves both ascending and descending projections (Aston-
Jones and Cohen, 2005). As a central node of the salience network
(Menon and Uddin, 2010), the ACC is involved in the detection of
relevant stimuli through an adequate arousal inducing NA input (Gompf
et al., 2010). At the same time, ACC efferent neural signals reach the LC
to inform about performance related costs associated with task difficulty
and processing conflicts (Aston-Jones and Cohen, 2005). Positive
benefit-cost ratios may shift LC activity into phasic mode, which allows
accurately engaging in task performance (Aston-Jones and Cohen,
2005).

Moreover, it is also important to highlight that disrupted connec-
tivity between the LC and the ACC was associated with MDD severity
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(GDS scores and number of recurrences), indicating that benefit-cost
attentional processes may be increasingly impaired with both current
symptom severity and disease burden. Structural ACC abnormalities
have indeed been previously related to disease severity in MDD (Bij-
sterbosch et al., 2018; Satterthwaite et al., 2016). Notably, the corre-
lation with GDS scores was indeed the result of a qualitative difference
between asymptomatic patients and those in an active depressive
episode, which suggests that LC-ACC connectivity may be a state marker
in late-life MDD.

We also observed reduced connectivity in MDD between the LC and
the FG, a region robustly related to both neutral (Strange et al., 2000)
and emotional oddball stimuli processing (Aleman et al., 2008). During
visual attentional tasks, the FG may show hyperreactivity to distracters
in patients with MDD, hampering performance (Robertson et al., 2007).
Interestingly, treatment with the dual action antidepressant bupropion,
which increases synaptic NA levels, modulates such hyperreactivity to
distracters in the latter study. This result concurs with our findings and
the alleged role of NA in increasing signal-to-noise ratio (Aston-Jones
and Waterhouse, 2016), which should result in enhanced focused
attention.

Finally, the LC of MDD patients also showed lower functional con-
nectivity with the cerebellum, mainly encompassing the vermis and the
posterior cerebellar lobes. Anatomical connections between the LC and
the cerebellum have been well established (Sara and Bouret, 2012), and
NA connections between these two structures have been implicated in
attentional orienting and sensorimotor processing of salient stimuli
(Zhang et al., 2016), alterations of arousal state (Song et al., 2017),
learning and memory processes through modulation of inhibitory
neurotransmission in Purkinje neurons (Hoffer et al., 1973), and
enhanced synaptic plasticity resulting from improvements in signal-to-
noise ratio of evoked activity (Gould et al., 1997). The vermis and the
posterior cerebellar lobes are also densely connected with high-order
cognitive regions such as the prefrontal, parahippocampal or cingulate
cortices, and, consequently, decreased NA input to the cerebellum may
indirectly alter neural processing in such areas (Arrigo et al., 201 4; Kelly
and Strick, 2003). Indeed, abnormal functional connectivity between
the cerebellum and fronto-parieto-temporal regions has been shown in
MDD samples (Yin et al., 2015).

This is the first study comparing functional preservation of the LC in
two clinical groups by means of an interregional correlation analysis
during a visual oddball task. Moreover, since the LC is a tiny structure
difficult to localize in fMRI time-series, our functional findings were
overlaid onto a study-specific LC map, which confirmed the precise
location of our findings in the most caudal part of the nucleus. In any
case, some limitations should be acknowledged. Despite all participants
were carefully characterized at the clinical and neuropsychological
level, because of our naturalistic and consecutive recruitment strategy,
the aMCI group was somewhat older that the other two groups. Never-
theless, age was controlled for in all analyses, and the main results of the
study involved the MDD group, which did not differ in age from HCs.
Likewise, our study would have probably benefited from the comparison
with a group of younger patients with MDD, what would have also
allowed to ascertain whether the reported findings characterize the
MDD phenotype regardless of the age of the subjects. Moreover, our
group patients with aMCI included fewer participants that the other two
groups, which may have limited the power to detect significant differ-
ences. The methods employed in this study do also have some limita-
tions. More specifically, our functional sequence was acquired with
large voxels and we used a large smoothing kernel, which was needed to
keep a good signal-to-noise ratio, certainly at the expenses of a greater
spatial resolution. Further research with high-field MRI is warranted to
overcome this issue (see, for instance, Jacobs et al. (2020)). BOLD fMRI,
in addition, does not probably allow to detect fast changes in neuronal
firing related to shifts from tonic to phasic activity in the LC. In this case,
it might be of interest to combine fMRI with methods of higher temporal
resolution. Finally, our comrelation analyses between imaging and
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clinical data were exploratory and not corrected for multiple compari-
sons, and should therefore be interpreted with caution.

In conclusion, this study provides the first evidence of altered fune-
tional connectivity of the LC in patients with late-life MDD. Although
previous research has identified AD-related neuropathological signs in
this noradrenergic source, we have not detected any significant alter-
ation in patients with aMCI, and, therefore, our finding seems to spe-
cifically characterize the late-life MDD phenotype. In this sense, we have
also observed that connectivity alterations from the LC involved
different brain areas, such as the ACC, relevantly involved in MDD
pathophysiology, and such alterations were related to current clinical
severity and burden of disease. Further research assessing the putative
modulation of our results by noradrenergic agents, such as dual action
antidepressants, will elucidate whether interventions on the noradren-
ergic system may be considered as the first-line treatment option for
patients with late-life MDD.
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Localization of the LC

To localize the LC, we used a T1-weighted fast spin-echo sequence (see Figures S1A and S2,
below) and a semi-automated “in-house” approach. This sequence has been traditionally
known as a neuromelanin-sensitive sequence, although recent reports(569) suggest that the
hyperintensities allowing LC identification are indeed not stemming from the neuromelanin
content of the nucleus. We focused our analysis on the region of the dorsal pons. Specifically,

our approach was based in previous studies(570) and consisted of two main steps:

A): Delineation of regions of interest (ROIs): We defined two rectangular ROls onto a gray mat-
ter tissue probability map (TPM) extracted from the Statistical Parametric Mapping (SPM 12)
software (http://www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm/). Specifically, these ROIs were symmetrically lo-
cated in the left and right areas of the dorsal pons where the LC is expected to be found, adja-
cent to the floor of the fourth ventricle and extending to the level of the inferior colliculi. The
ROIls, drawn in normalized MNI space, were then de-normalized to the native space of each
participant. However, due to the small size of the locus coeruleus and the anisotropic voxel
size of the images, the T1-weighted fast spin-echo sequence was not manipulated and used as
reference, therefore avoiding interpolation artifacts and preserving the original signal. Conse-
quently, we first coregistered, for each participant and in native space, the whole-brain T1
image to the T1l-weighted fast spin-echo sequence. Next, the TPM and the two ROIs in MNI
space were coregistered to the whole-brain T1 image from the previous step, and such indi-
vidual whole-brain T1 images were normalized to the coregistered TPM, which generated a
deformation field. The inverse of the deformation field was calculated by using the defor-
mation function in SPM, taking the T1-weighted fast spin-echo sequence as the image to base
the inversion on. The ROIs were then de-normalized to each participant native space by apply-
ing the inverse of the deformation fields. Finally, these ROls were binarized with a cut-off value
of 0.1 (using the ImCalc function; i1>0.1), and each binarized ROl was applied to the T1-
weighted fast spin-echo sequence (ImCalc function; i1.*i2), which effectively removed from
these images all the information outside the ROIs. Therefore, the final output of the process
were 2 images for participant, in native space, corresponding to the projection of each ROl into

the images of the T1-weighted fast spin-echo sequence.

B): Localization of the LC using a growing algorithm. This second step was implemented using
an in-house growing algorithm, programmed in MATLAB version 9.3 (R2017b) (The MathWorks
Inc, Natick, Massachusetts), which was applied to the final output images from step A), which

encompassed the LC region. Specifically, the algorithm searched throughout these images the



10 clusters of 10 contiguous voxels (face and/or edge and/or vertex contiguity) with the high-
est intensity (highest mean intensity of the cluster). These clusters were visually inspected for
their anatomical correspondence with the region of the LC. In case the cluster with highest
intensity was deemed to be outside the LC region, the second cluster was inspected, and so
on. Finally, we obtained, for each participant, the 10-voxel cluster of highest signal intensity
within the LC region. These clusters were transformed to MNI space using a DARTEL algorithm
and the flow fields derived from the normalization of each individual whole-brain T1 scan to
the standard TPM template. Finally, the clusters were aggregated to create a sample-specific
LC mask, which was down-samples to the resolution of functional images (see Figure S1B-C,
below). Functional images had been previously coregistered to whole-brain T1 and T1-
weighted fast spin-echo sequences in native space. For each individual, deformation fields
from whole-brain T1 were applied to their respective functional time series, which were then

in normalized MNI space and spatially registered to structural images.



Figure S1. (A) A T1-weighted fast spin-echo sequence was acquired for LC localization purpos-
es. In axial (left), coronal (top right) and sagittal (bottom right) views, regions with LC neurons
display higher T1 intensities (red arrows). (B) The LC masks from each participant in MNI space
(top, example of the right LC from one representative participant) were aggregated to create a

sample-specific LC mask (C), which was adjusted to the resolution of functional images.



Figure S2. Axial slices at the level of the pontine tegmentum of nine representative individuals
(from the three study groups) from the T1-weighted fast spin-echo sequence used for LC local-

ization. The LC is visible as two symmetric hyperintensities ventral to the fourth ventricle.



Figure S3. Coronal, sagittal and axial views of the mask used in our analyses, encompassing the

gray matter voxels from the pons.



Figure S4. The peak coordinate of our main finding, located in the caudal LC (x, y, z=6,-38,-36)
is depicted in red in selected sagittal (left) and axial (right) slices of an MNI brain template. We
estimated the global connectivity degree of five different seeds, finding no significant across-
group differences for none of them (all Ps>0.05). These seeds were located ventral (dark blue;
X, Y, 2=6,-34,-36; F(259=3.14), rostral (yellow; x, y, z=6,-36,-30; F(;59=2.55), caudal (green; x, v,
2=6,-40,-40; F(555=1.41), lateral (purple; x, y, z=10,-38,-36; F(;59=1.98) and medial (pale blue; x,
Yy, 2=2,-38,-36; F(5,55=2.50) in relation to our peak coordinate (red). All these seeds were locat-

ed in the pontine tegmentum, and the yellow seed was, in addition, located within the LC.



Figure S5. The peak coordinate of our main finding, located in the caudal LC (x, y, z=6,-38,-36)
is depicted in red in the axial slice of an MNI brain template (left). We estimated the global
connectivity degree of two different seeds from the fourth ventricle, finding no significant
across-group differences for none of them (all Ps>0.05). These seeds were located immediately
dorsal to our result (green; x, y, z=6,-44,-36; F(2,59)=2.56), and in a more medial position with-

in the fourth ventricle (blue seed in the sagittal image; x, y, z=2,-44,-30; F(2,59)=0.36).



Table S1. Study excluded participants and reasons for exclusion

Reason for exclusion Number of
participants
and group

Anxiety episode in the scanner 2 HCs
1 MDD

Denied to perform MRI after undergoing the rest of the assessment 2 HCs
2 aMClI
2 MDD

Previously uninformed MRI incompatibilities 1HC
1 aMCI

Did not understand the task 3 aMCl
2 MDD

Did not discriminate oddball stimuli (even with visual correction) 2 HCs
1 MDD

Excessive movement during MRI acquisition 1 aMcCI
1 MDD

Clinical Dementia Rating score of 1 2 aMClI
1 MDD

Table S2. Neuropsychological battery used in the study

Neuropsychological domain  Tests used to assess the domain

Orientation e Temporal, Spatial and Personal Orientation (Barcelona Test)

Attention/Working memory e Digit Span forwards and backwards
(Wechsler Adult Intelligence Scale - Third Edition (WAIS-II1))

e Corsi block-tapping test

Verbal learning and memory e Word List Learning and Logical Memory tests
(Wechsler Memory Scale - Third Edition (WMS-I11))

Executive functions e Automatic Inhibition subtest (Syndrom Kurtz Test (SKT))
e Phonetic verbal fluency (words beginning with “P” during one minute)
e Semantic verbal fluency (‘animals’ during one minute)
e Symbol Digit Modalities Test (SDMT)
e Similarities (WAIS-III)

Language e Boston Naming Test

e Abbreviated version of the Token Test
Visual gnosias and e 15-Object Test
motor praxis e Block Design (WAIS-IV)

e Ideomotor and imitation praxis (Barcelona Test)




Table S3. Across-group comparisons in neuropsychological testingt

MDD aMCI HCs
(n=20) (n=16) (n=26)
Mean SD Mean SD Mean SD F df pValue
WAIS-III
Digit span forwards 4.67 0.900 5.36 1.598 6.00 0.858 8.122 61 0.362
Digit span backwards 3.20 0.941 3.64 0.745 4,55 1.146 11.085 61 0.362
Similarities 10.70 3.230 10.81 1.974 13.96 1.455 14.847 59 0.492
Corsi tapping test forwards 5.53 1.187 6.07 1.072 7.20 1.542 10.795 61 0.332

Corsi tapping test backwards 4.47 1.457 5.36 1.550 6.80 1.508 16.763 61 0.151
SKT

Total time 3327 7592 3721 12173 20.80 4514 21351 57 qg31%°

Total errors 133 0976 229 1816 020 0523 15133 56 0.051
Semantic fluency 1620 5294 1286 2797 2140 4.893 17.271 61 0.058
Phonemic fluency 11.87 4749 1021 3.725 1465 3924 9.030 61 0385
Boston Naming Test 4467 6619 43.00 6748 51.80 3.820 19.205 61 0.193
WMS-II

Total learning 2647 4340 1757 5185 3400 4353 56484 61 (qgos"Y"

Delayed recall 600 1964 193 138 850 1638 62983 61 (qoa"%

Recognition 21.87 1922 1814 3613 2345 0605 30.818 61 (qoa"%
SDMT 2380 11.888 17.21 8414 4200 8856 40528 61 qgos~S"
Token Test 29.85 3.566 29.88 3.223 3441 1304 20897 59 0.232
15-Object Test 12.05 2038 1156 1999 1415 0925 15352 59 0.157
Block Design (WAIS-1V) 2085 8911 21.63 6152 3712 10734 22.805 59 0.183

¥ Results are presented controlling for premorbid intelligence (Vocabulary Scores). Abbreviations:
aMCl= amnestic type mild cognitive impairment individuals; HCs= healthy controls; MDD= late-life major
depression disorder; SD= standard deviation; SDMT= The Symbol Digit Modalities Test; SKT= Syndrom
Kurz Test; WAIS-Ill= Weschler Adult Intelligence Scale, third edition; WMS-III= The Weschler Memory
Scale; yrs=years.

: p<0.05 after FDR correction.

Post-hoc tests of pair-wise differences: 5 aMcl - HCs, ! MDD — aMClI
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6. Discusion

En esta seccidn se resumen los principales hallazgos de los estudios incluidos en esta
tesis y se presenta una discusion general de los mismos. También se incluye una apro-
ximacion a sus implicaciones para la investigacion futura en procesos neurodegenerati-
vos y TNCs y la identificacion de dianas para el desarrollo de nuevos métodos diagnos-
ticos, preventivos y de tratamiento. Por Gltimo, se presentan las limitaciones generales

de estos estudios.

6.1.Resumen de los principales hallazgos

En la presente tesis se han investigado las alteraciones funcionales subya-
centes al proceso neurodegenerativo en poblaciones con riesgo de desarro-
llar un TNC mayor, concretamente en familiares de primer grado de pacientes con
EA, pacientes con TDM, e individuos con DCL, mediante técnicas de resonancia mag-
nética funcional. Basidndonos en la literatura previa, la primera parte de los anélisis de
los estudios incluidos en esta tesis se centraron en la region de la protuberancia dorsal
del tronco encefalico. Este es el primer el lugar en el que se aprecian los cambios meta-
bolicos y estructurales relacionados con el proceso neurodegenerativo propio de un
TNC mayor, en su forma mas comun, la EA (211). El estudio de los cambios funcionales
en estadios previos a la EA o en aquellos individuos con un riesgo incrementado de
desarrollarla es, sin duda, necesario para determinar si la imagen por RM tiene la po-
tencialidad de identificar biomarcadores de neuroimagen en fases premorbidas o eta-
pas tempranas de la enfermedad. De este modo, en ambos estudios caracterizamos la
CF del LC para indagar en las posibles alteraciones en la conectividad entre este nticleo
y el resto de areas cerebrales y determinar si esta es una informacion de la que pudiera
derivarse algin biomarcador de interés. Por altimo, estudiamos las relaciones entre los

resultados de neuroimagen y otras variables clinicas y neuropsicologicas recogidas de
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los participantes en los estudios, lo que nos ayudoé a caracterizar, contextualizar e inter-

pretar los hallazgos de neuroimagen.

En nuestro primer estudio investigamos los posibles déficits clinicos y neuropsicol6-
gicos y la conectividad funcional intrinseca de la region del tronco del encéfalo en esta-
do de reposo en individuos cognitivamente preservados con historia familiar directa de
EA. La finalidad de este planteamiento era detectar posibles signos que permitan, even-
tualmente, una deteccidon precoz de las alteraciones propias de la EA en individuos sin
sintomas clinicos de deterioro mediante una secuencia funcional rapida no modulada
por ningudn tipo de tarea cognitiva. En este grupo de familiares directos encontramos
que, a pesar de que mostraban diferencias significativas en algunas de las medidas neu-
rocognitivas con el grupo de CS, estas puntuaciones no se encontraban en el rango pa-
tologico. Ademas, descubrimos que, en este estadio, en el que atin no existe sospecha
clinica de TNC, aparecen alteraciones funcionales en la region de la protuberancia dor-
sal. Especificamente, en comparaciéon con individuos sin historia parental de EA, los
H-EAIT mostraron una disminucion significativa de la conectividad global
del LC con el resto del encéfalo. Este patrén de conectividad se relaciono, en el
total de la muestra, con sintomas subclinicos de depresion. Al caracterizar la conectivi-
dad del LC, encontramos que los H-EAIT exhibian un patréon de decremento de
la conectividad entre el LC y distintos clisteres del cerebelo posterior, como el
Crus I bilateral, y los 16bulos VI y IX del hemisferio izquierdo. Tanto los H-EAIT como
los CS mostraron una asociacion positiva entre la conectividad entre el LC y el
cerebelo posterior y medidas de memoria, apoyando la implicacion de este cir-
cuito en la funcion mnésica. Estos resultados apoyan la evidencia previa sobre la pre-
sencia de cambios fisiopatoldgicos en el LC en individuos asintomaticos y el riesgo in-
crementado de los familiares de primer grado de pacientes con EA a sufrir alteraciones
que puedan condicionar el desarrollo de un cuadro de TNC mayor. Asimismo, estos
resultados destacan también que la conectividad funcional entre el LC y el cerebelo es

de critica importancia para los procesos de aprendizaje y memoria.
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Tras la obtencion de estos resultados en una poblacion en riesgo de desarrollar EA,
decidimos estudiar la conectividad funcional en grupos cuyos cuadros clinicos se han
identificado como posibles estadios premoérbidos o manifestaciones precoces de la en-
fermedad. En el segundo trabajo incluido en esta tesis, nos centramos en estudiar la
conectividad funcional de la misma region del tronco del encéfalo pero centrandonos
en pacientes con TDM de edad avanzada e individuos con DCL de tipo amnésico. En
este estudio, sin embargo, utilizamos una tarea atencional de oddball visual que ha sido
ampliamente estudiada y relacionada con la activaciéon de las neuronas del LC (484).
Estudios previos han senalado que tanto en TDM como en DCL existe un exceso de
pérdida de neuronas en el LC, y, por ello, utilizar una tarea que implica de manera di-
recta al LC nos habia de permitir extraer una sefial mas precisa de la funcionalidad de
este nicleo con el fin de poder establecer comparaciones mas precisas entre los grupos
clinicos y entre estos y los CS. Concretamente, analizamos la senal de cada voxel extrai-
da tras la presentacion de los estimulos oddball o diana (cuando el LC debe presentar
una actividad fasica) y la comparamos a la de los estimulos estandar (actividad ténica
esperada), con el fin de maximizar la relacion sefial-ruido. Encontramos que el grupo
que se diferenciaba de los otros dos por mostrar una conectividad global significa-
tivamente menor en el LC ante estimulos oddball era el compuesto por pa-
cientes depresivos. Ningin otro ntcleo del tronco del encéfalo mostré diferencias
entre los grupos. En un segundo analisis, caracterizamos la conectividad entre el LC y el
resto del cerebro, y encontramos que en los TDM existia una disminucién de la co-
nectividad entre el LC y la CCA, el GF y distintos clusteres cerebelares (16-
bulo VIII del vermis, y 16bulos III, VIII y IX del hemisferio derecho) ante
los estimulos oddball. Concretamente, aquellos TDM con episodio activo mos-
traron valores de conectividad entre el LC y la CCA mas bajos en compara-
cion con aquellos TDM en remision. Igualmente, en este trabajo estudiamos dis-
tintas variables clinicas y neuropsicolégicas, comparandolas entre los grupos del estu-

dio y correlacionandolas con los datos de neuroimagen. Si bien hallamos diferencias
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entre grupos en varias de estas variables, inicamente las medidas de severidad de
la depresién y carga de la enfermedad en el grupo de TDM mostraron co-
rrelaciones significativas (negativas) con la conectividad entre el LC y la
CCA. Todos estos resultados indican que los pacientes depresivos muestran cambios
en el patron de conectividad del LC frente a sujetos sin enfermedad, pero también en

comparacion con otro grupo clinico con riesgo incrementado de desarrollar un TNC.

En estos dos estudios pretendimos estudiar los cambios en la conectividad funcional
del LC, primer nucleo en el que aparecen algunos cambios fisiopatologicos propios de la
EA, hallando patrones de conectividad anormales en el grupo de hijos de enfermos de
Alzheimer (H-EAIT) y en los pacientes con TDM de edad avanzada. Entre ambos estu-
dios existen algunos resultados y puntos en comun, pero también diferencias relevan-

tes, que se discuten a continuacion.

6.2. Alteraciones funcionales del LC en sujetos con un

riesgo incrementado de desarrollar un TNC mayor

En los dos estudios de esta tesis encontramos que la conectividad global del locus
coeruleus se encontraba disminuida en individuos con un riesgo incrementado de
desarrollo de EA. El LC, como se comentaba en la introduccion (ver Introduccion, sec-
cion 1.7.3. LC en estadios premorbidos), es un ndcleo noradrenérgico que tiene amplias
conexiones con el resto del encéfalo. La evidencia respalda que los primeros cambios en
la proteina tau, caracteristicos de la EA, se producen en este pequeio ntcleo troncoen-
cefalico, el cual va presentando diversos signos de degeneracion a lo largo del conti-
nuum del TNC. Estos cambios, de hecho, se iniciarian en estadios premoérbidos, en in-
dividuos asintomaticos desde una edad temprana (39,211,354—369). La alta prevalencia
de estos signos patologicos en el conjunto de los individuos con o sin sintomas de dete-

rioro cognitivo no coincide, sin embargo, con los indices de prevalencia e incidencia de
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TNCs, y es por ello que el estudio del LC desde otra perspectiva mas alla de su puro
estudio estructural y celular parece necesario para avanzar en el conocimiento de la

evolucion de los procesos neurodegenerativos.

Los estudios previos muestran que hijos de enfermos de Alzheimer (H-EAIT) pre-
sentan distintas alteraciones en estudios de neuroimagen, como una disminucion de la
substancia gris en el LTM o la corteza frontoparietal, o un incremento de activaciéon en
la corteza frontotemporal (304,305,350). Ademas, mediante técnicas moleculares, se
han hallado algunas alteraciones metabdlicas y funcionales en el LC en estadios asin-
tomaticos (494). Sin embargo, hasta la fecha, no existia ningtn estudio centrado en los
cambios funcionales del LC in vivo medidos con RMf, y nuestros resultados apoyan la
evidencia previa en relaciéon a un mal funcionamiento y alteracién precoz del LC en H-

EAIT asintomaticos.

En el caso del TDM, también se han realizado distintos estudios fisiol6gicos, histold-
gicos y de neuroimagen estructural sobre la degeneraciéon del LC, pero anteriormente
no se habia empleado una tarea oddball especifica para estudiar y comparar la funcio-
nalidad del LC entre grupos con un riego aumentado de desarrollar EA. Desde que se
propusiera la hip6tesis catecolaminérgica en relacion al origen de los trastornos afecti-
vos, con especial hincapié en la depresion mayor, el papel de la NA ha sido ampliamen-
te investigado en esta poblacion de sujetos (571,572). Los niveles de esta monoamina,
de los metabolitos noradrenérgicos, su transportador y algunos de sus receptores se
encuentran disminuidos en distintas regiones del cerebro de los pacientes con TDM
(573—575). Ademas, los farmacos que disminuyen la disponibilidad de monoaminas
provocan estados de animo bajos, y viceversa, aquellos que incrementan esta disponibi-
lidad tienen un efecto antidepresivo (572,576). La implicacion de la NA en procesos tan
clasicamente afectados en los cuadros depresivos como el aprendizaje, la memoria, los
ciclos de suefio, el arousal o la flexibilidad cognitiva también es indicativa de la dismi-

nucién de este neurotransmisor a nivel central en los pacientes con TDM (576). Igual-
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mente, diversas investigaciones han encontrado alteraciones en la actividad y conecti-
vidad del LC y en la funciéon noradrenérgica en muestras de sujetos con TDM tras la
administracion de tratamientos que modulan la funcién noradrenérgica, como la keta-
mina o los inhibidores de la recaptacion de NA y 5-HT (511,577). Concretamente, en
estudios centrados en el LC de pacientes con TDM y en modelos animales de depresion
se ha detectado que en este niicleo aparece muerte neuronal y degeneraciéon de axones,
alteraciones en factores de crecimiento, incrementos de niveles de tirosina hidroxilasa,
alteracion de la densidad de receptores adrenérgicos o reduccion de niveles del trans-
portador de NA y una pérdida de integridad estructural en imagenes de RM (491,502—
508,510,576,578). La exposicion al estrés, tan determinante en el desarrollo de muchos
casos de depresion, induce también una disminucion en la disponibilidad de NA y un

incremento de tirosina hidroxilasa en el LC (579).

Todos estos datos, junto con la disminucion de la conectividad global del LC en los
pacientes con TDM vy la asociaciéon entre la disminucién de esta CF del LC y mayores
sintomas depresivos en CS y H-EAIT en el primer estudio de esta tesis, parecen apoyar
el papel relevante de este nucleo en el desarrollo de depresion mayor y la severidad de
sus sintomas. De igual forma, en el total de la muestra del primer estudio también en-
contramos una asociacidon positiva entre la conectividad global del LC y el deterioro
cognitivo medido con el MMSE, la puntuacion total del test de memoria RAVLT y el
recuerdo diferido de este mismo test. Estas correlaciones podrian estar indicando la
implicacion del LC y la NA en la regulacion de procesos mnésicos y su papel en el dete-
rioro global del individuo. Estos resultados también senalan que las alteraciones fun-
cionales tempranas en el LC son medibles mediante técnicas de RMf, y que estos méto-
dos pueden constituir, eventualmente, un marcador fiable para la deteccion precoz de

procesos neurodegenerativos.

Las coordenadas estereotéaxicas en las que observamos la disminucion de CF en H-

EAIT y TDM en ambos estudios se diferenciaron en su posicion respecto a los ejes cra-
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neo-caudal y transversal (ver Figura 6). Hay que tener en cuenta que a pesar de que
los dos anélisis se realizaron en un mismo espacio estereotaxico de referencia (MNI), la
posicion del LC y los mapas del LC pueden variar ligeramente entre sujetos y entre gru-
pos de sujetos, como ya se ha comprobado en estudios previos (580). Teniendo pues en
cuenta esta variabilidad individual y del conjunto de cada muestra, en lugar de escoger
un seed o un mapa del LC desde el que estudiar la conectividad con el resto de regiones
cerebrales, en ambos casos utilizamos una aproximacion en la que en primer lugar es-
tudiamos la conectividad global de la region del puente, para, de esta manera detectar
donde se localizaban las alteraciones funcionales del LC para cada una de las muestras.
Igualmente, tras obtener los resultados funcionales, estos fueron comparados con ma-
pas de distribucion anatémica del LC publicados por otros grupos (581) o con nuestros

propios mapas estructurales obtenidos con una secuencia sensible a la neuromelanina.

La diferente media de edad entre ambas muestras (H-EAIT, media 50.36 + 8.32;
TDM, media 67.05 + 4.31) puede haber influido igualmente en que los resultados del
grupo de TDM se localicen en una coordenada méas caudal por haber sufrido una mayor
degeneracion previa de la parte craneal medial que los H-EAIT, ya que existen cambios
estructurales del LC dependientes de la edad de los sujetos (488). Ademas, se ha obser-
vado que en el LC existe una vulnerabilidad topografica a la progresion de la degenera-
cion, en la que las partes rostral y medial son mas vulnerables a los cambios fisiopato-
logicos propios de la EA en comparacion con el tercio mas caudal (493). El estudio de la
conectividad global de diferentes coordenadas a lo largo del LC y la comparacion de
sujetos H-EAIT y TDM podrian ayudar a dilucidar si a través de RMf se podria detectar

esta vulnerabilidad topograficamente especifica.
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Distribucion de voxeles de méxima intensidad del LC
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Figura 6. En este mapa de distribuciéon de coordenadas de maxima intensidad del LC
extraido de Keren et al., 2009 (581) estan representados los resultados de disminucién de la
conectividad global del LC observados en los sujetos del grupo H-EAIT (Estudio 1; x= -4, y= -
34, z= -32, circulo amarillo) y del grupo TDM (Estudio 2; x= 6, y= -38, z= -36, circulo azul; y el
resultado del LC izquierdo en este grupo a un nivel de significaciéon de p<0.01 sin corregir, x= -
4, y= -38, z= -30, circulo naranja). El resultado del LC izquierdo de los H-EAIT esta situado en
una coordenada maés ventral (Y) a las reflejadas en este mapa, y el resultado del LC derecho de
los TDM se encuentra una coordenada mas caudal (Z) a las recogidas en el mapa. A= eje dorso-
ventral, D= eje rostrocaudal.

6.3.Patrones de conectividad con el LC alterados en suje-

tos con mayor riesgo de desarrollar un TNC mayor

Los grupos que mostraron una conectividad global del LC disminuida, H-EAIT y
TDM, exhibieron patrones de menor conectividad entre el LC y distintas areas del cere-
belo, especialmente pertenecientes a su 16bulo posterior (ver Figura 7). A pesar de que
las proyecciones del LC hacia regiones corticales y subcorticales se distribuye a lo largo

de todo el nicleo, la region caudal, donde obtenemos los resultados de nuestros estu-
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dios, muestra una gran densidad de aferencias hacia el cerebelo (450,582). La CF en-
tre el LCy el cerebelo ha sido estudiada y relacionada con procesos de orientacion de la
atencion y respuestas sensoriomotoras a estimulos salientes para el individuo, asi como
con alteraciones del estado de arousal y regulacion del aprendizaje y la memoria por la
accion moduladora de la NA sobre las neuronas de Purkinje, actuando sobre los proce-

sos de plasticidad sinaptica (516,583—585).

En el curso neurodegenerativo de la EA, en comparacion con otras regiones encefali-
cas, el cerebelo se ha mostrado como un area poco vulnerable al seeding y la propaga-
cion de tau anormal desde el LC. Igualmente, en el cerebelo, los ONFs y las placas de
AP se observan muy tardiamente en el curso degenerativo de la EAIT (117,586), aunque
se han descrito reducciones en el nimero de células de Purkinje y gliosis de la capa mo-
lecular en estadios no tan tardios de la EA (587), posiblemente como consecuencia de
mecanismos patologicos diferentes a los de las placas y los ovillos neurofibrilares. El
l6bulo posterior del cerebelo y la vermis estdn implicados en funciones cognitivas, y
estan muy conectados con distintas regiones involucradas en estos procesos como el
l6bulo prefrontal, la regiéon parahipocampal o el cortex cingulado (588-590). La dismi-
nucién de la conectividad entre el LC y las partes mas posteriores del cerebelo supon-
dria pues una menor disponibilidad de NA y por consiguiente problemas a su vez en la
conectividad con estas areas cerebrales, con la resultante afectacidon de las funciones

cognitivas que de ellas dependen.

Centrandonos en las regiones en las que observamos una disminuciéon de la CF con
el LC en nuestro primer estudio, y a nivel de redes corticales, encontramos que el 16bu-
lo IX se ha relacionado con la DMN, mientras que el Crus I esta relacionado con la
ECN, y el 16bulo VI con la SN (591). Los pacientes de EA muestran alteraciones en
estas tres redes, que a su vez estan moduladas por el LC (ver Introduccion, 1.6. Neuro-
imagen en TNC y estadios premorbidos y 1.7.4. Neuroimagen del LC y TNC). Los re-

sultados de nuestro primer estudio, en el que observamos una disminucion de la conec-
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tividad en el grupo H-EAIT entre el LC y el Crus I bilateral, y los 16bulos VI y IX iz-
quierdos, podria ser indicativo de la importancia de la conectividad LC-cerebelo poste-
rior en la modulacién de estas diferentes redes, observdndose una afectacion precoz de
las mismas en fases tempranas del continuum neurodegenerativo. Ademas, la asocia-
cion positiva de la conectividad LC — cerebelo posterior con puntuaciones de memoria
en ambos grupos del estudio sustentaria la implicacion del LC y la NA en la regulacion

de estas redes y el papel del cerebelo en funciones cognitivas como la memoria.

Al igual que los H-EAIT, los pacientes con TDM de nuestro segundo estudio también
presentaron una disminucion de la conectividad entre el LC y el 16bulo IX del cerebelo,
en este caso ante la deteccion de estimulos oddball, que podria igualmente estar indi-
cando un déficit en la modulaciéon del LC sobre la DMN de estos pacientes. En estado
de reposo, los pacientes depresivos muestran una hiperconectividad de la DMN, espe-
cialmente implicando la CCA, el talamo y el prectineo (592,593). Este aumento de la
conectividad en la DMN en estado de reposo se ha asociado con la inhabilidad de estos
pacientes para alejar el foco de atencion de su estado interno emocional y cognitivo. Sin
embargo, se ha reportado una disminucion de la conectividad de la DMN ante tareas de
percepcion de emociones y visualizacidon pasiva y reevaluacion de imagenes negativas
(594). La alteracion de la conectividad entre el LC y el 16bulo IX, evidenciada aqui ante
la deteccion de estimulos oddball, podria estar contribuyendo a la desregulacion de la

DMN en pacientes depresivos.

Ademas, estos pacientes con TDM también exhibieron una disminucion de la conec-
tividad entre el LC y el 16bulo VIII del vermis. Este l6bulo esta situado en la region
posterior del vermis, drea que ha sido denominada como el “cerebelo limbico”. La ver-
mis posterior esta implicada en el procesamiento emocional y cuenta con importantes
proyecciones hacia estructuras limbicas cerebrales, como la CCA, la amigdala, el hipo-
campo, el hipotalamo o el giro dentado (595—598). Las malformaciones y las lesiones

en el vermis posterior se han asociado con trastornos afectivos y la aparicion de sinto-
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mas depresivos (591,599,600). La alteracion de la conectividad entre el LC y el vermis
posterior en TDM podria estar indicando una posible contribucién en la desregulacion
de este sistema y en la presencia de la sintomatologia emocional y afectiva de estos pa-

cientes.

Otro de los patrones de conectividad que encontramos disminuidos fue entre el LC y
el 16bulo VIII cerebelar derecho. Esta region esta implicada en procesos de memoria
de trabajo y evocacion de palabras (588,601,602). Igualmente, tanto el 16bulo VIII co-
mo el ITI, con el que también encontramos una menor conectividad con el LC en este
grupo, juegan un papel importante en la regulaciéon sensoriomotora (602). Los proble-
mas en este sistema sensoriomotor en los pacientes depresivos han sido clasicamente
descritos, apuntando a un enlentecimiento motor, problemas de procesamiento senso-
rial (p. ej. gusto u olfato) y comorbilidades asociadas con alteraciones en el sensorimo-
tor gating o la regulacion sensoriomotora (603—605). Se ha comprobado que el trata-
miento con reboxetina (inhibidor selectivo de la recaptacion de NA) mejora algunos de
estos sintomas sensoriomotores en depresion, mientras que aquellos sujetos tratados
con citalopram (inhibidor selectivo de la recaptaciéon de 5-HT) no mostraban esta mejo-
ria (603). El estudio de estos circuitos alterados, entre el LC y los l6bulos VIII y III, en
pacientes con TDM, podria ayudarnos en futuros estudios a caracterizar con detalle el
papel del sistema noradrenérgico en la modulacién sensoriomotora en pacientes con

depresion en edades avanzadas.

Por ultimo, es importante decir que a pesar de que comparando los dos estudios las
alteraciones de conectividad con el LC aparecieron mayoritariamente en hemisferios
cerebelares opuestos, esto sea posiblemente debido a que la mayoria de conexiones
estructurales que parten del LC hacia el cerebelo, al igual que hacia otras regiones cere-
brales corticales y subcorticales, son ipsilaterales (606—609), y las regiones del LC que
mostraron alteraciones aparecieron en hemisferios opuestos al comparar los dos estu-

dios.
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Figura 7. En esta vista simplificada del cerebelo y sus diferentes 16bulos se pueden observar
las regiones cerebelares en las que se observé una disminucion de la conectividad con el LC en
los H-EAIT (en amarillo) y en TDM (en azul). Izq = Izquierdo, Der = Derecho. Figura adaptada
de Depping et al., 2018 (610).

Ademés de las alteraciones en la conectividad entre el LC y el cerebelo en ambos es-
tudios de esta tesis en los grupos de H-EAIT y de TDM, los pacientes depresivos mos-
traron una menor conectividad entre el LC y el giro fusiforme (GF) en comparacion
con los CS. Esta estructura se ha relacionado con el procesamiento de estimulos
oddball tanto neutrales como emocionales (611-613), y en TDM y en pacientes con EA
y sintomas depresivos se han reportado alteraciones en la activacion del GF en estado
de reposo (614,615). Esta region se ha relacionado con una hiperreactividad a distracto-
res durante tareas de oddball visual en pacientes con TDM, lo cual perjudica la ejecu-
cion de la tarea. Sin embargo, al administrar bupropion (antidepresivo con efecto inhi-
bidor de DA y NA), la hiperreactividad a los distractores es modulada consiguiendo un
mejor rendimiento en la tarea oddball (616). La menor conectividad entre el LC y el GF
ante estimulos oddball en nuestro estudio parece ir a favor del argumento que aboga

por la importancia de esta region del lobulo temporal ante distractores, una accion po-
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siblemente mediada por la actividad noradrenérgica en relaciéon a la regulacion del ra-

tio senal-ruido (617).

Finalmente, observamos que ante la presentacion de los estimulos oddball, los TDM
mostraron una menor conectividad entre el LC y el cortex cingulado anterior. Esta
ha sido una region ampliamente estudiada en procesos depresivos y se han reportado
alteraciones tanto funcionales como estructurales en este tipo de poblaciéon. En aque-
llos pacientes depresivos con un debut tardio de la enfermedad se ha observado un me-
nor grosor cortical y atrofia en la CCA en comparacion con aquellos con un debut maés
temprano y los CS (618—620). Ademas, los pacientes con depresién mayor unipolar, en
comparacion con sujetos bipolares, muestran reducciones de la activacion de la CCA
frente a estimulos emocionales (621). Las conexiones anatomicas entre el LC y la CCA
han sido ampliamente estudiadas, y entre ambas estructuras existe una gran densidad
de proyecciones tanto ascendentes como descendentes, sefialandose esta relacion entre
ambas como un substrato neurobiol6gico fundamental en los procesos de atencion sos-
tenida, ya que el LC provee de NA a la CCA durante los periodos de arousal elevado y
de atencion selectiva (447,622,623). Ademas de la implicacion de la CCA en la DMN,
discutida anteriormente, esta region conforma uno de los nodos mas importantes de la
SN, interviniendo en la deteccién de estimulos salientes y en el procesamiento de in-
formacion de valencia negativa, como por ejemplo los errores durante la ejecuciéon de
una tarea. Igualmente, la activaciéon de esta region responde a la dificultad de la tarea
que se presenta y a los conflictos en el procesamiento de la misma (485,624—-626). La
respuesta que la CCA emite tras estos procesos sirve como un indicador del ratio coste-
beneficio y guia la conducta del individuo frente a esa tarea (447). Grosso modo, tras
percibir las senales provocadas por la tarea actual, se genera un resultado de un proce-
so de decision que se basa en la utilidad que supone para el individuo invertir recursos
atencionales en esa tarea. Si se valora que el grado de utilidad es adecuado, se genera
un cambio en la actividad del LC, desde el modo de activacion tonica a fasica. Poste-

riormente, cuando la utilidad de la tarea disminuye lo suficiente durante un periodo de
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tiempo prolongado, la actividad del LC vuelve hacia un modo de actividad ténico, favo-
reciendo las conductas de exploracion del individuo (447). La menor conectividad entre
el LC y la CCA que mostraron los pacientes con TDM en respuesta a la presentacion de
estimulos oddball nos indica que existe una alteracion en el sistema noradrenérgico de
estos pacientes que puede conllevar anormalidades en el cambio de los modos de acti-
vidad del LC y en la modulaciéon de la actividad entre ambas estructuras que permite

responder a los estimulos salientes.

Asimismo, la baja conectividad entre el LC y la CCA se asociéo negativa-
mente con la severidad del trastorno depresivo, concretamente con los valores
de severidad de la GDS y con el nimero de episodios depresivos. Este resultado, junto
con la evidencia anterior, podria indicar que el proceso atencional de valoraciéon de cos-
tes y beneficios puede estar influido por la severidad de los sintomas y por la carga de
enfermedad. De hecho, la correlacion entre la conectividad del LC y 1a CCA y la puntua-
cion en el GDS resulté ser producto de la diferencia entre dos grupos de pacientes:
aquellos con un episodio activo de depresion y aquellos en remision. La alteracion de la
conectividad entre LC y CCA caracteriza a los pacientes con TDM en edad avanzada
frente a individuos con DCL y CS, y ademés supone un marcador de estado en estos

pacientes depresivos.

5.4.Discusion general e implicaciones para la investiga-

cion futura

Tras la realizacion de los estudios incluidos en esta tesis, encontramos que la conec-
tividad global del LC se encuentra alterada en algunos grupos de individuos en riesgo
de desarrollar un TNC mayor, los H-EAIT y los sujetos con TDM de edad avanzada. Sin
embargo, esperabamos encontrar también alteraciones en los individuos

con DCL. Distintos argumentos podrian explicar por qué no encontramos diferencias
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entre este grupo y los CS: 1) Algunos de los individuos con DCL incluidos en este estu-
dio podrian no corresponder al porcentaje de casos con DCL que progresan hacia un
TNC mayor tipo EA y que se adaptan al modelo de neurodegeneracién descrito por
Braak y Braak en el que el LC es la primera region afectada. El seguimiento y un estudio
longitudinal nos ayudaria a determinar el naimero de casos de nuestro grupo de DCL
que evolucionan hacia un TNC mayor debido a EA o, por el contrario, que no siguen el
curso normativo de la EA y bien presentan otros TNC (demencia frontotemporal, TNC
por cuerpos de Lewy, etc.) o se mantienen estables en el tiempo sin progresar hacia un
cuadro degenerativo mayor. 2) Otro posible hecho influyente en nuestros resultados
podria constituirlo el hecho que los pacientes con TDM se encuentren en un estado mas
avanzado del proceso neurodegenerativo o mas préoximo al TNC mayor, bien porque los
sintomas cognitivos y las alteraciones noradrenérgicas son consecuencia del propio
cuadro depresivo y su curso, o porque la depresion sea la manifestacion temprana de
una alteracion severa del sistema de NA y de un TNC ya establecido. 3) Una tercera
posibilidad podria ser que el LC de los DCL se encuentre deteriorado estructural y fun-
cionalmente, pero que ante una tarea de oddball exista un sobreesfuerzo (mecanismo
compensatorio) con el que todavia la conectividad de este nicleo se mantenga preser-

vada.

En la literatura previa, encontramos que en estudios estructurales se ha observado
una pérdida neuronal en el LC de entorno al 30% en sujetos con DCL-a, mientras que
en el caso de sujetos depresivos sin sintomas de demencia la pérdida puede llegar a
suponer hasta el 55%, y en pacientes en estadios avanzados de EA llegaria al 70%
(365,379,492). Ademas, los pacientes de EA con TDM muestran un menor namero de
neuronas en el LC en comparacion a aquellos EA sin sintomas depresivos (363,373).
Estos datos de estudios previos apuntan a un importante papel del TDM y los sintomas
depresivos en el TNC, y podriamos pensar que los pacientes con TDM se acercan mas

que los del grupo DCL a la fase en la que ya esta establecida la EA.
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Cuando el LC es estudiado desde un punto de vista funcional, tanto en nues-
tros estudios como en trabajos anteriores, encontramos que estos hallazgos parecen
estar de acuerdo con aquellos visualizados mediante las técnicas de cuanti-
ficacion estructural o histopatologicos. En individuos asintomaticos se han des-
crito distintas alteraciones metabolicas en el LC (494), y en nuestro trabajo encontra-
mos que los sujetos sanos con historia familiar de EA mostraban alteraciones de conec-
tividad funcional entre el LC y el cerebelo. Estudios previos han mostrado también que
durante el estado de reposo los individuos con DCL muestran alteraciones en la conec-
tividad entre el LC y el giro fusiforme, el cerebelo bilateral, el giro parahipocampal, la
amigdala y otras regiones del LTM (474). Ademas, en este mismo estudio encontraron
una correlacion positiva entre la conectividad del LC con el parahipocampo y las pun-
tuaciones totales de memoria y recuerdo diferido. En los H-EAIT de nuestro trabajo
encontramos igualmente asociaciones positivas entre la conectividad LC - cerebelo pos-
terior y puntuaciones de recuerdo diferido. Por lo tanto, parece que al evaluar la co-
nectividad del LC en una tarea en estado de reposo en poblacién en riesgo de
desarrollo de procesos neurodegenerativos, como los H-EAIT o los DCL-a, se eviden-
cian las alteraciones de la conectividad del LC con areas relacionadas con

procesos cognitivos y mnésicos, que a su vez se asocian con medidas de memoria.

En cambio, al evaluar el funcionamiento del LC ante una tarea cognitiva,
en nuestro caso una tarea de oddball visual, no encontramos en el grupo de DCL nin-
guna alteracién en la conectividad del LC con otras regiones cerebrales, aunque vemos
que la conectividad de los TDM se encuentra disminuida en comparacion con
los otros dos grupos. En estudios en los que se ha evaluado el efecto de tareas que pro-
mueven la actividad del LC y que se asocian a la dilataciéon pupilar, se han encontrado
mayores niveles de dilatacion pupilar en pacientes con DCL-a (532). Este hecho podria
estar indicando una baja adaptacion del LC a la tarea y un esfuerzo compensatorio por
parte de este nucleo con el fin de alcanzar niveles adecuados de desempeno de la tarea

presentada. Este mecanismo de compensacion funcional podria explicar por qué al pre-
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sentar una tarea oddball en nuestro segundo estudio no encontramos alteraciones fun-
cionales en el LC de los pacientes con DCL. Con respecto a la ejecucion de la tarea, en
este trabajo lo que encontramos fue que en la tarea oddball los TDM y los DCL presen-
taron tiempos de reaccién similares en respuesta a los estimulos oddball, que en ambos
casos fueron mayores que los observados en el grupo de CS. Igualmente, ambos grupos
clinicos mostraron una media de errores de omision parecida, también mayor a la de
los CS. Sin embargo, los DCL cometieron més errores de comision con respecto a los CS
pero también respecto a los TDM. El mecanismo funcional compensatorio podria estar
influyendo en que aparezca una actividad tonica mas elevada ante la presentacion de la
tarea que podria conllevar a una menor capacidad de inhibiciéon y mayor ntimero de
errores de comision. Esta actividad ténica anormalmente elevada en el LC ya ha sido
descrita en pacientes con DCL y ha sido asociada con las alteraciones en la regulacion
pupilar en este tipo de pacientes (533). Con esta evidencia, podriamos plantearnos que
puede existir un estadiaje del proceso neurodegenerativo en el que encon-
trariamos a los H-EAIT y a los DCL-a en una fase del proceso neurodegene-
rativo previo a los TDM. Este argumento también estaria apoyado por el hecho de
que tanto los pacientes con EA como los individuos con DCL que presentan sintomas
depresivos muestran una mayor captaciéon de AB en PET amiloide in vivo, y mayor
formacion de placas seniles y ONFs en estudios post mortem (231,269,270). Los sinto-
mas depresivos o el cuadro de depresion mayor podrian constituir asi una manifesta-
cién temprana de la EA ya establecida, o al menos contribuir a un declive mayor y/o

mas acelerado que en aquellos casos en los que estos sintomas no aparecen.

Con el fin de comprobar esta hipotesis explicativa en la que podriamos encontrarnos
cambios en la funcionalidad en los estadios mas iniciales en RMf en estado de reposo y
alteraciones ante tareas cognitivas, como por ejemplo la tarea oddball, en estadios mas
avanzados, seria interesante comparar en un mismo estudio distintos grupos: H-EAIT,

TDM, DCL-a y EA (con y sin sintomas depresivos) con el fin de definir si estas diferen-
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tes entidades podrian colocarse en un mismo eje cronolégico de manera mas o menos

lineal, como se ya se ha propuesto con el continuum normalidad — DCL — EA (180).

Otra posible explicacion al conjunto de los resultados de esta tesis y a la literatu-
ra previa podria ser que las distintas entidades respondan a patrones de
evolucion del proceso neurodegenerativo diferentes y que no necesaria-
mente se encuentren en una misma ruta de neurodegeneracion, a pesar de
que todos estos grupos presenten tasas de incidencia de TNC mayor altas y alteraciones
funcionales en el LC. En este caso, los distintos cursos podrian seguir evoluciones para-

lelas que podrian entrecruzarse o no a lo largo del progreso neurodegenerativo (Figura

8).
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Figura 8. Representacion esquemaética del posible modelo explicativo de la evolucion del
proceso neurodegenerativo basado en los cambios encontrados en los trabajos de esta tesis y la
evidencia previa. Esta hipotesis recoge las posibles interacciones entre las distintas fases del
proceso y el curso de las mismas. Los datos de integridad estructural del LC, junto con los de
RMTf y pupilometria, sugieren que la integridad de este nuicleo estaria mas preservada en los CS,
seguidos por los H-EAIT asintomaéticos, los DCL y por dltimo los TDM. A lo largo de la vida de
cada individuo, el curso puede variar, desarrollando sintomas depresivos, deterioro cognitivo
leve, TNC mayor, etc. Los sujetos de estos grupos no tienen que progresar necesariamente hacia
un TNC mayor debido a EA, sino que pueden estancarse en un TNC leve, desarrollar otro tipo de
TNC o nunca desarrollar un TNC. Los grupos con menores probabilidades de desarrollar un
TNC se encuentra en la parte superior de la figura (con colores més frios), mientras que los gru-
pos con altas tasas de incidencia de TNC (DCLs y TDMs) se encuentran en una segunda fila (con
colores mas calidos).
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En este modelo, cada uno de los factores de riesgo podria tener un peso especifico y

mediante la combinacion de ellos podria llegarse a diferentes subtipos de TNC mayor

con pronosticos y tratamientos diferentes. La deteccion de alteraciones funcionales en

el LC y las caracteristicas y sintomas de los individuos en los que encontramos estos

cambios podrian ayudarnos a discernir la presencia de un proceso neurodegenerativo

en curso. Con este objetivo, seria til desarrollar algunas investigaciones que nos ayu-

dasen a comprender mejor este proceso neurodegenerativo y el papel de la conectividad

del LCy su posible utilidad como biomarcador precoz en el curso del TNC:

La conectividad y actividad del LC podria ser estudiada, como deciamos previa-
mente, de manera comparativa entre diferentes grupos (H-EAIT, DCL, TDM, EA).
Incluir grupos con TNC mayor nos brindaria la posibilidad de evaluar las altera-
ciones de conectividad del LC en diferentes estadios del proceso neurodegenerati-
vo.

Podriamos ademaés diferenciar si los patrones de alteracion de conectividad entre el
LC y regiones especificas son acumulativos y debidos a la carga de la neurodegene-
racion (LC-cerebelo posterior en H-EAIT vs. LC-cerebelo posterior + CCA + GF en
TDM) o bien si estos patrones son caracteristicos de subtipos especificos de TNC
(p.€j. alteracion LC-CCA y GF en TNC con sintomas depresivos). Quizas la implica-
cion de la NA en la depresion conlleva la degeneracion del LC y un futuro desarro-
llo del TNC, lo que explicaria la asociacion que obtenemos entre la conectividad del
LC — CCA y el nimero de episodios depresivos; o bien que las alteraciones del LC
provoquen los episodios depresivos a lo largo de la edad adulta y avanzada. La in-
dagacion en estos mecanismos y en las posibles relaciones causales podrian ayu-
darnos a entender este proceso mas claramente.

El estudio de la conectividad global de diferentes coordenadas a lo largo del eje del
LC y la conectividad entre cada una de estas coordenadas y el resto del cerebro, asi

como la comparacion de estos analisis entre los grupos, podria ayudarnos a descu-
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brir si podemos medir la vulnerabilidad topografica al proceso neurodegenerativo
en distintas regiones del LC con RMf y en cada uno de los grupos, si la conectividad
de cada zona del LC presenta asociaciones con regiones cerebrales distintas, y si es-
tas caracterizan diferentes estadios del proceso neurodegenerativo.

Un punto interesante podria ser la comparacion de los patrones de actividad y co-
nectividad del LC en secuencias en estado de reposo y ante tareas cognitivas, como
la tarea de oddball, entre los distintos grupos. Las posibles diferencias existentes
entre la utilizacion de estimulos neutros y emocionales en esta tarea podrian ser
investigadas con el fin de determinar si el tipo de estimulo podria ser de ayuda para
realizar predicciones del curso neurodegenerativo por las posibles interacciones
con sintomas depresivos, por ejemplo.

Complementar la informacion de los datos de neuroimagen funcional durante la
tarea oddball con la correlacion de datos de pupilometria podria aportarnos una
mejor comprension del estado funcional del LC en cada uno de los grupos y una
medida mas precisa de su actividad.

La funcion del LC en otro tipo de tareas como aquellas relacionadas con memoria
también podria aportarnos una mejor comprensiéon del funcionamiento de este nu-
cleo en los distintos grupos del continuum de los TNCs, ya que estas se han visto
asociadas con la alteracion de la conectividad del LC en DCL (627), y ademas este
es uno de los problemas caracteristicos de los TNCs.

Igualmente, disponer de informacién sobre biomarcadores de los sujetos estudia-
dos (AP, tau total y tau fosforilada en LCR, PET FDG, PET amiloide y PET tau) con
los que pudiéramos comparar las medidas de conectividad del LC nos ayudaria a
llegar a conclusiones mas precisas acerca de la utilidad de la RMf en la evaluaciéon
de la funcionalidad del LC como biomarcador en la deteccion precoz del proceso

neurodegenerativo.
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e El estudio longitudinal de estos sujetos podria aportarnos valiosa informaciéon con
el fin de estudiar su evolucién y descubrir si la disminucién de la conectividad del
LC podria servirnos como biomarcador temprano del proceso neurodegenerativo.

e Con el resultado de la evaluacion de los distintos biomarcadores se podrian desa-
rrollar modelos que nos permitieran otorgar distintos pesos a cada uno de los sig-
nos de neurodegeneracion, incluyendo las alteraciones funcionales del LC, en la
progresion de la enfermedad. Las cargas de cada uno de los signos caracteristicos
del proceso neurodegenerativo y los distintos sintomas del cuadro presente po-
drian articular distintos patrones de evolucién, y ayudarnos a discernir como los
diferentes cuadros y factores de riesgo, como el TDM, los sintomas depresivos o la
historia familiar de EA, pueden influir en la rapidez de la progresion y su pronosti-

CO.

Conocer el curso de los posibles subtipos de TNC, sus caracteristicas y los factores de
riesgo que los influyen nos permitiria evaluar de manera mas precisa alteraciones muy
tempranas como los cambios en la funcionalidad del LC mediante métodos no invasi-
vos, como la RM. Esta vision se acerca a la medicina personalizada y podria ofrecernos
la posibilidad de descubrir ventanas temporales tempranas en las que detectar los pri-
meros signos de TNC con el fin de crear tratamientos y establecer pronosticos para ca-
da paciente en funcion de sus caracteristicas y la carga de enfermedad de manera pre-

€0z y mas precisa.

5.5.Limitaciones

Los resultados obtenidos en los estudios de esta tesis deben ser considerados bajo el
contexto de algunas limitaciones. Ademas de las limitaciones especificas de cada uno de
los trabajos, descritas en detalle en los articulos, existen distintas limitaciones aplica-

bles a los resultados de ambos estudios y a la interpretacion conjunta de los mismos.
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La comparacion de los resultados de ambos trabajos debe realizarse de manera cau-
telosa por distintos motivos. En primer lugar, las secuencias funcionales que se
utilizaron en cada uno de ellos fueron distintas. Asi, en el primer estudio se
analizaron los datos de una secuencia adquirida en estado de reposo, mientras que en el
segundo trabajo se evalu6 la conectividad del LC a lo largo de una tarea oddball visual.
La actividad y la conectividad del LC en cada una de ellas se espera que sea diferente.
La tarea oddball pretende inducir actividad neural en el LC, con fluctuaciones entre el
estado de activacion ténico y fasico, mientras que en estado de reposo se esperaria una

actividad y unos patrones de conectividad relativamente constantes.

Ademas, las caracteristicas de las muestras incluidas en cada uno de los es-
tudios son diferentes. Mas alla de los sintomas clinicos presentes en cada uno de los
grupos de los trabajos, los participantes del Estudio 1 presentaron una media de edad
mas baja que aquellos del segundo estudio. A lo largo de la vida, la integridad del LC va
modificindose, y la pérdida neuronal comienza a producirse en el curso normativo a
partir de los 50 afios (490). Por este motivo, esperariamos que simplemente por la dife-
rencia entre las medias de edad existieran diferencias en la funcionalidad del LC, y por

ello la interpretacion conjunta de estos trabajos debe realizarse de manera cautelosa.

Un tercer punto a tener en cuenta consiste en la localizacion del LC en cada uno
de los estudios. Mientras que para la muestra del Estudio 2 disponiamos de un mapa
del LC calculado a partir de nuestra propia muestra, obtenido mediante la adquisicion
de secuencias sensibles a neuromelanina, en el caso del primer trabajo no disponiamos
de este tipo de secuencia. En este caso realizamos la localizacion de resultado basando-

nos en las coordenadas de un mapa del LC previamente publicado (581).

Finalmente, a pesar de que en ambos estudios encontramos asociaciones entre me-
didas de depresion y las disminuciones de la conectividad del LC, bien a nivel global o
de manera mas especifica en la conectividad con la CCA, los instrumentos utiliza-

dos para medir la presencia y severidad de los sintomas depresivos varian
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entre un trabajo y otro. Asimismo, en el primer estudio esta asociaciéon apareci6 al rea-
lizar un anélisis para el conjunto de la muestra, y en el segundo caso cuando nos cen-
tramos especificamente en el grupo de sujetos con TDM. Por estos motivos, la interpre-
tacion del papel modulador de la severidad de los sintomas depresivos sobre la conecti-
vidad del LC debe realizarse con prudencia. Investigaciones futuras seran sin duda de
utilidad para discernir con detalle la relacion entre sintomas depresivos, conectividad
funcional del LC y riesgo de desarrollar un TNC. Igualmente, la realizaciéon de estudios
longitudinales ha de permitir determinar con certeza qué papel juegan estos diferentes

aspectos en el eventual desarrollo de un TNC mayor.
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7. Conclusiones

7.1.Conclusiones

Los resultados de la presente tesis nos permiten profundizar y obtener informacion
novedosa sobre la implicacion del sistema noradrenérgico en la aparicion del deterioro
cognitivo y su asociacion con los sintomas clinicos y neuropsicologicos de los indivi-
duos pertenecientes a grupos con un riego incrementado de desarrollar un TNC mayor.

A continuacion, se exponen las conclusiones de los trabajos presentados en esta tesis:

1. Existen alteraciones en el sistema noradrenérgico en descendientes directos de
primer grado, sin patologia, de pacientes con EA:

1.1. La conectividad global del LC en estado de reposo en este grupo de sujetos se
encuentra disminuida.

1.1.1. Esta alteracion de la conectividad funcional se encuentra inversamente
asociada con la severidad de los sintomas depresivos en el total de la mues-
tra.

1.2. Esta disminucion de conectividad global se refleja en una disminucion especifi-
ca de la conectividad entre el LC y el cerebelo posterior familiares de pacientes
con EA.

1.2.1.Tanto en familiares de pacientes con EA como en controles sanos, la co-
nectividad entre LC y cerebelo posterior se asocia positivamente con medi-
das de recuerdo diferido.

2. En pacientes con TDM de edad avanzada aparecen alteraciones en el sistema nora-
drenérgico durante la ejecucion de una tarea de oddball visual:

2.1. Los sujetos con TDM muestran una menor conectividad global del LC durante

la deteccion de estimulos salientes.
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2.2. Los sujetos con TDM muestran una disminucion especifica de la conectividad
del LC con la corteza cingulada anterior, el giro fusiforme y el cerebelo poste-
rior ante los estimulos oddball.

2.2.1. Aquellos TDM con episodio activo de depresion muestran una menor
conectividad entre el LC y la corteza cingulada anterior que aquellos en
remision.

2.3. La conectividad entre el LC y la corteza cingulada anterior se asocia negativa-
mente con medidas de severidad de los sintomas depresivos y de carga de en-
fermedad en el grupo de sujetos con TDM.

Nuestros hallazgos indican que la evaluacion de la conectividad funcional del LC

mediante técnicas de RMf puede ser un marcador util para la deteccidon de altera-

ciones tempranas del sistema noradrenérgico en procesos neurodegenerativos.

Las alteraciones funcionales del LC podrian reflejar e incluso predecir los cambios

estructurales derivados de la acumulacién de tau patolédgica y otras transformacio-

nes metabolicas en distintos grupos en riesgo de desarrollar un TNC mayor.

La conectividad entre el LC y el cerebelo posterior podria estar jugando un impor-

tante papel en el deterioro de la funcion mnésica en los TNCs.

Las alteraciones de conectividad entre el LC y la corteza cingulada anterior podrian

ser un marcador de estado depresivo ya que las mayores alteraciones en esta conec-

tividad se observan durante episodios depresivos activos.

Los distintos grupos con riesgo incrementado de desarrollar un TNC mayor podrian

formar parte de un mismo grupo de entidades cuyos cursos clinicos podrian rela-

cionarse entre si, y la evaluacion del sistema noradrenérgico mediante RMf podria
suponer un biomarcador temprano de degeneraciéon funcional y, junto con el estu-
dio de otras variables y biomarcadores, predecir la evoluciéon del proceso neurode-

generativo.
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7.2.Conclusions

The work in this thesis provides new knowledge and allows a deeper understanding

of the role of the noradrenergic system in the appearance of cognitive impairment and

its association with the clinical and neuropsychological symptoms in groups of individ-

uals at increased risk of developing a neurocognitive disorder (NCD). We draw the fol-

lowing conclusions from the work presented in this thesis:

We found early alteration in the noradrenergic system of first-degree descendants,

without pathology, of Alzheimer’s disease (AD) patients:

1.1. Global connectivity of the LC in offspring of late-onset AD (O-LOAD) patients
is decreased in the resting state.

1.1.1. This functional connectivity (FC) decrease is negatively associated with
depressive symptoms at the whole sample level.

1.2. Specifically, the FC between the LC and posterior cerebellum is diminished in
O-LOAD individuals.

1.2.1. Both in O-LOAD and healthy controls (HC), the connectivity between the
LC and the posterior cerebellum is positively associated with delayed recall
scores.

Patients with late-life major depressive disorder (MDD) show noradrenergic system

alterations during the performance of a visual oddball task:

2.1. MDD show a lower global connectivity in the LC during the detection of salient
(oddball) stimuli.

2.2. Depressive patients show a diminished connectivity between LC and the ante-
rior cingulate cortex (ACC), fusiform gyrus (FG) and the posterior cerebellum
in front of oddball stimuli.

2.2.1. Patients with MDD in active depressive episode showed lower functional
connectivity between the LC and the ACC in comparison to those in remis-

sion.
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2.3. Functional connectivity between the LC and the ACC is negatively associated
with measures of depressive symptom severity and disease burden in the MDD
group.

Our findings suggest that the assessment of LC functional connectivity could even-

tually be a useful marker for the early detection of noradrenergic alterations in neu-

rodegenerative processes.

LC functional connectivity alterations could reflect and even predict the structural

changes consequence of the accumulation of pathologic tau and other metabolic

transformations in different groups at increased risk for major NCD.

LC - posterior cerebellum connectivity could be playing a relevant role in mnesic

function impairments in NCDs.

LC-ACC functional connectivity could be a state marker of depression since they are

more evident in patients with inactive depression episodes.

Groups at an increased risk for developing a major NCD could be part of the same

pool of clinical entities, with related clinical courses. The evaluation of the nora-

drenergic system by means of functional magnetic resonance imaging could even-
tually provide early biomarkers of neurodegeneration and, together with the as-
sessment of other variables and biomarkers, could predict the evolution of neuro-

degenerative processes.
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8. Thesis summary

1. Introduction

1.1.Neurocognitive disorders

Neurocognitive disorders (NCD) are a heterogeneous group of clinical entities that
share as a principal hallmark impairment in all or some of the previously acquired indi-
vidual cognitive and functional capacities (23). NCD are classified as different entities
such as delirium, or major and mild NCD (23). Major and mild NCD are impairments
with a long evolution and there are different subtypes attending to their etiologies:
NCD due to Alzheimer’s disease (AD), frontotemporal lobar degeneration, Lewy body
disease, vascular, cranioencephalic traumatism, substance or medication abuse, HIV
infection, prion diseases, Parkinson’s or Huntington’s diseases, or other medical condi-
tions (23). NCD due to AD represents between 60-90% of total NCD cases and normal-

ly has an insidious onset with a gradual progression.

Neuropathological findings and clinical symptoms evolve in parallel, with biological
changes appearing even decades before clinical manifestations (25). The two biological
hallmarks of AD are the B-amyloid (AB) plaques and hyperphosphorylated tau neurofi-
brillary tangles (NFTs) (103,104). Histopathological studies of cognitive preserved in-
dividual and through PET imaging have found accumulation of A and NFTs, showing
that after 30 years old all individuals present these neuropathological changes (39—41).
This evidence points that Af and NFTs are not enough for the development of NCD and

that other factors may be involved.

Some conditions have been signaled as risk factors in the development of NCD. The
genetic component in AD is strong, concretely some alipoprotein E (APOE) subtypes
have been related to greater NCD conversion rates (42). Other at-risk groups are repre-
sented by amnestic mild cognitive individuals (aMCI) and late-life MDD, with high

rates of major NCD incidence (88,90). Indeed, cognitive and neuropathological chang-

199



Thesis summary

es are present in both the offspring of late-onset AD (O-LOAD), aMCI individuals and
MDD patients (39,88,91,93,235,494). In these groups, structural and functional altera-
tions similar to those observed in patients with AD have been observed using magnetic

resonance imaging (MRI) (265,268,271—-274,306,309,338—-341,343).

1.2.Noradrenergic system and neurodegenerative pro-

cess

Neuropathological studies have shown that the locus coeruleus (LC) nucleus is the
place where pathological changes start in the continuum of AD (211). This is the sole
noradrenergic nucleus of the central nervous system (CNS) and has wide projections to
cortical and subcortical structures (351—353). AD patients show massive neuronal loss
in the LC, which is associated with the decrease of noradrenaline (NA) availability in
other CNS regions, the severity and duration of the NCD, the degree of Af plaques and

the presence of different neuropsychiatric symptoms in these patients such as depres-

sion (354,361,362,370—-372).

NA is related to different physiological processes such as the clearance of A
plaques, neuroplasticity, neuronal damage and survival, neurotrophic factors, neuro-
genesis, neuroinflammation, energy metabolism, excitotoxicity or oxidative stress, all of
which could be contributing to the pathogenesis of AD (409,411—413). This neuro-
transmitter plays an important role in signal detection, regulation of arousal levels,
sensorial processing, modulation of alertness during wakefulness and sleep-
wakefulness  cycles, or attention, learning and memory processes
(412,432,436,437,448,485). During the regulation of the sustained and selective atten-
tion, the LC acts as a filter directing the attention to salient stimuli for the individual

and it plays an important role in the initiation and maintenance of appropriate behav-

200



Thesis summary

ior through the control of functional networks with the NA release in cortical regions

(380,437,449,477).

In early stages of AD and at-risk population, like MDD, aMCI or asymptomatic indi-
viduals, neuronal loss, tau protein or metabolic changes are present in the LC, along
with less availability of NA in other CNS areas (379,492,494). Recently, with neuroim-
aging techniques, the structural quantification of LC has been assessed, and a lower
structural integrity of LC in AD patients, MCI and MDD patients has been found
(510,512). The reduction of the LC signal in structural MRI has been associated with
high levels of AP in cerebrospinal fluid (CSF) and lower memory values (513,514). The
functional integrity of LC has been investigated through oddball and working memory
tasks and pupillometry, which is related to LC activity, showing LC functional altera-

tions in aMCI subjects (532,533).

1.3.Rationale for the studies

In the recent years, the number of NCD cases has exponentially increased and it is
expected that in the following years this number will become even bigger (26). Current-
ly, the biomarkers available for NCD diagnostic allow us to detect cases when the neu-
rodegenerative process is already established and very advanced. Moreover, some indi-
viduals show positive values in these biomarkers, but they do not develop cognitive
symptoms. Progress to the knowledge of early changes in the NCD continuum and new
biomarkers is necessary in order to detect alterations before the pathology is too ad-
vanced to be treated, to predict the evolution of cases or to have temporal windows that

allow us to investigate new treatments and prevention strategies.

Different works have studied LC neuropathological changes in histological and ani-
mal studies and with structural MRI. However there are few examples of investigation

of LC functionality in early stages of NCD (532,533,537). The research of functional
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alterations is of interest because it could help to elucidate the role of LC in the neuro-
degenerative process and develop a new marker with a non-invasive and rapid tech-

nique.

2. Hypothesis

Study 1: “Disrupted functional connectivity of the locus coeruleus in healthy adults

with parental history of Alzheimer’s disease”

On the basis of the previous studies, we hypothesized that the LC would show func-
tional connectivity (FC) alterations in the of O-LOAD individuals with regions with
noradrenergic projections, and that these disrupted FC would be associated with cogni-

tive impairment measures.

Study 2: “Locus coeruleus connectivity alterations in late-life major depressive dis-

order during a visual oddball task”

Results of previous studies led us to hypothesize that MDD and aMCI individuals
would show deficits in the performance of the oddball task. Moreover, these clinical
groups would show functional alterations between the LC and other cerebral regions
during oddball stimuli detection, and that neuroimaging results would be associated
with performance of the oddball task and disorders severity measures. Finally, we an-

ticipated that these alterations would discriminate between clinical groups.

3. Aims

The general aim of this thesis is to provide a better understanding of the functional
neural correlates underpinning the neurodegenerative process in the brainstem in early

phases of NCD. Using different modalities of functional MRI (fMRI) and analyzing clin-
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ical and neuropsychological data, we intend to describe early functional alterations in

the LC in at-risk AD population and their relationship with different cognitive and clin-

ical measures.

Study 1: “Disrupted functional connectivity of the locus coeruleus in healthy adults

with parental history of Alzheimer’s disease”

The specific aims of this study were:

To compare the global FC patterns in a resting state sequence of the region of
the brainstem in a sample of O-LOAD adults and a HC without parental AD
history.

To investigate FC specific patterns between brainstem region and the rest of
the brain.

To examine the possible associations between neuroimaging changes and

clinical and neurocognitive variables.

Study 2: “Locus coeruleus connectivity alterations in late-life major depressive dis-

order during a visual oddball task”

In this study the specific aims were:

To evaluate the FC between the LC with the rest of cerebral areas during the
presentation of a visual oddball task in late-life MDD patients, aMCI individ-
uals and HC.

To identify correlations between neuroimaging results and clinical and neu-
ropsychological variables.

To compare these measures between the clinical groups to evaluate if its al-

teration is associated with the alleged probability of developing a major NCD.
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Lo

Methods

4.1.Participants

Study 1: a total of 31 cognitively preserved O-LOAD and a group of 28 HC
without familiar history of AD where recruited from the FLENI Foundation
(Buenos Aires, Argentina). Inclusion criteria were to be more than 30 or less
than 65 years old, at least 7 years of formal education, > 26 points in the Mini-
Mental State Examination (MMSE), < 4 points in the Hachinski Ischemia Scale,
no past or present neurologic or psychiatric illness or any contraindication for
MRI assessment. All participants were assessed clinically and with a neuropsy-
chological battery that included depression, cognitive screening, learning,
memory, attention, executive functions or language measures.

Study 2: 20 MDD patients, 16 aMCI individuals and 26 HC were recruited
from Bellvitge University Hospital (Barcelona, Spain). MDD participants were
diagnosed following DSM-IV-TR criteria (540) and aMCI fulfil Petersen criteria
(541) for MCI, a Clinical Dementia Rating (CDR) of 0.5 points (538) and altered
punctuations for delayed recall in the Weschler Memory Scale (542). Exclusion
criteria included be under 60 or above 75 years old, past or present neurologic
or psychiatric disorders (other than group’s specifics), > 3 points on the Ha-
chinski Ischemia Scale, > 0.5 in the CDR, mental disability, any medical or sen-
sorial condition preventing to do the clinical or MRI assessments, or contraindi-
cation for MRI study. Participants were assessed clinically and with neuropsy-
chological tests that included depression, cognitive screening, functional abili-

ties, attention, learning, memory, executive functions or language measures.
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4.2.

4.3.

Experimental conditions

Resting-state sequence: during this acquisition participants laid inside the
scanner and were instructed to stay awake and relaxed, without doing any cog-
nitive task and with closed eyes. We used this sequence in Study 1.

Oddball task: in the Study 2 we used a visual oddball paradigm that is an at-
tentional task of stimuli detection that measures the activity of LC (484). Fre-
quent standard (200) and infrequent target/oddball (50) stimuli were pseu-
dorandomly presented to subjects, who indicated the detection of the oddball
stimuli with a response box. To minimize fatigue, different blocks with a static

cross were interspersed throughout the task.

MRI analyses

Structural MRI: in both Study 1 and 2 we used structural MRI data to obtain
a segmentation of gray and white matter and CSF. We used the signal of white
matter and CSF to correct physiological noise in the functional images de-
noising step.

Functional MRI: fMRI use blood-oxygen-level dependent (BOLD) signal as
an indirect measure of brain activity. These data different experimental designs
and methods have been developed in order to study cerebral biological process-
es:

o In Study 1 and 2 we perform a voxel-based analysis, in order to get
correlation maps that inform of the degree of connectivity of each voxel
of a restricted region (brainstem/pons) with the rest of the brain.

o In Study 1, we used the results derived from the first step (voxel-based
analysis) as a seed to perform a seed-based analysis and study the

connectivity of the result (localized in the LC) with the rest of the brain.
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o In Study 2, we also used the result of the voxel-based analysis as a seed
(also located in the LC) but this time we perform a psychophysiologi-
cal interactions analysis. This kind of analysis is based in the meas-
ure of mental process, influenced by the stimuli condition, which modu-
late the connectivity between different areas. With this analysis, we stud-
ied the influence of the visual oddball task in the FC between the LC and

the rest of the brain.

4.4. Analysis of clinical, neuropsychological and behav-

ioral data

In order to compare groups and to investigate if there was any association between
clinical, neuropsychological and behavioral data, different analyses (independent t-

tests, ANOVA, Pearson’s correlations) were conducted with SPSS software.

5. Results

Study 1: “Disrupted functional connectivity of the locus coeruleus in healthy adults

with parental history of Alzheimer’s disease”

e The O-LOAD group showed, in comparison to HC, decreased global FC in the
left LC. This connectivity was negatively associated with depressive symptoms
values and positively correlated with cognitive screening and memory measures
in the whole sample.

e In comparison with HC, O-LOAD presented a decreased FC between left LC and
posterior cerebellum regions, like bilateral Crus I and left lobe VI and IX.

e Delayed recall punctuations were positively associated with the connectivity be-

tween LC and left Crus I in O-LOAD and left lobe VI in HC.
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Study 2: “Locus coeruleus connectivity alterations in late-life major depressive disor-

der during a visual oddball task”

e MDD group showed a lower global connectivity in the right LC in comparison
with aMCI and HC when detecting oddball stimuli.

e In front of these oddball stimuli, MDD presented a lower connectivity between
right LC and left anterior cingulate cortex (ACC), right fusiform gyrus (FG) and
right posterior cerebellum, in comparison to aMCI and HC.

e In MDD group, the connectivity between L.C and ACC was negatively correlated
with depression severity and number of episodes measures. MDD with an ac-
tive episode of depression showed lower LC-ACC connectivity values and higher

depression severity scores.

6. Discussion

The studies of this thesis are the first to assess the functional alterations of LC in
early phases of NCD through fMRI. Different connectivity patterns have been charac-
terized in some of the studied groups and alterations of LC functional connectivity with
other brain regions have been associated with clinical and neuropsychological varia-

bles.

6.1.Functional alteration in the LC of early stages of NCD

We found decreased global connectivity of the LC in O-LOAD and MDD partici-
pants. The LC is a noradrenergic nucleus with wide projections to cortical and subcorti-
cal areas. Previous studies have shown that this is the first place where changes in tau
protein appear in the neurodegenerative process and are present in different phases of

the NCD continuum, in early stages and even in young asymptomatic individuals
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(354,361,362,364). Nevertheless, the wide presence of these signs in cognitively im-
paired populations does not match with the estimated prevalence of NCDs. This is one
of the reasons justifying the evaluation LC activity in addition to the assessment of its

structural and molecular level alterations.

Metabolic and functional alterations of the LC have been found in an histologic
study in asymptomatic individuals (494). In MDD patients, the implication of NA has
been widely studied. Previous work has found different alterations in the LC and nora-
drenergic system in these patients, such as neuronal loss, axonal degeneration, density
of adrenergic receptor alterations, reduction of NA transporter or a loss of structural
integrity in MRI (491,504,507,508,578). Our results of the LC decreased global connec-
tivity in O-LOAD and MDD supports these findings in asymptomatic populations and
MDD patients. Moreover, the negative association between the global FC of the LC and
depressive symptoms and cognitive and memory measures in the whole sample of the
Study 1 further support the role of the LC and NA in depression and global cognitive

impairment, and in the modulation of memory processes.

The between-study differences in the precise localization of LC findings could be due
to individual and sample variations and other factors such as age (488,580). The study
of LC connectivity of different coordinates along the LC and the comparison between
O-LOAD and MDD groups could help us to elucidate if the topographic vulnerability

detected in neuropathological studies (493) could be measured through fMRI.

6.2.Altered connectivity patterns with LC in early phases

of NCD

Connectivity between LC and posterior cerebellum was decreased in O-LOAD and
MDD patients in our studies. This cerebellar region has been implicated in different

cognitive functions and is connected with cortical areas also related to these functions
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(588—590). Concretely, the cerebellar areas showing decreased connectivity with the
LC in O-LOAD, the bilateral Crus I and left lobes IX and VI are related to the modula-
tion of executive control network (ECN), default mode network (DMN), and salience
network (SN), networks that have been found to present alterations during the early

stages of the NCD process.

In MDD patients, connectivity was also diminished between the LC and the lobe IX
during the detection of oddball stimuli. This result supports previous studies that point
to the alteration of the DMN in depressive patients (592—594). Moreover, the MDD
group showed a reduced connectivity between the LC and the lobe VIII of the vermis,
which is related with emotional processing and dysregulation in affective disorders
(591,595,597); also with the cerebellar lobes VIII and III, implicated in sensorimotor
gating and processing that would support the evidence of sensorimotor symptoms in
depressive patients (588,602,604,605). Moreover, this group of patients showed altera-
tions in the LC-FG connectivity. This cortical region is associated with the processing of
oddball stimuli and in depressive patients its alteration has been related with a hyper-

reactivity to distractors during oddball tasks (611—615).

Lastly, we observed lower connectivity in MDD patients between LC and ACC. This
area has been widely implicated with depression, showing structural alterations in
these patients (618—621). There are dense connections between LC and ACC and their
connection modulate arousal and selective attention (447,622,623). ACC is implicated
in DMN but also in SN, playing an important role in the detection of salient stimuli,
negative valence information processing or to give response to task difficulties
(485,624—626). The ACC evaluates the usefulness of the task and produce a cost-
benefit ratio: while the task is useful for the subject the LC will show a phasic activity
mode, but when it is not useful anymore, the LC will return to a tonic activity mode
(447). The alteration of the connectivity between these structures in MDD patients

could be indicating possible problems in the shifting between both activity modes. In
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our study, we found a negative association between the LC-ACC connectivity and sever-
ity and illness burden measures. These results together with the differentiation of LC-
ACC connectivity values between the depressive group with an active episode and the
group in remission, would be point to the implication of this circuit in depression

symptoms and should be considered as a marker of state in depression.

6.3.General discussion and implications in future re-

search

Our results point to an early functional degeneration of LC and different cortical and
subcortical patterns. Since we found results in O-LOAD and MDD, we expected to also
find these same alterations in MCI. Previous studies have shown a neuronal loss of 30%
in aMCI, a 55% in MDD patients and a 70% in AD (365,379,492). Moreover, the num-
ber of neurons in AD patients with depressive symptoms is even lower than in AD
without depression (363,373). These data and the results of our studies led us to think
that MDD plays an important role in the neurodegenerative process and that these pa-

tients are likely closer to AD than aMCI individuals.

When LC connectivity was studied with a resting state sequence, we found decreased
connectivity in O-LOAD. Previous studies have reported LC connectivity alterations in
MCI (474). In both cases, these connectivity alterations were associated with delayed
recall measures. This evidence seems to support that the assessment with a resting
state sequence shows LC alterations in at-risk AD population, like O-LOAD and MCI,

and that these disrupted patterns are related to memory processes and related areas.

However, when studying the functionality of LC with a cognitive task, such as the
oddball, we do not find alterations in LC. Previous studies have presented that the LC of
MCI shows a compensatory mechanism in front of cognitive task in order to achieve an

adequate level of performance (532). This extra effort of LC in MCI could explain why
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the connectivity of LC in these individuals is not diminished in our study. Moreover,
MCI have shown a higher tonic activity in LC, assessed by pupillometry, which is a reli-
able measure of LC activity (533). This elevated tonic activity could cause an impair-
ment of the inhibition capacity and could explain the higher commission errors in the

MCI of our study.

With these data we could think that MDD patients present more severe degeneration
in LC than MCI and the study of groups of the NCD continuum with different charac-
teristics could help us to confirm this hypothesis. Another possible explanation that
would support our results and previous evidence would be based on a model in which
the different entities would respond to different neurodegenerative processes and that

these entities would not necessarily be in the same neurodegenerative path (Figure 1).
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Figure 1. Schematic representation of a possible explanatory model of the evolution of the
neurodegenerative process based on the alterations found in our studies and previous evidence.
This hypothesis puts together the possible interactions between the different phases of the neu-
rodegenerative process and their evolution. Structural data of the LC, together with fMRI and
pupillometry, suggest that the integrity of this nucleus decreases across the continuum HC, O-
LOAD, MCI and late-life MDD. Subjects in these groups may progress to major NCD due to AD,
but they may also remain in mild NCD without progressing to AD, developing another kind of
NCD or never developing any type of NCD. Groups with lower probabilities of NCD develop-
ment are at the top of the figure (in cold colors); groups with higher incidence rates of NCD are
in the second line (in warmer colors).
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In this model each risk factor would have a specific weight and with the combination
of all of them we could predict the evolution of each individual, their prognosis and
create personalized treatments. The detection of functional alterations in the LC and
subjects’ characteristics could help us to distinguish the presence of a neurodegenera-
tive process. With this aim, research could help us to better understand the neuro-
degenerative process and the role of LC connectivity and its utility as an early bi-

omarker of NCD:

e LC connectivity and activity could be studied in different groups (O-LOAD,
MCI, MDD, AD), and the comparison between them would help us to evalu-
ate connectivity alterations in the LC in different neurodegenerative stages.

e We could differentiate if disrupted connectivity patterns between LC and
specific regions are cumulative and due to the neurodegenerative burden
(LC-posterior cerebellum in O-LOAD vs. LC-posterior cerebellum + ACC +
FG in MDD) or if these patterns are characteristics of each specific NCD sub-
type (e.g., LC-ACC and FG alterations in NCD with depressive symptoms).

e The study of the global connectivity from different LC coordinates and of the
connectivity between these coordinates and the rest of the brain. The com-
parison of these analyses between groups could help us to discover if we can
measure the LC topographic vulnerability to neurodegenerative process with
fMRI and in different groups, if the connectivity of each coordinate presents
different associations with cerebral regions and if they characterize different
stages of the neurodegenerative process.

e We could also compare activity and connectivity LC patterns in resting state
and cognitive tasks, such as the oddball task, and compare it between differ-
ent groups. The possible differences between using neutral or emotional
stimuli could also be investigated in order to distinguish if they could have

any kind of interaction with depressive symptoms for example.
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e We could obtain more accurate information of LC functionality if we added
pupillometry assessment.

e Other kind of tasks, like those related with memory that have been associated
with LC connectivity alterations in MCI (627), could also help us to better
understand LC function.

e To have information from multiple biomarkers of the studied subjects (CSF
AP and tau, FDG PET, amyloid and tau PET) to compare the LC connectivity
measures could help us to get more accurate conclusions about the useful-
ness of fMRI in the evaluation of LC functionality as an early marker of neu-
rodegenerative process.

e The longitudinal study of these subjects could give us valuable information
with the purpose of studying their evolution and discovering if the decrease
of LC connectivity could serve as an early neurodegenerative biomarker.

e With the results of the evaluation of those biomarkers, including LC func-
tional alterations, we could develop models that allow us to give different

weights to each neurodegenerative sign in the illness progress.

Knowing the course of the possible subtypes of NCD, their characteristics and the
contributing risk factors could lead us to evaluate different early alterations, like LC
functionality changes through no invasive methods, like fMRI more accurately. This
approach gets closer to personalized medicine and could offer us the opportunity of
discovering new early temporal windows in which to detect the first NCD signs in order
to create individual prognostics and treatments based on the patient’s characteristics

and the disease burden in a more precise and early way.
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6.4.Limitations

The results obtained in the studies included in this thesis have to be considered

within the context of some limitations.

The comparison of the results of both studies must be done cautiously for different
reasons. First, the functional sequences used in each work are different, in the first one
we used a resting-state sequence, and in the second one we assessed LC connectivity
during the performance of an oddball task. The activity and connectivity in each of
them is expected to be different: in the oddball task we wanted to cause changes in the
LC activity, from tonic to phasic modes, while in resting state we would expect more

constant activity and connectivity patterns.

Moreover, the characteristics of the included samples in both studies are different.
Besides the clinical symptoms of each group, the participants of the first study present-
ed a lower mean age than the subjects of the second study. Along life LC integrity
changes, so the normal neuronal loss starts at the age of 50 years old (490). This is the
reason why we would expect some differences in the functionality of the LC and why

the combined interpretation of these works should be done carefully.

A third point to take into account is the localization of LC in each study. In the sec-
ond work, we had a LC map of our sample because we acquired a neuromelanin sensi-
tive sequence, while in the first study we did not have a similar sequence to localize the
LC. We used for this end a previously published LC map (581). Nevertheless the locali-
zation of LC can change in each individual and the LC maps previously published are
different (580). That is why the analyses in both papers were approached in the same
way: we firstly performed a voxel-based analysis to localize the LC in the functional
images of each study and then we used this cluster to perform the characterization of

the connectivity of this nucleus.
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Even if in both studies we found associations between the decrease in the LC global
connectivity or in the LC-ACC connectivity with the measures of depression, the tests
used to assess these depressive symptoms were not the same. Moreover, in the Study 1
the association appears when we did this association in the whole sample, and in the
second study we identified this correlation when we focused on the depressive group.
For these reasons, the interpretation about the implication of depression in the LC
connectivity must be done. Future research would be helpful to elucidate the role of LC

in the presence and severity of depressive symptoms and their implication in NCD.

7. Conclusions
1. We found early alteration in the noradrenergic system of direct familial of Alz-
heimer’s disease (AD) patients:
1.1.  Global connectivity of LC in offspring of late-onset AD (O-LOAD) is dimin-
ished in resting state.
1.1.1. This alteration of the functional connectivity (FC) is negatively associated
with depressive symptoms in the whole sample.
1.1.2. Specifically, the FC between the LC and posterior cerebellum is diminished
in O-LOAD.
1.1.2.1. Both in O-LOAD and healthy controls (HC), the connectivity between LC
and posterior cerebellum is positively associated with the delayed recall.
2. Patients with major depressive disorder (MDD) show noradrenergic system altera-
tions during the performance of a visual oddball task:
2.1. MDD patients show a lower global connectivity in LC during the detection of
salient stimuli.
2.2. Depressive patients show diminished connectivity between LC and anterior
cingulate cortex (ACC), fusiform gyrus (FG) and posterior cerebellum in front

of oddball stimuli.
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2.2.1. MDD with an active depressive episode showed lower connectivity between
LC and ACC in comparison to those in remission.
2.3. Connectivity between LC and ACC is negatively associated with measures of
depressive symptoms severity and disease burden in the MDD group.
2.3.1. Those with active depression showed more severe depressive symptoms.

3. Our findings indicate that the assessment of the LC connectivity could be a useful
marker for the detection of early alterations in the noradrenergic system in the
neurodegenerative process.

4. LC — posterior cerebellum connectivity could be carrying out an important role in
the impairment of mnesic function in NCD.

5. LC alterations are associated with depressive symptoms and the presentation of
MDD. Moreover, the more severe changes in this connectivity appear in active de-

pressive episodes.
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