UNIVERSIDAD NACIONAL DEL SUR

TESIS DE DOCTOR EN BIOQUIMICA

MODELADO DE LA CONDUCTA PUPILAR PARA EL DIAGNOSTICO TEMPRANO DE LA
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

MARCELA SCHUMACHER

BAHIA BLANCA ARGENTINA

2021




PREFACIO

Esta Tesis se presenta como parte de los requisitos para optar al grado Académico de
Doctor en Bioquimica, de la Universidad Nacional del Sur y no ha sido presentada
previamente para la obtencién de otro titulo en esta Universidad u otra. La misma
contiene los resultados obtenidos en investigaciones llevadas a cabo en el ambito del
Departamento de Biologia, Bioquimica y Farmacia durante el periodo comprendido
entre el afio 2015 y el 2021, bajo la direccidén del Doctor Luis Politi y la Doctora Liliana

Castro




A Emilia, Antonia y Gerardo.



Agradecimientos

Agradezco profundamente a todos los que me tendieron una mano, tanto en el ambito
académico como en el dmbito personal. A todos aquellos que me impulsaron, me
acompafaron y me aconsejaron de manera incondicional.

Fue muy importante para mi el apoyo y acompafiamiento de mis Directores, el Dr. Luis
Politi y la Dra. Liliana Castro, quienes escucharon mi propuesta, mis dudas y me
acompafaron con dedicacion y profesionalismo.

Gracias al Dr. Osvaldo Agamennoni por acompafiarme y guiarme durante todos éstos
anos. Gracias al Dr. Mario Parra, por aceptarme en su laboratorio y brindarme tanto
conocimiento y apoyo profesional.

Gracias infinitas a Gerardo, por estar caminando al lado mio y por las largas jornadas
de trabajo hablando de Alzheimer y eye tracking, a mis hijas Emilia y Antonia que han
compartido juegos a mi lado mientras escribia ésta tesis y han participado con amor de
cada uno de mis proyectos.

Gracias a mis padres, que han formado mis raices de la mejor manera, dandome todo
y acompafiando cada uno de mis pasos.

Sin duda, cada una de las personas a las que agradezco, han sido el motor de mi

impulso y de mis proyectos.



CONTENIDO

PREFACIO
RESUMEN
ABSTRACT
ACRONIMOS USADO
1. INTRODUCCION
1.1 Sistema visual y percepcion visual
1.2 Caracteristicas de la pupila
1.3 Pupilometria
1.3.1 Conducta pupilar y vinculacidn con el nicleo Locus Coeruleus
1.3.2 Pupilay emociones
1.3.3 Pupila, memoria y estadios de la memoria
1.4 Memoria de corto plazo: memoria integrativa y memoria asociativa
1.5 Relacién entre cambios pupilares y memoria
1.6 Enfermedad de Alzheimer
1.6.1 Fases de la enfermedad de Alzheimer
1.7 Memoria visual, pupila y enfermedad de Alzheimer
1.8 Envejecimiento sano, envejecimiento patoldgico y Memoria Visual
Integrativa de Corto Plazo.
2. OBIJETIVOS E HIPOTESIS
3. METODOS
3.1 Participantes
3.2 Estimulo Visual

3.3 Analisis Estadistico



4. RESULTADOS
4.1 Promedio de predictores y conducta pupilar
4.2 Interaccién de Condicién (Controles y EA) vs Tarea de Memoria (TMVICP y
TMVACP)
4.3 Interaccién de Condicién (Controles y EA) vs Tarea de Memoria (TMVICP y
TMVACP) vs Estadio de Memoria (Codificacion y Reconocimiento)
4.4 Uso de la conducta pupilar para predecir Enfermedad de Alzheimer.
Regresion logistica
5. DISCUSION
5.1 Pupila, Locus Coeruleus y Enfermedad de Alzheimer
6. CONCLUSIONES Y TRABAJO FUTURO

REFERENCIAS



RESUMEN

Antecedentes: En los ultimos afios se ha utilizado la conducta pupilar para medir el
desempefio cognitivo de las personas, donde un mayor esfuerzo cognitivo produce un
incremento en el didmetro pupilar. Diversos estudios han mostrado que la Memoria
Visual Integrativa de Corto Plazo (memoria que permite almacenar la imagen completa
y univoca de un objeto) se encuentra alterada en personas con Enfermedad de
Alzheimer (EA). A su vez, se ha vinculado al funcionamiento de la Memoria Visual
Integrativa de Corto Plazo con una alta demanda de recursos cognitivos. Trabajos
previos usando diversos estimulos visuales, mostraron que personas con Enfermedad
de Alzheimer no presentan cambios significativos en sus pupilas a medida que aumenta
la exigencia cognitiva.

Objetivos: Establecer si el analisis del tamafio pupilar puede constituirse como un
biomarcador cognitivo no invasivo para contribuir al diagndstico temprano de la
Enfermedad de Alzheimer.

Métodos: Para analizar la conducta pupilar se utilizé la técnica de seguimiento ocular
(eyetracking) en una muestra de 30 personas sanas (Controles) y 18 pacientes con
diagndstico de Enfermedad de Alzheimer leve mientras se evalud el desempefio de la
Memoria Visual Integrativa de Corto Plazo.

Resultados: La media de dilatacidn pupilar en los Controles se amplié significativamente
a medida que la actividad demanddé mayor esfuerzo cognitivo. Por el contrario,
pacientes con EA no mostraron mayor dilatacidn pupilar significativa frente al
incremento de la demanda cognitiva. Adema3s, el andlisis de regresidn logistica mostré
que el analisis pupilar permite separar personas sanas (Controles), de Enfermos con

Alzheimer con una sensibilidad de 94% y una especificidad del 100%.



Conclusiones: Los pacientes con Enfermedad de Alzheimer leve presentaron
alteraciones cognitivas que impidieron modificar significativamente el diametro de sus
pupilas a medida que se incrementaba la demanda cognitiva. A su vez, la regresion
logistica mostrd que las respuestas pupilares pueden considerarse una herramienta muy
eficaz para clasificar desempefio a nivel individual, clasificando a todos los pacientes con
Enfermedad de Alzheimer como tales (100 % especificidad).

Los andlisis, resultados e interpretaciones reportados aqui, son pioneros en la
investigaciéon de alteraciones en mecanismos moleculares y cognitivos en la Enfermedad
de Alzheimer. Finalmente, proponemos el analisis de la conducta pupilar durante la
ejecucion de tareas que involucren a la Memoria Visual Integrativa de Corto Plazo como
un biomarcador para detectar demencia tipo Alzheimer en estadios tempranos de la

patologia.



ABSTRACT

Background: In recent years, pupillary behavior has been used to measure the cognitive
performance of people, where greater cognitive effort produces an increase in pupillary
diameter. Several studies have shown that Integrative Visual Short-Term Memory
(memory that allows storing the complete and univocal image of an object) is altered in
people with Alzheimer's Disease (AD). In turn, the functioning of the Integrative Visual
Short-Term Memory has been linked to a high demand of cognitive resources. Previous
work using different visual stimuli showed that people with Alzheimer's disease do not
show changes in their pupils as cognitive demand increases.

Objectives: To establish whether pupil size analysis can be used as a non-invasive
cognitive biomarker to contribute to the early diagnosis of Alzheimer's disease.
Methods: To analyze pupillary behavior, the eyetracking technique was used in a sample
of 30 healthy people (Controls) and 18 patients with a diagnosis of mild Alzheimer's
disease while the performance of the Integrative Visual Short-Term Memory was
evaluated.

Results: Mean pupillary dilation in Controls widened significantly as the activity
demanded greater cognitive effort. In contrast, AD patients did not show greater
pupillary dilation as cognitive demand increased. In addition, logistic regression analysis
showed that pupillary analysis allows separating healthy people (Controls), from
Alzheimer's Disease with a sensitivity of 94% and a specificity of 100%.

Conclusions: Patients with mild Alzheimer's Disease presented cognitive alterations that
prevented significant modification of their pupil diameter as cognitive demand

increased. In turn, logistic regression showed that pupillary responses can be considered



a very effective tool to classify performance at the individual level, classifying all patients
with Alzheimer's disease as such (100% specificity).

The analyses, results and interpretations reported here are pioneering in the
investigation of alterations in molecular and cognitive mechanisms in Alzheimer's
disease. Finally, we propose the analysis of pupillary behavior during the execution of
tasks involving Integrative Visual Short-Term Memory as a biomarker to detect

Alzheimer's type dementia in early stages of the pathology.
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ACRONIMOS USADOS
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1. INTRODUCCION

El aumento de la esperanza de vida incrementa directamente el nimero de patologias
relacionadas con la edad avanzada. Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el
incremento progresivo de la poblacién adulta en el mundo es directamente
proporcional al aumento de casos de deterioro cognitivo y de enfermedades asociadas
a demencias. Datos actuales de la OMS (https://www.who.int/health-topics/dementia)
muestran que en el mundo hay 50 millones de personas que sufren demencias, y del
total de esos casos la enfermedad de Alzheimer (EA) sigue siendo la que mas casos
reporta (alrededor de un 60 o 70 % de los casos de demencia).

La EA se caracteriza por la aparicion de placas seniles y ovillos neurofibrilares derivados
de la agregacion anormal de proteinas. La acumulacion progresiva de estas estructuras
fisiopatoldgicas en diferentes partes del cerebro genera deterioro a nivel cognitivo,
conductual y funcional que afectan todos los ambitos de la vida del paciente, y lo
convierten en dependiente del cuidado de los demds. Algunos pacientes con EA son
conscientes de la pérdida de sus facultades, aunque muy frecuentemente en su fase
inicial el trastorno pasa desapercibido. Segun la Organizaciéon Alzheimer Disease
Internacional (ADI) a pesar del mayor impacto de la demencia en el mundo, son pocas
las personas que reciben un diagndstico temprano de le enfermedad. Aun cuando no
existe cura, un diagndstico temprano permitiria comenzar un tratamiento que logre
enlentecer el progreso de la enfermedad.

En esta Tesis proponemos la utilizacién de una técnica novedosa y robusta para
identificar a pacientes con enfermedad de Alzheimer leve. Esta técnica comprende el

registro de la conducta pupilar por medio de un equipo de seguimiento ocular (eye
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tracker) durante el testeo de la Memoria Visual Integrativa de Corto Plazo (memoria que
almacena la imagen univoca de un objeto). Diversos estudios han mostrado que esta
memoria se encuentra alterada en personas con Enfermedad de Alzheimer
posicionando a la misma como una memoria sensible a la Enfermedad de Alzheimer en
estadios leves de la enfermedad (Parra y col., 2015; Fernandez y col., 2018). Por otro
lado, hay amplia evidencia de que la pupila puede indicar si hay alteraciones a nivel
cognitivo, puesto que se sabe que la actividad cognitiva impacta en el tamafio de la
pupila y un mayor uso de recursos cognitivos produce un incremento en el didametro
pupilar (Unsworth y Robison, 2015; Van der Wel y Van Steenbergen, 2018; Alnaes y col.
2014). Estudios recientes sugieren que la neurodegeneracién a nivel subcortical (Norton
y col., 2020, para una revisidon) ocurre en estadios tempranos de la Enfermedad de
Alzheimer, y que estos serian evidenciables en la conducta pupilar durante actividades
gue requieran la utilizacion de recursos cognitivos (Granholm y col., 2017). En esta Tesis
mostramos que solo en las personas sanas se observa una fuerte correlacién entre la
conducta pupilar y el desempeiio eficiente de la memoria capaz de vincular multiples
elementos para armar la representacién unificada de algo, que se denomina Memoria
Visual Integrativa de Corto Plazo (MVICP). Por el contrario, los pacientes con
Enfermedad de Alzheimer leve no muestran significativos cambios en sus pupilas
sugiriendo alteraciones en la MVICP. En este sentido, resulta de gran relevancia la
medicién de la conducta pupilar durante la ejecucidn de tareas que vinculen a la MVICP
para discriminar personas sanas de personas con Alzheimer.

En la actualidad, el diagndstico de la enfermedad de Alzheimer sigue siendo en su mayor
parte clinico, es decir, basado en la presencia de alteraciones cognitivas. Solo un

pequeio numero de diagndsticos se realizan mediante el uso de biomarcadores
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(indicadores bioldgicos que pueden medir y cuantificar el desarrollo de una
enfermedad). Los biomarcadores permiten identificar la Enfermedad de Alzheimer en
su fase preclinica. Esto significa que los dafios cerebrales comienzan décadas antes de
gue se manifiesten los primeros sintomas cognitivos.
Los biomarcadores de cardcter fisiopatoldgico para la Enfermedad de Alzheimer son:
e Los niveles de proteinas Beta Amiloide y TAU en el liquido cefalorraquideo, que
se analizan a partir del liquido extraido mediante una puncién lumbar (Berten y

col., 2017).

e La deteccion de la acumulacion de esas proteinas en el cerebro mediante

tomografia por emisidn de positrones (PET) (Nortony col., 2020).

Dado que estos biomarcadores tienen cardcter invasivo y muy costoso, es importante
encontrar nuevas herramientas de deteccion temprana de la enfermedad. Por lo
explicado, el andlisis de la conducta pupilar puede constituirse como un biomarcador
para ayudar al profesional médico a mejorar el diagndstico temprano de la Enfermedad
de Alzheimer, siendo un método sencillo, no invasivo y no tan costoso como los estudios

anteriormente descriptos.
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1.1 Sistema visual y percepcién visual

El estudio sobre la vision humana suele dividirse en tres grandes areas; éstas son:

a) la visién de bajo nivel, que estd relacionada con la extraccion de las propiedades
fisicas de la imagen como, por ejemplo, la profundidad, el color y la textura (Leigh y
Zee, 2006),

b) la vision de nivel intermedio, que combina las relaciones que construye el cerebro
con la forma de un objeto en el espacio (Yarbus, 1967),

c) la vision de alto nivel, relacionada con las caracteristicas de las representaciones
visuales junto con la adquisiciéon de informacion desde la memoria de trabajo, para
poder lograr la identificacion de los objetos (Rayner, 1998, para una revision).

En esta Tesis analizamos cdmo se lleva a cabo la vision de alto nivel, en particular la

modulacién de la conducta pupilar, en personas sanas y en personas con Enfermedad

de Alzheimer.

Entendemos por percepcion visual aquella actividad que nos permite interpretar la

informacién luminica que alcanza al ojo. Los objetos que nos rodean reflejan luz con

diferentes grados de intensidad (luminosidad) y eso hace que la base de la visidn sea la
comparacion de contrastes. Los rayos de luz atraviesan los componentes épticos antes
de alcanzar la retina (Figura 1). La retina cubre el polo posterior del ojo y se apoya sobre
una capa de células (epitelio pigmentario) que contienen melanina. La funcién principal
del epitelio pigmentario es la de absorber la luz incidente que no ha sido captada por la

retina evitando, de esta forma, que la luz se refleje y ocasione una distorsién de la
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imagen. La informacidn que se recibe a través de los ojos llega al cerebro y es ahi donde

Se procesa.
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Figura 1. Sistema visual humano (izquierda) y |6bulos cerebrales (derecha).

Se conocen unas 30 areas visuales localizadas en los ldbulos occipitales, parietal,
temporal y frontal de la corteza cerebral. En cada drea se extraen diferentes tipos de
informacién de la sefial de entrada visual que van desde los rasgos mas elementales
como las caracteristicas de la imagen en el espacio, la orientacidn y el contraste (dreas
del I6bulo occipital), hasta los rasgos mds complejos tales como el movimiento, el color
o la forma de los objetos (propio de las regiones parietal, temporal y frontal de la corteza

cerebral).
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Existe una organizacion jerdrquica entre las areas visuales, las cuales estan altamente
interconectadas, pero cada una de ellas esta especializada en una parte del analisis
funcional de la informacidn. La cognicién visual, o aplicacion del conocimiento previo de
la persona al momento de procesar una imagen, se logra también gracias a las
interacciones recurrentes entre las distintas areas visuales.

Al observar una figura, los ojos se mueven buscando las partes relevantes de la misma
para construir la imagen del objeto observado. El ojo humano hace movimientos
oculares rapidos (conocidos como movimientos sacadicos) para llevar la informacién de
interés a la févea. La fovea se encuentra en la parte central de la retina, tiene una alta
concentracion de conos y eso la convierte en una zona de alta resolucion para la visién.
El resto de la retina neural esta cubierta mayoritariamente por bastones que son células
fotosensibles monocromaticas especializadas en la deteccidén del movimiento. Es decir,
el ojo capta pequefias partes de una misma escena para optimizar sus recursos. Si toda
la escena fuera vista de una sola vez con alta resolucién, el didametro del nervio éptico
deberia ser incluso mayor que el propio globo ocular. Por este motivo, en el proceso de
percepcidn visual primero tiene lugar la deteccién de los bordes del objeto que miramos,
generdndose luego el fusionado de las dos imagenes procedentes de los dos ojos. Este
proceso tiende a construir la superficie de la imagen, afiadiéndole textura, profundidad,
orientacién, movimiento y color (Marr y col, 1982; Ullman y col., 1996). Luego, se lleva
a cabo el rellenado cognitivo del fondo, es decir, el cerebro construye la totalidad de la
escena a partir de las pequefias partes que visualiza mediante rapidos movimientos
oculares practicamente imperceptibles. Los ojos sdlo son responsables de una parte de
la percepcion visual, el cerebro hace el resto, salvo, que lo que se esté mirando sea

absolutamente nuevo. En este Ultimo caso la persona deberia mirar atentamente cada
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detalle de la imagen para construir la escena visual. En otras palabras, cada vez que
percibimos un objeto, procesamos la informacion que obtenemos de él y lo
interpretamos para darle sentido.

Desde una aproximacion neurobioldgica, la vision tiene una amplia representacién
cerebral con altos niveles de especializacion funcional. Su anatomia y fisiologia
altamente especializada permite una respuesta especifica para la identificacién de luz,
color, forma y movimiento, como asi también niveles de complejizacién mayores, a
partir de la interaccidn con otros sistemas sensoriales de retroalimentacién que se van
modulando, regulando y orientando mutuamente (Posner y col., 1982; Prather y col.,
2004; Coello y col., 2007). Por otra parte, como veremos a continuacion, desde una
aproximacién cognitiva la vision puede ser considerada como un proceso de
representacion mental factible de ser analizado en un caracter estructural y funcional

(Jeannerod y Jacob, 2005; Coello y col., 2003).
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1.2 Caracteristicas de la pupila

La pupila estd situada en la parte central del iris, es una abertura dilatable y contractil
debido a dos musculos controlados por los sistemas de fibras parasimpaticas (esfinter
pupilar) y simpaticas (dilator pupilar) (Beatty y col., 2000). Su funcién bdasica es la de
regular la luz que le llega a la retina de la que dependen sus cambios de tamafio. Dicha
caracteristica hace que pueda mejorar la calidad de la imagen que se forma en la retina,
ya que el brillo, la definicion de la imagen y la iluminancia retiniana dependen no solo
de la de la fuente de luz externa sino también del area de entrada de la luz en la pupila
del ojo. Los reflejos pupilares son una funcién de los Sistemas Nerviosos Parasimpatico
y Simpatico para controlar la entrada de luz al ojo, contrayéndose con un estimulo
luminoso y expandiéndose cuando hace falta luz. Estos reflejos son considerados un
signo vital, puesto que permiten valorar la funcién cerebral (Laeng y col., 2012, para una
revision). El didametro de la pupila es de aproximadamente 2- 4,5 mm en el ojo humano
y en la oscuridad pueden provocarse dilataciones pupilares de mas del doble (120%) del
tamafio normal; éstas respuestas pupilares ocurren espontdneamente
independientemente del control voluntario (Laeng y col., 2012). Es importante destacar
gue no solo la luz es responsable de los cambios pupilares, sino que los mismos varian
dependiendo de la edad del individuo, la convergencia, la presencia de dolor, el
equilibrio entre los Sistemas Simpatico y Parasimpatico, los medicamentos, como asi
también de las emociones y de las tareas cognitivas asociadas al esfuerzo mental
(daremos una descripcién mas detallada sobre esto ultimo en las secciones 1.3.2 y 1.5

del presente capitulo).
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1.3 Pupilometria

La pupilometria (o medicién de la conducta pupilar) se ha convertido en una mediciéon
valiosa para estudiar e inferir el funcionamiento del Sistema Nervioso Central, debido a
gue proporciona una medicién de facil acceso y ejecucién (Laeng y col., 2012). La
pupilometria se puede usar para estudiar procesos cognitivos en personas sanas, como
asi también alteraciones cognitivas en patologias tales como enfermedad de Alzheimer,
trastornos neurosiquiatricos, trastornos del suefio, migrana, enfermedad de Parkinson
y disautonomias, entre otros (Pereira y col., 2014). También se utiliza la pupilometria
para medir actividades fisiolégicas como el ejercicio extremo y la carga cognitiva (Laeng
y col., 2012). Hay un creciente nimero de estudios dedicados a analizar recursos
atencionales y su correlacién con la conducta pupilar analizdndose, sobre todo, la
relaciéon entre atencién y fluctuaciones pupilares rapidas (hippus). Estas ultimas
interacciones no pueden ser observadas a simple vista y reflejan cambios dinamicos del
sistema nervioso central que subyacen a procesos cognitivos (Beatty y col., 2000). La
Figura 2 muestra oscilaciones pupilares debidas a la atencién durante una sesion de
registro pupilométrico ante las presentaciones de tareas con componente cognitivo
(Privitera y col.,2010). En este estudio, a los participantes se les presentaba
secuencialmente un conjunto de blancos y, dentro de ese conjunto, ciertos blancos con
caracteristicas especiales que debian distinguirse de los demas. Cuando los participantes

encontraban los blancos requeridos, sus pupilas aumentaban de tamano.
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Figura 2. Dilatacién pupilar como consecuencia de la aparicién de blancos (Privitera y
col., 2010).

Dada esta relacién con los procesos de atencidn, se comenzé a considerar seriamente a
la pupila como una “ventana ala mente” (Laengy col., 2012, para una revisiéon). Diversos
investigadores han asociado la midriasis (dilatacion pupilar) con eventos personales o
sociales, como un indicador de la actividad de procesamiento de la informacidn, lo que
implica un nivel mayor de excitacidon (Just y Carpenter, 1993). En un experimento
reciente sobre la influencia de la atencién en la midriasis, Yoshimoto y col., (2014)
muestran que la novedad del estimulo visual afecta al sistema pupilar, donde el
didmetro es mayor cuando se observan elementos no presentados anteriormente. Es
decir, una mayor midriasis implicaria un mayor esfuerzo cognitivo (mayor carga
cognitiva) dirigido a explorar estimulos nuevos. En el mismo estudio, los investigadores
reportan cémo el diametro pupilar se mantiene estable cuando los estimulos son
conocidos, incluso habiéndose presentado de forma subliminal. Igualmente se ha
evidenciado que, en etapas tempranas, los bebés de cuatro meses reaccionan dilatando
la pupila ante escenas nuevas en su vida cotidiana (Gredeback y Melinder, 2011). Este

tipo de dilatacién pupilar como reaccidn a algin elemento que capta la atencién, se
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mantiene a medida que avanza la edad sin reducirse su magnitud (Kim y col., 2000).

Como se sugiere mas arriba, en la respuesta pupilar intervienen componentes de
inhibicidn parasimpatica (que explican la primera fase de dilatacién) y de activacién
simpatica (que explican la fase de contraccién posterior) (Kuipers y col., 2013;
Steinhauer y col., 2004). Se han reportado recientemente estudios donde se analiza la
pupila como marcador de procesos atencionales (Privitera y col., 2010). Estos autores
muestran que, en tareas sencillas y con instrucciones previas poco definidas, se observa
no sélo una mayor dilatacion (acorde a la novedad del estimulo tal y como mencionamos
anteriormente), sino también una sorprendente constriccion previa cuando se
presentan los estimulos de la tarea sin participacion de cambios luminosos. Sin
embargo, cuando las instrucciones fueron claras y reducian la incertidumbre acerca del
estimulo presentado, la pupila se contraia menos. Los intentos de deteccién precoz mas
relevantes en el ambito de la investigacion en pupilometria se refieren a las alteraciones
progresivas y neurodegenerativas que abren importantes lineas de investigaciéon. Por
ejemplo, en varios trabajos se reportaron hallazgos de pacientes con probable
Enfermedad de Alzheimer (EA), que mostraron un didmetro pupilar reducido
comparados con un grupo control (Prettymany col., 1997). Estos autores defienden que
a la vista de sus resultados se puede inferir un compromiso en la funcién de la rama

simpdtica en los enfermos con EA.
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1.3.1 Conducta pupilar y vinculo con el nuicleo Locus Coeruleus

El Locus Coeruleus (LC) es una estructura cerebral subcortical ubicada en el area
posterior de la protuberancia del tronco encefalico, puntualmente en la base del cuarto
ventriculo del cerebro (Figura 3). Esta estructura se distingue por albergar granulos de

melanina dentro de sus neuronas, los cuales le otorgan su coloracién azul caracteristica.
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Figura 3. Localizacién del nucleo LC (en azul en la figura) y sus inervaciones hacia distintas
areas cerebrales (representadas con flechas azules).
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El LC es el sitio principal para la sintesis cerebral de Noradrenalina (NA), suministrando
lamisma a todo el cerebro, el tronco encefalico, el cerebelo y la médula espinal (Samuels
y Szabadi, 2008). La actividad neuronal de este nucleo ejerce un papel esencialen la
integracién de la informacién sensorial a la hora de regular la activacidn, la atencién y
ciertas funciones de la memoria. Segun Laeng, (2012), el LC es una regién clave en el
Sistema Noradrenérgico activada por situaciones de estrés y también tiene un papel
importante en la consolidacidn y la recuperacién de recuerdos. Durante el proceso de
envejecimiento o debido a ciertas enfermedades, este nucleo puede sufrir importantes
pérdidas en cuanto a la poblacion neuronal, lo cual contribuye al deteriorocognitivo de
la personay a la aparicién de trastornos neurolégicos.

Por lo tanto, el sistema LC-NA se constituiria como la fuente de inervacion
noradrenérgica mas importante (Sara y Bouret, 2012) dado que esta proyeccion, sobre
todo la referida a talamo y cértex, tiene una gran influencia en la excitacién mental
(Berridge y Waterhouse, 2003) y en el desarrollo normal de los procesos cognitivos de
una persona. Otras de sus funciones, son: el control y el ajuste de las influencias en el
procesamiento sensorial de todas las modalidades a través de talamo y cortex
sensoriales (Devilbiss y Waterhouse, 2011), la regulacién de la plasticidad sinaptica del
hipocampo (Harley, 2007), la participacion en la consolidacién de la memoria mediante
sus proyecciones sobre la amigdala (Mclntyre y col. 2012), la optimizacion de la memoria
de trabajo y la capacidad de atencién (Arnsteny col., 2012). En un trabajo del afio 2010,
Privitera y col. sugieren que la constriccidn pupilar observada ante estimulos novedosos
actua como un disparador con el que el Sistema Locus Coeruleus-Sistema
Noradrenérgico (LC-NA) pueda situarse en modo fasico, para ejecutar adecuadamente

la tarea, o en modo ténico, para obviar la misma y poder explorar el ambiente.
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Dicha hipotesis estd de acuerdo con la propuesta de Aston-Jones y Cohen (2005), que asumen
qgue el sistema LC-NA se activa en respuesta a procesos de decisiones entre “explotacién” y
“exploracién” de la tarea, siendo el didmetro pupilar basal un reflejo de la actividad tdnica de
dicho sistema, como puede observarse en la Figura 4. Estas respuestas podrian estar

moduladas por estimulos o sefiales desde la via visual geniculo-cortical (Barbur, 2004).
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Figura 4. Relacién entre el diametro pupilar captado por una camara de seguimiento
ocular mientras se realizaba la fijacién de la mirada sobre un punto y el indice de disparo
basal de una neurona del LC tomado desde un electrodo en simultdneo con la respuesta
pupilar. Las dos medidas muestran que estan correlacionadas la una con la otra (Laeng

y col; 2012).
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El proceso de atencion sostenido genera un aumento en la respuesta tdnica de la pupila
(Siegle y col., 2008). Inversamente, cuando el estado ténico es bajo, como en una
persona que se fatiga después de la atencidén sostenida, la pupila comienza a fluctuar
considerablemente mientras que su didmetro medio disminuye gradualmente (Beatty,
1982; Karatekin y col., 2007), prevaleciendo el modo fésico en lugar del ténico. La sefal
del modo fasico del LC ha sido conceptualizada como una sefial de interrupciéon o como
una senal de reseteo de la red (Bouret y Sara, 2004; Dayan y Yu, 2006) que permite a la

red atencional detectar un nuevo destino o evento.

En sintesis, el LC envia sus densas inervaciones a las areas del cerebro implicadas en los
procesos selectivos de atencion, como, por ejemplo, la corteza parietal y los coliculos
superiores, donde el neurotransmisor Noradrenalina (NA) juega un papel crucial en la
energizacion del sistema cortical y la promocién de niveles adecuados para activar los
mecanismos cognitivos (Laeng y col., 2014). La activacidn de las neuronas del LC inducira
una liberacion de NA en sus numerosas regiones, incluyendo cortezas cerebrales,
estructuras limbicas, tdlamo, cerebelo, tronco del encéfalo y médula espinal. Este flujo
del neurotransmisor podria facilitar el procesamiento sensorial y motor, ademds de

generar cambios pupilares relacionados con el estimulo que se presente.
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1.3.2 Pupila y emociones

Laeng y col., (2012) consideran a la dilatacién pupilar como una ventana de acceso a la
actividad no consciente, ya que ésta es un indicador del procesamiento complejo,
porgue en él confluyen tanto aspectos cognitivos como emocionales que son relevantes
para diversas condiciones clinicas. El estudio de Hess y Polt (1960) representa el punto
de entrada al campo cientifico sobre este tema. Estos formularon la hipdtesis de la
“contraccidén-aversion”, en la que se asume que el procesamiento de estimulos
“agradables” o “interesantes” para el sujeto provoca aumentos en el tamafio pupilar,
mientras que el procesamiento de estimulos “desagradables” estaria asociado a
contracciones pupilares. En dicho estudio se midio el tamafio de las pupilas de hombres
y mujeres adultos mientras estan observando fotografias de adultos semidesnudos de
ambos sexos, asi como también fotografias de bebés, donde el grupo de mujeres fue el
gue obtuvo mayor dilatacion pupilar comparado con el grupo de los hombres.
Las pupilas de los adultos de ambos sexos mostraron dilatacidon cuando veian los cuerpos
semidesnudos del sexo opuesto. El patron contrario se observaba en varones homosexuales
(Hess y col., 1965). Otras fotografias emocionales negativas, como las de nifios con heridas,
provocaban contracciones pupilares en todos los sujetos expuestos (Hess, 1965). Ailos mas
tarde, Partala y Surakka (2003) utilizaron estimulos de caracter auditivo (sonidos positivos,
negativos y neutros) con una intensidad afectiva. Tal y como esperaban, y confirmando la
formulacion de Janisse (1973) los tamafios pupilares fueron mayores para los sonidos
emocionales, fueran positivos o negativos, en comparacion con los sonidos neutros. Un
estudio similar fue llevado a cabo en 2008 por Bradley y col. al presentar imagenes de

distinto valor emocional. En esta investigacidn, ademads de medirse los tamafios pupilares
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de los sujetos, también se evalud la conductancia de la piel y la desaceleracién cardiaca con
el objetivo de develar una posible relacion entre la midriasis y las ramas simpatica y
parasimpatica del Sistema Nervioso Auténomo (SNA). Los resultados mostraron que, ante la
visualizacion de las fotografias positivas y negativas, tanto la conductancia de la piel como el
tamario pupilar eran mayores que cuando se visualizaban las imagenes neutras. De hecho,
ambas medidas fisioldgicas se correlacionaron positivamente, lo que parecia revelar la

implicacion de la rama Simpatica en la dilataciéon pupilar.
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1.3.3 Pupila, memoria y estadios de la memoria

La capacidad del cerebro para retener informacién y recuperarla voluntariamente se
define como memoria (Baddeley, 2007). Es decir, esta capacidad es la que nos permite
recordar hechos, ideas, sensaciones, relaciones entre conceptos y estimulos que

ocurrieron en el pasado.

La memoria almacena informacion y su funcionamiento eficiente depende de la
interconexién y coordinacion de cada estadio de memoria. Los principales e

indispensables estadios de la memoria son los que describimos a continuacion.

Cadificacién: La codificacion es un proceso que comienza con la percepcién y
permite convertir los elementos percibidos en constructos que pueden ser
almacenados en el cerebro y evocados posteriormente desde la memoria de corto
plazo o de largo plazo®. Es decir, el cerebro recibe y procesa la informacidn para
que luego pueda ser almacenada. La informacién recogida por los sentidos es
adquirida por el cerebro y transformada en algun tipo de cédigo o representacion
para que pueda ser aceptada por la memoria. Se forma la imagen univoca para

que pueda ser almacenada y luego recuperada.

L El concepto de memoria a corto plazo, se refiere a la capacidad para almacenar,
mantener y recuperar cierta cantidad de informaciéon durante un corto periodo de
tiempo (segundos o minutos). Esta capacidad es limitada, y cuando la informacidn pasa
a estar disponible por un tiempo indefinido, es cuando hablamos de memoria a largo
plazo.
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Almacenamiento: Se refiere al mantenimiento de la informacién para poder
acceder a ella cuando se requiera. Supone una transferencia de una memoria
transitoria a una forma o ubicacién cerebral para su retencién permanente o
posterior acceso. Milner (1966) describe este fenédmeno como un proceso
posterior a la codificacidon que, presumiblemente, media en la transicién de la
memoria de almacenamiento a corto plazo a un almacén mas permanente y
estable a largo plazo. A este paso lo llama consolidacion. La duracién del proceso
de consolidacion es variable, pudiendo durar hasta meses o afios, en funciéon del
tipo y la complejidad de la informacidn. La consolidacion es entendida a menudo
como sinénimo de una huella mnésica duradera. Esta se forma a partir de la
canalizacion automatica de la informacién al hipocampo, donde presuntamente
es integrada con los registros perceptivos y semdanticos pertinentes. Una vez
completada la consolidacién ya no se precisa de la mediacién del hipocampo; la
huella de memoria es almacenada y se torna accesible a través de otras

estructuras cerebrales (Moscovitch y Winocur, 1992).

Recuperacion: Representa el proceso consciente de acceso a la informacidn
almacenada (Delis y Kramer, 2000). En el dmbito de la memoria, el procesode
recuperacidon consiste en la evocacién de sucesos, eventos o informacion
almacenada en el pasado. Desde el punto de vista del procesamiento de la
informacidn, este es uno de los tres procesos principales de la memoria, junto a la

codificacion y al almacenamiento.
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1.4 Memoria de corto plazo: memoria visual integrativa y memoria visual

asociativa

Dentro de la Memoria de Corto Plazo o Memoria de Trabajo (MT) se encuentran la
Memoria Visual Integrativa y la Memoria Visual Asociativa. La memoria Visual
Integrativa de Corto Plazo permite vincular multiples elementos para armar la
representacién visual unificada de algo, para crear la identidad de un objeto, la imagen
unificada de una figura (Von der Malsburg y col., 1999; Baddeley y col., 2000, 2007;
Tulving, 2002; Zimmery col., 2006; Parra y col., 2011).

Parra y col., (2015), como veremos mas adelante, proponen que la Memoria Visual
Integrativa de Corto Plazo se encuentra afectada en personas con EA, pero no en otras
patologias que afectan otros tipos de memoria (e.g., Enfermedad de Parkinson (EP),
Depresion mayor y Demencia Fronto temporal (DFT), sugiriendo que las alteraciones de
la Memoria Visual Integrativa de Corto Plazo serian sensibles y especificas de la
Enfermedad de Alzheimer. Esta memoria tiene su asiento en la corteza entorrinal,
perirrinal y en el estriado dentro del Lébulo Temporal Medio y es independiente del
hipocampo (Parray col., 2011).

Por otro lado, la Memoria Visual Asociativa de Corto Plazo permite codificar y recordar
cada color o caracteristicas de una imagen, donde cada color o caracteristicas es
percibido como una unidad. Se encuentra alojada en el hipocampo y no se encuentra
afectada en la Enfermedad de Alzheimer cuando la misma es leve y alin no ha afectado

significativamente el I6bulo temporal medio (Mayer y col., 2007; Parra y col., 2011).
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Como veremos mas adelante (en la secciéon METODOQOS), la forma en que la persona
codifica lo que estd visualizando — dada la instruccién que se le da sobre qué debe
visualizar durante la tarea- involucrara la utilizaciéon de una u otra memoria. Como vimos
anteriormente, la tarea a realizar puede conducir a los ojos durante la exploracién visual,
activando funciones cognitivas complejas, como aquellas relacionadas con la atencién y

la memoria (Yarbus 1967, Rayner 1998).
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1.5 Relacion entre los cambios pupilares y la memoria

El estudio de Beatty (1966) muestra que, incrementando la carga de la memoria (esto
es, incrementando la cantidad de digitos que la persona debia recordar), se producia
un fuerte aumento en la dilatacion de la pupila. Hess (1965) también explord los
cambios pupilares asociados con el esfuerzo cognitivo. Concretamente, observé que el
diametro pupilar aumentaba a medida que el experimentador proponia
multiplicaciones de mayor dificultad (Hess y Polt, 1964). Los mismos resultados se
obtuvieron durante una tarea de deletreo de palabras: a mayor uso de la Memoria de
Trabajo -manteniendo activa la manipulacion mental de letras- se apreciaba una
mayor midriasis (Hess, 1965). Durante la década de los 60 y los 70 otros investigadores
también llegaron a las mismas conclusiones a través de diferentes trabajos
experimentales: tareas de recuerdo (Elshtain y Schaefer, 1968; Peavler, 1974), calculo
mental (Bradshaw, 1967; Payne y col.,1968; Schaefer y col., 1968) y tareas de
procesamiento continuo (Bradshaw, 1968). En todos los estudios se confirmd una
relacidon entre aumento pupilar y el grado de procesamiento cognitivo y uso de la
memoria, por lo que Kahneman (1973) propone a la conducta pupilar como un
indicador relevante de los recursos atencionales y nemotécnicos implicados en la
concrecion de una tarea. En un trabajo previo de nuestro grupo (Fernandez y col.,
2017) mostramos que habia un efecto diferenciado en la dilatacién de la pupila cuando
las personas leian proverbios y se relacioné con activaciones en la memoria semantica
(i.e., memoria que vincula conceptos e ideas). En el experimento de nombrar colores
bajo el efecto stroop (el efecto stroop es la demostracién de la interferencia en el
tiempo de reaccién de una tarea, en este caso los participantes tienen que decir el

color de la palabra que ven escrita, siendo que esa palabra hace referencia a otro
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color, por ejemplo la palabra rojo, coloreada en verde), Kahneman (1973) muestra que
existe una relacién directa entre el tamafio pupilar y la dificultad de la tarea a procesar
hasta que el sujeto encuentra la respuesta o deja de intentarlo, momento en el que las
pupilas vuelven a contraerse. En la misma linea, Jones y col., (2010) y Piquado y col.,
(2010) sostienen que el aumento en el diametro de la pupila es un buen indicador del

nivel de esfuerzo o carga mental en tareas cognitivas.
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1.6 Enfermedad de Alzheimer

La Enfermedad de Alzheimer (EA) se presenta como un trastorno cerebral irreversible.
En el inicio de la enfermedad las personas experimentan pérdida de memoriay
confusion, generalmente asociadas con alteraciones en la memoria propias del
envejecimiento normal (Waldemar y col; 2007). La enfermedad se caracteriza por
pérdida de neuronas y de sinapsis en la corteza cerebral y ciertas regiones
subcorticales. Esta pérdida tiene como resultado una atrofia grave de las regiones
afectadas, incluyendo degeneracion en los Iébulos temporal y parietal y en partes de
la corteza frontal y del giro cingulado (Wenk, 2003). A nivel molecular, la EA se
caracteriza neuropatolégicamente por los siguientes marcadores:
1. Las placas neuriticas que corresponden a depdsitos extracelulares de proteina b-
amiloide y la reaccién destructiva de procesos neuriticos vecinos.
2. Los ovillos neurofibrilares (ONF) que corresponden a lesiones de la citoarquitectura
intracelular por hiperfosforilaciéon de la proteina TAU.
La interaccién entre estos dos tipos de lesiones ha estado siempre en el centro del
debate de la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer y ha dado lugar a dos escuelas:
la Tauista que sostiene que el dafio neurofibrilar es el evento fundamental de la
enfermedad mientras los depdsitos de b—amiloide corresponderian a un evento
secundario y la escuela Baptista que, por otro lado, sostiene que el evento central de
enfermedad de Alzheimer es el depdsito de b—amiloide en tanto que los ovillos
neurofibrilares serian un evento secundario o independiente. Aunque la discusion de
estas dos posiciones continta, hoy en dia las investigaciones han aportado nuevos

elementos al debate entre estas dos posiciones tedricas. Los depdsitos de b—amiloide
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en los casos familiares de EA dependen de un mal corte de la proteina precursora de
amiloide (PPA) debido a mutaciones en el gen que la codifica en el cromosoma 21 o de
mutaciones en los genes de Presenilina 1 o Presenilina 2 en cromosomas 14 y 1,
respectivamente. Por otro lado, se conoce que mutaciones en el gen de la proteina TAU
en el cromosoma 17 dan lugar a la produccién de ovillos neurofibrilares que producen
neurodegeneracion y muerte celular en demencias fronto-temporales.

La conectividad neuronal sufre cambios de forma temprana en el curso de la afeccién,
modificando el procesamiento controlado de la informacion y las sinapsis neuronales
(Landes y col., 2003; Backman y col., 2005). En sintesis, las placas seniles compuestas de
agregados Beta amiloides (AB) y de ovillos neurofibrilares (NFT) compuestos de
proteinas TAU hiperfosforiladas son consideradas caracteristicas distintivas de la
enfermedad y son los principales componentes histolégicos del tejido cerebral post
mortem. La neurodegeneracion se caracteriza por atrofia, pérdida sinaptica, pérdida
neuronal y gliosis (proliferacion de células de la glia dentro del parénquima cerebral, de
caracter cicatricial.)

A nivel cognitivo, los pacientes con EA con deterioros leves a moderados suelen mostrar
dificultades de aprendizaje y deterioro en la memoria ejecutiva; tales sintomas son
utilizados habitualmente para diagnosticar la patologia. Sin embargo, con los métodos
tradicionales de evaluacion, tales fendmenos suelen pasar desapercibidos cuando la

enfermedad esta en sus inicios
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1.6.1 Fases de la enfermedad de Alzheimer

Clinicamente, la EA se divide en 3 fases: Alzheimer Leve, Alzheimer Moderado y
Alzheimer Grave. En la fase Leve, los individuos muestran las primeras fallas cognitivas,
incluyendo anormalidades en los depdsitos de beta amiloide (Jack y col., 2010). Durante
esta fase, se piensa que AB es acumulada gradualmente, creando alteraciones
funcionales y estructurales que conducen a Deterioro Cognitivo Leve (Sperling, 2007).
En esta fase es muy dificil discriminar Deterioro Cognitivo Leve por envejecimiento,
depresidn u otras patologias relacionadas con la Enfermedad de Alzheimer. Por eso es
muy importante contar con biomarcadores que permitan llegar aun diagndstico preciso.
La Fase Moderada se define por el inicio de los sintomas cognitivos vinculables a
Enfermedad de Alzheimer (definida asi en el 2015, por la Asociacion de Alzheimer,
Estados Unidos). A medida que progresa la enfermedad, aparece la confusion mental,
irritabilidad y agresidén, cambios del humor, trastornos del lenguaje, pérdida de la
memoria de corto plazo y una predisposicién a aislarse a medida que declinan los
sentidos del paciente.

Finalmente, en la Fase Grave, se presenta una marcada alteracién de todas las facultades
cognitivas y de los procesos fisiolégicos bdsicos conduciendo en poco tiempo a la

muerte.
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1.7 Memoria visual, pupila y enfermedad de Alzheimer

Dentro de la Memoria de Corto Plazo o Memoria de Trabajo, hay una memoria que
usamos continuamente y es la Memoria Visual de Corto Plazo (MVCP). La misma se
define como la capacidad para retener informacion visual (por ejemplo, letras, figuras,
colores, caras, etc.) durante un periodo breve de tiempo. El procesamiento de la
informacién visual se lleva a cabo principalmente por procesos conocidos como top-
down, definidos como procesos cognitivos que dirigen los movimientos oculares
requeridos para procesar determinadas figuras (Molitor y col., 2015). Los movimientos
oculares en general, y la conducta pupilar en particular permiten cuantificar la
adquisicion y la acumulacién de informacién en la memoria. Por lo tanto, las
alteraciones en la conducta pupilar podrian arrojar luz sobre posibles déficits de la
memoria. En adelante también consideraremos a las respuestas pupilares como una
herramienta robusta para medir la integridad de la Memoria Visual Asociativa de Corto
Plazo (MVACP, definida mas arriba). Unsworth y Robison (2017) afirmaron que la
capacidad de la MVACP esta relacionada con la variacion en el funcionamiento del
Sistema LC-NA, y la desregulacion de este sistema explica las diferencias individuales en
las tareas que involucran a la MVACP. Pietto y col., (2016) y Van der Wel y Steenbergen,
(2018) también vinculan la respuesta pupilar provocada por cambios en la demanda de
recursos mnésicos con el funcionamiento de la MVACP, donde los diametros pupilares
maximos estaban directamente relacionados con el aumento de la acumulacién de
memoria y la demanda cognitiva. También se ha encontrado que la pupila se incrementa

hasta alcanzar un umbral, en donde las demandas de procesamiento superan los

38



recursos disponibles para almacenar con éxito la informacién (Granholm, y col., 1996;
Unsworth y Robison, 2015).

En trabajos previos (Fernandez y col, 2018; Fernandez y col, 2019), investigamos el
vinculo entre las alteraciones oculares (i.e., amplitud sacddica y duracién de la mirada)
y el rendimiento tanto en la MVACP como en la Memoria Visual Integrativa de Corto
Plazo (MVICP). Comparamos una muestra de adultos sanos con una muestra de adultos
con Alzheimer leve. Mostramos que aquellas personas con EA leve tenian alteraciones
oculares vinculables a déficits en la MVICP, pero no asi en la MVACP, donde esta ultima
aun se encontraba lo suficientemente preservada como para poder reconocer
asociaciones de colores en los objetos a visualizar. Por el contrario, los pacientes con EA
leve mostraron déficits en su MVICP, puesto que no fueron capaces de integrar los
colores de las figuras como partes de un constructo Unico, sugiriendo alteraciones a nivel

de corteza entorrinal, perirrinal y corteza visual ventral.
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1.8 Envejecimiento sano, envejecimiento patolégico y Memoria Visual Integrativa de

Corto Plazo

El envejecimiento estd asociado con una amplia gama de cambios y una disminucion
gradual en varias modalidades cognitivas y biolégicas, siendo la memoria uno de los
dominios cognitivos afectados (Naveh Benjamin y col., 2018; Pliatsikas y col., 2018). Sin
embargo, no todos los aspectos de la memoria parecen verse afectados del mismo modo
por el envejecimiento. Los adultos mayores sanos siguen conservando la capacidad de
procesar informacion compleja en su MVACP y en su MVICP (Rhodes y col., 2016;
Brockmole y Logie, 2013). Las tareas que se utilizan para medir preservacion —o
rendimiento normal- tanto de MVACP como de MVICP tienen gran cantidad de estudios
que los validan (Parra y col., 2015, para una revision).

Parray col., (2009) investigaron la relacion entre MVICP y la MVACP en personas con EA
y en personas sanas y encontraron que los adultos sanos no mostraron rendimiento
diferente cuando compararon su MVICP y su MVACP. Por el contrario, las personas con
EA se desempefiaron significativamente peor cuando debieron usar su MVICP. Ellos
llegaron a la conclusiéon de que la EA afecta gravemente a los mecanismos responsables
de mantener los objetos integrados en la MVICP. Estos hallazgos estan respaldados por
estudios volumétricos donde se analiza la disociacién entre la MVACP y la MVICP a nivel
de la corteza parietal, temporal y occipital (Kopparay col., 2015).

Mediante la manipulacién de la carga de memoria, se puede explorar la capacidad de la
MVICP y refinar el procedimiento de evaluacién y la especificidad del MVICP como una
herramienta de diagndstico para la EA (Ferndndez y col., 2018). Porotra parte, se

encuentran diferentes niveles de rendimiento a lo largo del espectro de la EA.
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Por ejemplo, los portadores asintomdaticos que conducen a EA familiar por mutacion
genética (Parra y col., 2010; Parra y col., 2011), y los pacientes con Enfermedad de
Alzheimer Leve, presentan alteraciones selectivas en la etapa de codificacion de la
memoria, en comparacion con personas sanas (Koppara y col., 2015).

Incorporando el andlisis de la conducta pupilar a los test que se utilizan para medir
desempefio de MVACP y MVICP, se puede explorar mas a fondo la interaccién entre
ambas memorias y la forma en que los EA procesan la informacién. Parra y col. (2019)
lograron clasificar EA Leve con 76% de sensibilidad y 78% de especificidad usando la
respuesta conductual de las personas (i.e., respuesta verbal). El andlisis de la conducta
pupilar que proponemos en esta Tesis, permite clasificar con mayor sensibilidad vy

especificidad a las personas con EA, comparado con los resultados reportados a la fecha.
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2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

Los objetivos de este trabajo de tesis son:

Objetivo General

Modelar la conducta pupilar y medir el impacto de la carga cognitiva en personas sanas

y en personas con EA.

Objetivos especificos

Analizar el comportamiento de la pupila en procesamientos que requieren el uso de la
MVACP y de la MVICP en personas sanas y en personas con EA.

Analizar la conducta pupilar como potencial biomarcador para el diagndstico de EA.

Hipotesis

Dado que el tamafio de la pupila refleja las demandas de procesamiento, nuestra
hipdtesis es que, en tareas que involucren a la MVICP, el tamaiio de la pupila aumentara
mas en los individuos correspondientes al grupo Control que en los individuos con la
enfermedad de Alzheimer. Ademas, alteraciones en el comportamiento pupilar en
tareas que involucren a la MVICP, permitirian discriminar la presencia de la Enfermedad

de Alzheimer a nivel individual.
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3. METODOS

3.1 Participantes

Evaluamos 30 sujetos Controles (todos con lenguaje nativo en espafiol) con una edad media
de 69 aiios (SD= 3.6) y una media de educacién de 17.1 (SD= 2.1) (en afios), y 18 pacientes
con AE leve (todos con lenguaje nativo en espanol) con una edad media de 68 afos (SD=2.2)
y una media en educacién de 13.6 afios (SD=1.5), (p =0.23 y p =0.002, edad y educacidn,
respectivamente). La tarea que utilizamos ha demostrado ser insensible al nivel de educacién
del individuo (Parra y col., 2011; Yassuda y col., 2020), por lo tanto, no es importante tener
en cuenta la media de educacién para el analisis estadistico; dicha caracteristica convierte a
esta tarea en un marcador cognitivo transcultural para la EA (Della Sala y col, 2016).
El grupo de Pacientes Controles, fue evaluado por un profesional médico para descartar
patologias que puedan alterar el comportamiento pupilar, ademas se les indicé analisis de
sangre, orina y test neuropsicoldgicos para evaluar su estado cognitivo.
Los pacientes con EA fueron diagnosticados bajo el criterio del test DSM-1V, Diagnostic
and Statistical Manual of Mental por profesionales psiquiatras. Los pacientes fueron
reclutados en la Clinica Privada Bahiense, Bahia Blanca, Buenos Aires, Argentina. Todos
los pacientes con EA fueron sometidos a una entrevista de detalles clinicos acerca de su
historia médica, a unexamen neurolégico y fisico y a andlisis completos de sangre y orina
para descartar cualquier patologia previa que pueda interferir en la participacién del
estudio. Los pacientes fueron excluidos si:

a. sufrian de alguna condicién médica distinta a la demencia, que podria afectar su

funcionamiento cognitivo,
b. tenian evidencia de lesiones vasculares en estudios previos de tomografia
computada o Resonancia magnética nuclear,
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c. tenian evidencia de un diagnéstico Axis (DSM-4)

d. estaban bajo tratamiento con Inhibidores colinesterasicos (ICE),

e. estabantomando hipndticos, drogas sedativas o tranquilizantes mayores,

f. eran pacientes con un diagndstico de enfermedad oftalmoldgica, asi como
glaucoma, cataratas, vision binocular o degeneracién macular,

g. sufrian daltonismo.

La agudeza visual fue de 20/20 o corregida a 20/20 (mediante el uso de anteojos). La
investigacion se adhirid a los principios de la declaracion de Helsinki, es decir todos los
pacientes y todos los sujetos de control firmaron un consentimiento informado antes de
su inclusion en el estudio.

La puntuaciéon media de los pacientes EA en el test Mini-Mental State Examination
(MMSE) fué 23.1 (SD= 2.2) y en los controles de 29.6 (0.5). La puntuacion media de los
EA en el ACE-R (Adenbrook’s Cognitive Examination) fue de 66.4 (SD= 15.7) y en los
controles de 97.2 (SD=2.8). La puntuacién en EA en el Ineco Frontal Screen (IFS) fué de
18.9 (SD=2.3), y en los controles fue de 28.8 (SD=0.8). Finalmente, la puntuacién de los
EA en el Trial Making Test (TMT) fue de 34.6 (SD=1.4), y en los controles fue de 66.5
(SD=0.8). Los valores de los test neurocognitivos obtenido para el grupo EA, sugieren
una demencia leve.

Por ultimo, no hubo una correlacién significativa entre pupila y MMSE (r=0.04, p=0.08),
pupila y ACE-R (r=0.11, p=0.58), pupila y IFS (r=0.10, p=0.57), pupila y TMT (r=0.07,

p=0.68).
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3.2 Estimulo visual

Los estimulos fueron presentados en un monitor de 20” LCD (1024 x 768 pixeles de
resolucion). Los participantes se sentaron a una distancia de 60 cm del monitor. Los
movimientos de la cabeza fueron minimizados usando una mentonera (aparato para
apoyar el menton). Los participantes fueron colocados en la posicién mas cémoda
posible para no mover la cabeza y poder fijar la mirada en la pantalla.

Los movimientos oculares fueron grabados con un Eyelink 1000 Desktop Mount (SR
Research) eyetracker, con un tiempo de muestreo de 1000 HZ y una resolucion de 20-s
arc. Todas las grabaciones y las calibraciones fueron binoculares. La mirada de los
participantes fue calibrada con una grilla de 13 puntos para ambos ojos. Los

experimentos comenzaron después de validar la calibracion.

El estudio consistié en dos evaluaciones; estas fueron:
“Identificacién de Combinaciones de Colores”, con el objetivo de evaluar la
preservacion de la MVICP;

- “Identificaciéon de Nuevos Colores” para evaluar la preservacién de MVACP.

En ambos casos, el estudio se dividié en 42 interacciones: las primeras 10 imagenes
fueron de prueba para que el paciente se familiarice con la forma en que aparece el
estimulo visual, mientras que las siguientes 32 proveyeron los datos Utiles (estudio per
se).

Cada interaccién, a su vez, estuvo compuesta de los siguientes pasos:

* Se mostrd una cruz roja durante 250 ms.
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* Se mostrod la primera imagen durante 2 segundos. En esta imagen aparecieron en

la pantalla dos figuras (Figura 5).

* Se mostrd una pantalla de transicién vacia durante 900 ms.

* Se mostré la segunda imagen (imagen de pregunta) durante 10 segundos. En este
intervalo el paciente debid decidir si la segunda imagen era igual o diferente a la

primera. En funcion de lo que el paciente decidio, se presionaron las teclas ‘S’

(“same”) si las imagenes fueron iguales o ‘D’ (“different”) si fueron diferentes.

En cada prueba, las figuras cambiaron de posicion azarosamente. El lugar donde
aparecen las figuras no altera la forma en que las personas almacenan y luego
recuerdan como se combinan los colores. En Parra et al., 2011, muestran que el lugar
donde se presentaron las Figuras en el monitor no mejord ni empeord el desempefio

de los participantes.

- Identificacion de Combinaciones de Colores para evaluar preservacion en la

MVICP (TMVICP)

Para la identificacion de combinaciones de colores se le explicé a la persona que en la
pantalla aparecerian dos figuras , donde cada figura tenia dos colores. La persona debia
recordar cdmo se combinaban los colores de cada figura porque luego debia reconocer

los colores combinados de diferentes maneras. Es decir, los colores eran los mismos
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pero cambiaba la forma en que se combinaban, un color presente en una figura pasaba

a estar en la otra y viceversa (Figuras 5y 6).

- Identificacidon de Colores Nuevos para evaluar preservacion en la MVACP
(TMVACP)

Para la identificacion de colores nuevos, se le explicé a la persona que aparecerian 2
figuras donde cada figura tenia dos colores. La persona debia recordar cudles eran los
colores que aparecian en cada figura (y no su combinacion) porque luego apareceria un
nuevo color en cada figura (dos colores continuaban siendo iguales y dos serian nuevos

colores) (Figuras 7 y 8). La TMVACP es una tarea mas sencilla, identificada como basal.

Las imagenes consistieron en figuras formadas por cuadrados de un color con una cruz de
distinto color inscripta en dicho cuadrado. La proporcién de los colores, asi como el brilloy Ia
tonalidad de las figuras, estuvieron balanceados. En el estudio utilizamos dos variantes, las

cuales fueron complementarias y definieron las diferencias entre las imagenes:
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-

Figura 5. Ejemplo de “Identificacion de combinaciones de colores” para evaluar
integridad en la MVICP donde las figuras son diferentes porque se han intercambiado

los colores entre si.

L=

Figura 6. Ejemplo de “ldentificacion de combinaciones de colores” para evaluar

integridad en la MVICP donde las figuras son iguales.
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Figura 7. Ejemplo “Identificacion de colores nuevos” para evaluar preservacion en la

MVACP donde las figuras son diferentes porque se introdujeron colores nuevos.

EE T

Figura 8. Ejemplo “Identificacion de colores nuevos” para evaluar preservacion en la

MVACP donde las figuras son iguales.
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3.3 Analisis estadistico

En este trabajo de Tesis, se realizaron analisis estadisticos utilizando el programa
RStudio, version 3.1.1 (RDevelopment Core Team). Para ordenar la informacién,
ordenamos a los sujetos en Controles y pacientes con EA y como condicion dentro de
los sujetos se diferencid entre la Tarea que involucra a la MVACP (TMVACP) y la Tarea
gue involucra a la MVICP (TMVICP), y entre las distintas etapas de memoria (es decir,
Codificacidon y Recuperacion).

Utilizamos Modelos Lineales (LM) para modelar el efecto de la pupilaen TMVICP,
TMVACP durante la Codificacién y el Reconocimiento en los grupos Controly EA.

Este analisis es posible gracias a la funcion Imer4 (Bates y Sarkar, 2007) en el entorno R de
estadistica.Utilizamos la libreria “Imer” del paquete Ime4 para estimar los coeficientes
fijos y aleatorios. Este paquete se suministra en el sistema R para la computacion
estadistica (version 3.1.1). Los efectos fijos en la terminologia del LM corresponden a

los coeficientes de regresion en modelos de regresion lineal estandar.

Analizamos con ANOVA las diferencias en las personas Controles durante la TMVACP y
en TMVICP en Codificacién y en Reconocimiento y con los pacientes EA durante la

TMVACP y en TMVICP en Codificaciéon y en Reconocimiento.
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4. RESULTADOS

Cuando evaluamos la respuesta conductual de los participantes (es decir, cantidad de
veces que los participantes responden “Igual” o “Diferente”), observamos que en la
tarea TMVICP, las respuestas correctas efectuadas por los individuos Controles
alcanzaron un 84%, mientras que en los individuos con EA estos valores solo llegaron al
64% (p<0.001) (Figura 9). Por el contrario, cuando evaluamos la tarea TMVACP no
observamos diferencias significativas entre los individuos Controles y aquellos que

padecen EA (Figura 9).

100 control
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% respuestas correctas

Figura 9. Respuesta conductual (verbal). Porcentaje de reconocimientos correctos

durante TMVICP y TMAVCP para personas sanas (Controles) y Pacientes con EA.

(*: p<0.001)
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También se realizaron comparaciones ad-hoc: (a) TMVACP: EA vs. Controles, (b)
TMVICP: EA vs. Controles, (c) EA: TMVACP vs. TMVICP y (d) Controles: TMVACP vs.
TMVICP. Esto reveld que en (b) el desempeno del grupo EA durante TMVICP fue
significativamente mds bajo que el del grupo Control (p<0.001), y que en (c) EA tuvo un
menor desempefio en TMVICP que en TMVACP (p<0.001). Ningun otro resultado (esto
es, (a) y (d)) fue significativo. Estos resultados concuerdan con los reportados por Parra

y col., (2011) y por Fernandez y col., (2018).

4.1 Promedio de predictores y conducta pupilar

La media de la conducta pupilar considerando todas las variables juntas (Control, EA,
TMVICP, TMVACP, Codificacién y Reconocimiento) mostré una variacién global muy
importante durante el procesamiento de informacién (t=403,91), indicando que la
conducta pupilar es muy sensible a la carga cognitiva (F-statistic: 84.41, p-value: <
0.0001). Cuando analizamos la modulacién pupilar considerando las interacciones entre
TMVACP vs. TMVICP, las mismas revelaron, en términos generales, que la dilatacién
pupilar fue menor en la TMVACP que en la TMVICP (t=-6.45). Por otro lado, al analizar
los momentos de Codificacion vs. Reconocimiento notamos un incremento significativo
en la pupila, donde la misma se incrementd mas durante la etapa de Reconocimiento

(t=11,12) (Ver Tabla 1y Figura 10).
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Didmetro Pupilar (Pixeles)
Tareas de Memoria: TMVICP vs. TMVACP

Estadios Memoria: Codificacion vs. Reconocimiento

Control vs. EA vs Tareas de Memoria

Control vs. EA vs. TMVICP

Control vs. EA vs. TMVACP

Control vs. EA vs. Tareas de Memoria vs. Estadios
de Memoria

Control vs. EA vs TMVICP vs Codif. vs. Recon.

Control vs. EA vs TMVACP vs Codif. vs. Recon.

Error

Media Standard t-value
472.55 1.17 403.91
-30.19 4.68 -6.45
17.24 1.55 11.12
47.43 3.32 14.28
4.92 3.29 1.49
19.27 431 4.46
2.8 4.45 0.63

Tabla 1. Tamaio pupilar y estadios de Memoria (Codificacidn vs. Reconocimiento),

Tareas de Memoria (TMVICP and TMVACP) y Condicién (EA vs. Control) como funcién

de salida del Modelo; t-value = £1.95 se considera como significativo.
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4.2 Interaccion de Condicion (Controles y EA) vs. Tarea de Memoria (TMVICP y

TMVACP)

La siguiente evaluacién consistio en analizar de qué manera el tamafio de la pupila se
diferenciaba durante TMVICP cuando comparamos EA y Controles. Como

se puede ver en la Tabla 1y en la Figura 10, la pupila se incremento significativamente
en los sujetos Control con respecto a los pacientes con EA durante la realizacion de la
TMVICP (t=14,28). Al contrario -y en concordancia con los resultados provenientes de la
respuesta conductual-, la diferencia entre sujetos del grupo Control y pacientes con EA
no fue significativa al realizar la TMVACP (t=1,49), sugiriendo que tanto Controles como

EA modulan sus pupilas en forma similar durante la TMVACP (ver Tabla 1y Figura 10).
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4.3 Interaccion de Condicion (Controles y EA) vs. Tarea de Memoria (TMVICP y

TMVACP) vs. Estadio de Memoria (Codificacion y Reconocimiento).

Al analizar los estadios de memoria, es decir cuando comparamos la modulacién pupilar
durante la Codificacidn y el Reconocimiento, la dilatacién de las pupilas en los pacientes
con EA fue significativamente menor que la dilatacion de la pupila de los Controles en la
TMVICP (t=4.46), como se puede observar en la Tabla 1. En cambio, tal efecto sobre la
pupila no fue significativo al comparar durante la Codificacion y el Reconocimiento los
grupos Controles y EA en la TMVACP, (t=0.63) (Tabla 1 y Figura 10).

Andlisis post-hoc (ANOVA), permitieron evaluar la interaccion de Codificacion vs.
Reconocimiento en EA y Codificacion vs. Reconocimiento en Controles, por separado, y
EA vs Controles por Codificacion y EA vs Controles por Reconocimiento, por separado.
Estos contrastes revelaron que la pupila de los pacientes con EA durante la Codificacion
fue significativamente mas chica que durante el Reconocimiento ( 9.83; p =0.0001).

Tal discrepancia fue mucho menos pronunciada en controles (t= 2,35; p=0.01). Es mas,

las diferencias entre EA y Controles durante la Codificacién fueron mucho mas grandes
(t=11,12 p =0,0001 que durante la etapa de Reconocimiento t=7.62; p=0.0001). Los

analisis llevados a cabo sugieren que la discrepancia entre MVICP y MVACP durante el
estadio de Codificacidn provee la mejor distincién entre EA y Controles.

Se utilizé el método de Pearson para calcular la correlacidn entre las variables de ésta

manera se pudo descartar el enmascaramiento de cada una de ellas entre si
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Figura 10. A=Grupo Control. B= Grupo EA. Regresion lineal con Didmetro de pupila
como variable dependiente. Interaccion de Tareas de memoria (TMVICP y TMVACP)
sobre el tamafio pupilar en personas sanas (Controles) y en pacientes con EA durante
los estadios de Codificacién y Reconocimiento. Las barras de error muestran los

intervalos de confianza del 95%.
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4.4 Uso de la conducta pupilar para predecir Enfermedad de Alzheimer. Regresién

logistica.

Hemos presentado evidencia sobre las diferencias entre las conductas pupilares de
personas sanas (Controles) y pacientes con EA. ¢{Pero qué tan buen pardmetro es la
dilatacién de la pupila para clasificar a cada persona dentro del grupo Control o dentro
del grupo Alzheimer? En respuesta a esta pregunta, implementamos una regresion
logistica para determinar si la conducta pupilar es una buena herramienta para
diferenciar a las personas Controles de las personas con Enfermedad de Alzheimer.
Como esperabamos la conducta pupilar mostré ser un buen predictor de Enfermedad
de Alzheimer (b=0.2739, z=2.228, p=0.02) (Fig. 11). Por lo tanto, la conducta pupilar
puede considerarse como una herramienta util al momento de diagnosticar la patologia.
Cuando analizamos la sensibilidad y la especificidad de clasificacion encontramos que el
100% de las personas del grupo Alzheimer (18) fueron clasificados como Alzheimer y
que el 94% de las personas Controles fueron clasificados como tales (28 controles de un
total de 30) (Tabla 2). Esto se vio reflejado en una sensibilidad del 94% y en una

especificidad del 100% (Figura 11)

Regresion Logistica

Grupo
Prediccion Control Alzheimer
Control 28 0
Alzheimer 2 18

Tabla 2. Resultados de clasificacion individual en
Regresion Logistica con pertenencia a grupo
(Alzheimer vs control) con pupila como variable.
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Figura 11. Analisis de Regresion Logistica con media de didametro pupilar como dato de

entrada para clasificar sujetos Controles y pacientes con EA.
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5. DISCUSION

En esta Tesis mostramos que el comportamiento pupilar vinculado con la memoria, y en
particular con la MVICP, se encuentra afectado en pacientes con EA. Los resultados que
hemos presentado durante el desarrollo de esta Tesis, sugieren que la conducta pupilar
permite cuantificar el rendimiento cognitivo, y clasificar el desempefio individual con un
alto grado de especificidad y sensibilidad. La relacion entre la carga cognitiva y el tamano
de la pupila también ha demostrado ser Util para medir el desempefio cognitivo durante
actividades de la vida diaria en pacientes EA (Granholm y col., 2017). Ademas, dado que
la magnitud de la degeneracion del LC y el agotamiento noradrenérgico cortical, se
relacionan estrechamente con la severidad de la demencia y el deterioro cognitivo, la
asociaciéon entre la dilatacion de la pupila, el funcionamiento del Sistema
neuromodelador LC y la EA, pueden informar sobre integridad a nivel cerebral en este
tipo de pacientes.

En concordancia con nuestros trabajos previos (Fernandez y col., 2018; 2019; 2020 ), los
resultados obtenidos en esta Tesis muestran que el tamafio de la pupila aumenta
durante las tareas cognitivas en respuesta al aumento de la demanda de procesamiento.
Como planteamos en la parte inicial de la Tesis, la TMVICP requiere mas recursos
cognitivos que la TMVACP, y esto impacta en la dilataciénde la pupila: la pupila se dilaté
significativamente mas en TMVICP sélo en Controles. Los resultados aqui presentados
aportan nueva evidencia sobre alteraciones en la MVICP en personas con EA. Parra y
col., (2011) mostraron que, desde el punto de vista de la respuesta conductual
(respuesta “lgual” o “Diferente” de la persona al momento de reconocer figuras) el

procesamiento en TMVICP requiere mas recursos cognitivos que en la tarea Asociativa
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TMVACP, y que dicho procesamiento es independiente de la edad y del nivel educativo.
Al agregar aqui el modelado de la conducta pupilar, los pacientes con EA y los Controles
revelaron diferencias significativas mds grandes y resultados mds robustos que los
reportados por Parra y col., (2011; 2015; 2018; 2019). Ademads, mostraron patrones
temporales de procesamiento visual (tiempo que tarda en modular la pupila tanto
durante el momento de Codificacion como durante el momento de Reconocimiento),
gue sin esta técnica de seguimiento ocular pasarian desapercibidos.

En esta Tesis, los pacientes con EA y los individuos Controles produjeron una dilataciéon
pupilar bien diferenciada durante el procesamiento en TMVICP, donde los Controles
mostraron un aumento significativo en el tamafio de sus pupilas (Figura 10), sugiriendo
mayor esfuerzo cognitivo con impacto en la MVICP. A su vez, los resultados obtenidos
aqui sugieren que la diferencia de desempefio al realizar MVACP vs. MVICP durante la
etapa de Codificacion proporciona la mejor distincién entre los pacientes con EA y
personas sanas o Controles. Como veremos mas adelante, contrario a los individuos
Controles, en los pacientes con EA, el tamafio pupilar es menor en TMVICP que en
TMVACP, mostrando a su vez mayor diferencia en Codificacién que en Reconocimiento
(Figura 10). Esto sugiere que los mecanismos de Codificacion deficientes en EA podrian
ser la fuente de alteraciones encontradas en estos pacientes durante la TMVICP.

Por otro lado, en la TMVACP puede verse que el grupo Control dilata menos la pupila
gue en la TMVICP sugiriendo que el procesamiento les resultaria mas sencillo. A nivel
molecular, la reduccién de las respuestas de la pupila durante la Codificacién en el
TMVICP podrian ser el resultado de mecanismos de integracidon subcortical-cortical
ineficaces, responsables de activar la integracion de caracteristicas para construir la

identidad del objeto (Treismany col., 1998; Wheeler y Treisman, 2002).
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Como vimos, hay amplia evidencia de que la dilatacion de la pupila aumenta a
medida que las personas deben reconocer mayor nimero de objetos (Van Gerven 'y
col., 2004; Meghanathan y col., 2014), y esto se vincula con un mejor rendimiento
cognitivo (Hannula y col. ,2010; Alnaes y col., 2014). Considerando las medidas del
presente estudio, los Controles siguen este patron en la TMVICP, mostrando una mayor
dilatacionpupilar debido a la acumulacién de memoriay a la alta demanda cognitiva. Por
el contrario, la dilatacion de los pacientes con EA no fue alta y eso demuestra las
dificultades cognitivas, reflejadas, en la conducta pupilar. Por lo tanto, la dilatacion de
la pupila puede ser un marcador adecuado para identificar fluctuaciones sutiles en la
carga de memoria y en el procesamiento cognitivo (Unsworth y Robison, 2015; Eckstein
y col., 2017).

Nuestros resultados también muestran que la conducta pupilar fue capaz de distinguir
con un 94% de sensibilidad y con un 100% de especificidad Controles de pacientes con
EA. Este poder clasificatorio fue mejor que el reportado anteriormente por Parra y col.
(2015; 2019) o por nosotros en Fernandez y col. (2018) donde en lugar de usar pupila se

uso la respuesta conductual, amplitud de la sacada y la duracién de la mirada.
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5.1 Pupila, LC- NA y Enfermedad de Alzheimer

La magnitud de la degeneracion del LC y el desbalance noradrenérgico cortical se
correlacionarian estrechamente con la presencia de demencia y el deterioro cognitivo.
Entonces, dada la asociacién entre el funcionamiento del sistema neuromodelador LC-
NA, la dilatacion de la pupilay la EA, las respuestas pupilares pueden ser un biomarcador
util para diagnosticar pacientes con EA en estadios tempranos. Por otro lado, evidencias
recientes (Alanaes y col., 2014, para una revisidon) sugieren que los comportamientos
oculomotores vinculados al rendimiento cognitivo también pueden informar de forma
fiable sobre la presencia de la patologia de la enfermedad de Alzheimer (Ferndndez y
col., 2018; Fernandez y col., 2020). Ademas, la correlacidon entre carga cognitiva y la
conducta pupilar ha mostrado ser util para medir la performance cognitiva durante las
actividades en pacientes EA (Granholm y col., 2017). Debido a que el LC es una
estructura clave durante la etapa de degeneracion temprana en los pacientes con EA, el
analisis de las respuestas observables externamente que estan vinculadas a la actividad
de estos sistemas subcorticales especificos proporcionaria una medida robusta de las
demandas de procesamiento cognitivo (Koss y col., 1986). Trabajos de Aston-Jones y
Cohen (2005), dan evidencia del estrecho vinculo entre la activacion de las neuronas del
LC, la posterior liberacién del neurotransmisor Noradrenalina desde las terminales
nerviosas, la activacién simultanea del sistema NA-LC y la activacién autosémica
responsable del control pupilar. Esto sugeriria que un mecanismo de falla en el LC se
veria reflejado en la conducta pupilary por ello, el andlisis de la conducta pupilar podria
ser un marcador robusto para detectar procesos de envejecimiento o dano cognitivo a

nivel del LC. El hecho de que el LC desempefie un papel clave tanto en enfocar la
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atencidon como en inactivar la accion de los circuitos neuronales, es en si mismo una
buena premisa neurofisioldgica para usar a la pupila como una ventana a los cambios en
los estados de conciencia (Bouret y Sara, 2005). En un trabajo presentado en 2015, Ross
y col. reportan que la duracion de la progresion de la EA se correlaciond
significativamente con la pérdida neuronal en el LC. Los analisis post mortem de los
tejidos cerebrales de LC en pacientes con EA, indican que la pérdida celular alcanza hasta
el 50% en la regidén rostral del nucleo y, ademas, esto se correlaciona con una reduccion
del 31% de los niveles corticales de NA (Matthews y col., 2002). Ademas, Arendt y col.,
(2015) utilizaron una estereologia imparcial (método preciso para conocer el nimero de
neuronas en un espacio determinado) para demostrar una pérdida significativa de
neuronas en el LC positivas de neuromelanina en sujetos clasificados como EA en
comparacion con los clasificados como Controles. Los sujetos clasificados como
Leves/moderados EA mostraron una pérdida de células LC de entre el 30y el 45 % en
comparacion con los Controles. Este estudio revela que la pérdida de células del LC
parece ocurrir temprano en la progresion clinica de la EA, simultdnea con la pérdida
celular en los nucleos basales y la corteza entorrinal. Grinberg y Heinsen, (2017)
proponen que la pérdida de células LC parece ocurrir al principio de la progresion clinica
de la EA, en simultdneo con la pérdida celular en los nucleos basales y la corteza
entorrinal como se menciond anteriormente. Por lo tanto, dados los vinculos entre el
tamaniio de la pupila y las funciones del sistema neuromodulador de LC, asi como entre
LC y EA, las respuestas de la pupila durante TMVICP podrian proporcionar un
biomarcador de funcionamiento util, en un sistema cerebral que se ve afectado en las

primeras etapas de EA.
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En un estudio reciente, Castellotti y col., (2020) sugirieron que el didmetro pupilar es
sensible a la actividad cognitiva, y en consecuencia el didmetro pupilar podria estar
regulado por vias corticales (ademas del sistema subcortical propuesto mas arriba). Al
parecer, la constriccién pupilar surge de la activacion de nucleo subcortical Edinger-
Westphal (EW) (Gamlin y Clarke, 1995), y hay algunos inputs que lo modulan
provenientes de areas corticales (Becket Ebitz y Moore, 2017; Binda y Gamlin, 2017).
Otros posibles inputs podrian provenir directamente de la corteza prefrontal, o
indirectamente a través de la corteza estriada y el caliculo superior (Becket Ebitz y
Moore, 2017). El nucleo EW también recibe inputs inhibitorios desde el Sistema
simpatico a través de proyecciones del locus coeruleus (Peinkhofer y col., 2019). Una
reduccién de estos inputs inhibitorios podria resultar en una disminucion del diametro

pupilar (Joshiy col.,2016; Wilhelm y col., 2002).

En base a estos antecedentes, nuestro proximo objetivo es evaluar la preservacion de
volumen en areas cerebrales tales como Corteza Entorrinal, Corteza Perirrinal y Locus
Coeruleus. De esta forma podremos dar evidencias de alteraciones y pérdida de
volumen en las dreas afectadas por la enfermedad de Alzheimer, en las distintas

etapas de su progresién y su correlacién con la conducta pupilar.
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6. CONCLUSIONES Y TRABAJO FUTURO

El analisis de la conducta pupilar durante la TVMICP podria arrojar considerable luz sobre
el funcionamiento cognitivo y las alteraciones cerebrales en pacientes con EA levey
proporcionar un eficiente biomarcador cognitivo temprano y no invasivo, para la
enfermedad de EA. Ademas, podria servir para evaluar, a través de una metodologia
sencilla, econdmica y facil de usar, la integridad cerebral tanto a nivel cortical (Castelloti
y col., 2020) como subcortical (Granholmy col., 2017).

A su vez, las caracteristicas de desempefio presentes en cada tarea y en cada grupo de
personas observadas en este trabajo, no serian posibles de diferenciar sin aplicar la
técnica de seguimiento ocular (eye tracking). De hecho, si miramos el desempefio de los
sujetos basado en la respuesta conductual, no hay informaciéon que permita vincular el
bajo desempeno de los EA con la etapa de Codificacidon de la memoria.

Estas caracteristicas hacen que la conjuncion entre ambos (andlisis de la conducta
pupilar y la técnica de seguimiento ocular o eye tracking) sea interesante y accesible
para aplicar a cualquier Sistema de Salud interesado en la deteccién temprana de la EA.
El diagndstico de una patologia como el mal de Alzheimer en estadios incipientes no es
una tarea sencilla, debido a la gran cantidad de factores que deben tenerse en cuenta a
lo largo del tiempo. El estudio y andlisis que se ha desarrollado en esta Tesis ofrece un
gran potencial en cuanto a la posibilidad de evaluar alteraciones de diversas capacidades
cognitivas humanas en estadios tempranos, para facilitar la correcta y rapida utilizacién
de este paradigma por parte de un profesional de la salud.

Esta Tesis abre un nuevo camino en la busqueda de diagndésticos tempranos no solo

para la Enfermedad de Alzheimer, sino también para otras enfermedades
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neurodegenerativas como Parkinson, Demencia Fronto Temporal y Demencia Vascular,
entre otras. La tipificacion de patologias mediante el analisis de la conducta pupilar
abrird un nuevo campo de estudio para predecir patologias antes de las
manifestaciones clinicas tradicionales, posibilitando un tratamiento temprano y una

mejor calidad de vida en el paciente.
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