V‘\S“GN 0M4 n, 5

IS\

Casa abierta al tiempo

0
104 0
e

WNvEn

S#VERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA-UNIDAD IZTAPALAPA
VISION DE CIENCIAS BASICAS E INGENIERIA

CARACTERIZACIC')N’DE LA PERFUSION POR
RESONANCIA MAGNETICA EN UN MODELO DE
TRATAMIENTO DE INFARTO CEREBRAL.

que presenta:

ANDREA GARCIA QUINTANAR

Para obtener el grado de:

Maestria en Ciencias en Ingenieria Biomédica

Aprobada por:

Dr. Emilio Sacrijétan Rock

z

Dr. Lyis JiménezAngeles

Dr. Oscat{Arias Carrién

Octubre del 2013. México D.F.




ONOM4
V\“ @5‘ A

A\

Casa abierta al tiempo

%

VE

Wil RS/04
N

Yy nod®

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA-UNIDAD IZTAPALAPA
DIVISION DE CIENCIAS BASICAS E INGENIERIA

CARACTERIZACION DE LA PERFUSION POR
RESONANCIA MAGNETICA EN UN MODELO DE
TRATAMIENTO DE INFARTO CEREBRAL.

que presenta:
ANDREA GARCIA QUINTANAR
Para obtener el grado de:

Maestria en Ciencias en Ingenieria Biomédica

Aprobada por:

Dr. Emilio Sacristan Rock

Dr. Luis Jiménez Angeles

Dr. Oscar Arias Carrion

Octubre del 2013. México D.F.






UAM-Iztapalapa
Andrea Garcia Quintanar

AGRADECIMIENTOS

Agradezco a todas las personas que contribuyeron en la planeacion, desarrollo y

la realizacion de esta investigacion.

Gracias al equipo del Centro Nacional de Investigacion en Imagenolégia e
Instrumentacion Médica (CI3M) por su constante apoyo y asesoria en la
elaboracion del protocolo de investigacion, asi como en la realizacion de los
experimentos: PARI. Ivan Mejia, Ing. Andres Moron, Ing. Adrian Gonzalez, Ing.
Fernanda Maldonado y Rafael Lara. Y la ayuda administrativa de Elizabeth

Ramirez.

Gracias a todos los colaboradores para este proyecto: MVZ. Juan Ramén Torres
Rios, Dr. Gerardo Villanueva Manzano y al Dr. Fernando Castro por su gran
ayuda en la elaboracion del protocolo y la experimentacion, asi como su apoyo y

asesorias ofrecidas.

Gracias a todos mis asesores y maestros por transmitirme su conocimiento y su
apoyo incondicional a lo largo de la planeacion, organizacion, experimentacion y
procesamiento de los resultados de esta tesis: Dr. Emilio Sacristan Rock y Dr.

Joaquin Azpiroz Leehan

Gracias al Dr. Mark K. Borsody por la confianza depositada para la realizacion
de este protocolo, asi como su apoyo a lo largo de todo el proceso, y por su

constante determinacion que es un ejemplo a seguir.

1



Ing. Andrea Garcia Quintanar
UAM-Iztapalapa

Este trabajo se realizo con el apoyo financiero de Lake Bio Science.

Agradezco a CoNACyT por la beca otorgada como apoyo para mis estudios de
maestria, asi como a la fundaciobn UAM-ICYTDF por el estimulo econémico

recibido en apoyo a asistencia a congresos.

Finalmente gracias al CI3M por el apoyo de toda forma recibido a lo largo de mi

maestria y sin el cual esto no podria existir.




UAM-Iztapalapa
Andrea Garcia Quintanar

DEDICATORIAS

Agradezco el apoyo de mis padres, por su comprension, buen ejemplo y siempre
el demostrarme que el limite es el cielo. Gracias a los dos por estar presente en

todo momento.

Agradezco a mis hermanas, Adriana y Gabriela, que han sido parte importante
de mi formacién y que no puedo negar que han sido un motor valioso en mi vida,

no importa donde estemos siempre nos tendremos la una a la otra.

Agradezco a mi Familia en general, a mis tios, Gerardo y Catalina, Fernando
Ponce y a mis primos Luisa y Gerardo por sus grandes consejos, por las

discusiones acerca del universo, por las grandes confabulaciones mafiosas.

Gracias a todos mis amigos que siempre han demostrado estar conmigo, en las
buenas y en las malas. Gracias por creer en mi y apoyarme cuando incluso creo

estar mal.

Finalmente agradezco a mis profesores a lo largo de mi vida académica ya que
me han demostrado que esta vida de investigador es una vida hermosa llena de
altibajos pero destinada siempre al descubrimiento de conocimiento. Gracias
Emilio, Joaquin, Fabiola y Miguel por escucharme y por ayudarme en todo

momento, los considero parte de mi familia.

3



Ing. Andrea Garcia Quintanar
UAM-Iztapalapa

RESUMEN

El infarto cerebral afecta alrededor de 15 millones de pacientes al afio y es una
de las causas principales de muerte a nivel mundial. Los tratamientos
disponibles son solo indicados para menos del 5% de la poblacion de los
pacientes. Los factores de riegos para el infarto cerebral son: hipertension,
cardiopatias, tabaquismo, dislipidemias, sedentarismo, diabetes mellitus y
nefropatias. Estos mismos factores estan contraindicados en los tratamientos

disponibles.

La estimulacion del nervio facial ha sido propuesto como un posible nuevo
tratamiento para enfermedad cerebro vascular (EVC) isquemico. Dicha
estimulacién actua incrementando el flujo sanguineo del cerebro para poder
restaurar la perfusion a través de la circulacion colateral.

El objetivo de esta tesis fue el evaluar los cambios de la perfusion en cerebro
debidas a la estimulacion del nervio facial en un modelo canino usando

mediciones de flujo sanguineo cerebral por medio de IRM.

El protocolo para evaluar la técnica de restauracion de la perfusion en un modelo
de infarto cerebral incluye la generacion del mismo. El infarto cerebral fue
generado con la oclusion de la arteria media cerebral (AMC) a través de la
inyeccion de coagulos aut6logos en la carétida interna en 17 perros de raza
mixta. La oclusion fue verificada por medio de fluoroscopia y angiografia por
resonancia magnética (RM). Y monitorizada por la toma de imagenes por RM en
los siguientes tiempos: linea de base (LB), post-infarto (Pl), post-estimulacion
(PEstim o T=0) y cada 30 minutos posteriores (T=30,T=60, T=90) hasta 60 o 90
minutos. Se realizo la localizacion del tronco del nervio facial y el ganglio
geniculado, y este ultimo fue estimulado después de la confirmacion del infarto,

usando una estimulacion magnética transcraneal (TMS) y un sistema de
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neuronavegacion en 11 de los animales (grupo de estimulacion). Seis animales

siguieron el mismo procedimiento pero no fueron estimulados (grupo control).

El indice de perfusion fue medido en ambos lados del cerebro usando medio de
contraste para RM antes y después del infarto, y cada 30 minutos después de la

estimulacién.

Los resultados muestran un incremento significativo y persistente en perfusion
del lado infartado relativo al lado no infartado, cuando comparamos entre grupos.
Estos resultados demuestran que este tipo de tratamiento es eficaz y apoyan el
desarrollo futuro de un estimulador del nervio facial no invasivo como tratamiento

temprano para infartos isquémicos.

Asi también los resultados arrojados de la medicién del flujo en las carétidas
externas muestran que existe un incremento del flujo del lado estimulado. El
grupo de estimulacibn con respecto al grupo control muestra que este

incremento es persistente al menos por 30 minutos posteriores a la estimulacion.

La espectroscopia fue realizada en tres ocasiones: en linea de base, post
estimulacion y sesenta minutos después de esta. En ambos grupos se muestra
que la relacion ATP/P total (indicador metabdlico), cae después del infarto; sin
embargo, en el grupo de estimulacion la relacion aumenta con respecto al
tiempo, contrario al grupo control, donde se muestra un decaimiento y al tiempo

sesenta minutos la relacion esta por debajo del 0.60.

Los resultados indican que la aplicacion de TMS en nervio facial, focalizada en el
ganglio geniculado, provoca un incremento en la perfusion de acuerdo al modelo
utilizado, ademas de que dicho efecto es corroborado por otras mediciones
imagenolodgicas; como lo son la velocidad del flujo y la medicion metabdlica. Esto

indica que el tejido responde al tratamiento presentando un aumento metabdlico
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del tejido de muy baja perfusion y baja perfusion, insinuando que puede existir

una elongacion de la ventana terapéutica.
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1. INTRODUCCION

1.1 ENFERMEDADES CEREBRO-VASCULARES

El cerebro constituye uno de los 6rganos que a lo largo de la historia ha sido
objeto de estudio debido a la complejidad de sus estructuras y su comunicacion.
Uno de los primeros estudiosos de la materia fue Hipdcrates que hace
aproximadamente 2400 afos hizo la primera visualizacién y descripcidon de una
de las enfermedades que hoy en dia representan una de las principales causas
de morbilidad y mortalidad alrededor del mundo, asi como la cuarta causa de
muerte en los Estados Unidos: el infarto cerebral, también llamado Enfermedad
Vascular Cerebral (EVC)[1].

Las muertes asociadas al EVC se dan una cada cuatro minutos a nivel mundial,
existiendo una prevalencia de razas de 0.88/1000 blancos, 1.91/1000 negros y

1.49/1000 hispanicos, siendo el sexo masculino el que tiene mayor incidencia[1].

Existen dos tipos de enfermedades: EVC isquémico y EVC hemorragico, el
hemorragico se subdivide en intraparenquimatoso y extraparenquimatiso.

Representando una prevalencia de 87%, 13% respectivamente[2].
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Los principales factores de riesgo del EVC son[3]:
* Hipertension
* Cardiopatias
* Tabaquismo,
* Colesterol y otros lipidos altos,
* Sedentarismo,
* Diabetes mellitus y

* Nefropatias.

Los sintomas han sido utilizados como referencia de detecciéon de tipo de EVC
que se presenta, sin embargo el paciente debe de acudir al centro medico mas
cercano al presentar:

* Debilidad o adormecimiento en un brazo, una pierna o la mitad de la cara.

* Confusion o Dificultad para hablar o entender.

* Problemas para ver con uno o ambos 0jos.

* Perdida del equilibrio o de coordinacion.

* Dolor de cabeza muy intenso

En cualquier tipo de EVC las guias medicas refieren la necesidad de decisién
del tratamiento en los primero 60 minutos; bajo la aplicacion de las siguientes
pruebas se puede determinar el tipo de evento y el tipo de tratamiento a aplicar
(ver anexo 1):
* Evaluaciéon neuroldégica completa y exploracién clinica integral usando la
escala NIHSS.
* Empleo de escalas de valoracion estandares como FAST(Face Arm
Speech Test) o MASS.

* Valoracién del estado neurolégico mediante la escala de Glasgow.

El EVC isquémico es producido por una obstruccion en alguna arteria del
cerebro (ver figura 1). El cerebro depende de la red cerebrovascular para el

transporte de oxigeno, nutrientes y para el desecho de biéxido de carbono junto
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con otros productos de eliminacion celular. Cuando una arteria se encuentra
obstruida el proceso de transporte activo y pasivo se ve suspendido y

eventualmente las células mueren.

Infarto Hemorragico Infarto Isquemico

\ /N AS

La hemorragia se riega El coagulo detiene el
dentro del tejido flujo al tejido cerebral
cerebral

Imagen tomada de ® Nucleus Medical Media Inc.

Figura1l. Infarto isquémico y hemorragico

En el EVC isquémico, como se muestra en la figura 1 del lado derecho, el riego
sanguineo empieza a ser insuficiente, por lo tanto los tejidos cambian su
metabolismo. Se puede clasificar en tres tipos: umbra, penumbra y tejido
sano[15]. El tejido de umbra es aquel que se considera tejido necrosado. El
tejido de penumbra se considera reversible o salvable, ya que en caso de lograr
la restauracion de flujo dentro de la ventana terapéutica, este tejido se oxigena,

logrando regresar a homeostasis. Una forma de reconocer los tipos de tejido es
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por medio de potenciales evocados los cuales resultan ser anormales en

Y
3
.
\-
\\ ~ Penumbra
B

comparacién con tejido sano.

Figura 2. Figura que muestra la clasificacion por tipo de tejido; umbral y penumbra

Figura que muestra el esquema de la clasificacién del tejido después de un EVC isquémico. El drea de umbra
aquella donde el tejido se considera muerto. El drea de penumbra es considerada tejido reversible.
(Thurner, 2008)

Los tratamientos de emergencia para el EVC isquémico se centran en la
restauracion del Flujo Sanguineo Cerebral (FSC), alrededor de la oclusion. Estos
pueden ser de dos tipos: los que tienen como objetivo la disolucién de los
coagulos mediante farmacos o la remocion mediante intervenciones

endovasculares / intravasculares [6].

Dentro de las guias clinicas para el tratamiento[1,2,3] de EVC se realiza un
diagndstico temprano del tipo de EVC, esto requiere usualmente el uso de
técnicas imagenoldgicas como la Tomografia Axial Computarizada (TAC),

Imagenologia por Resonancia Magnética (IRM), entre otras. La evaluacion vy el
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diagndstico del paciente es prioritario, debido a que es una enfermedad que se

vuelve mas compleja y causa mas estragos con el paso del tiempo[5].

Existe una llamada ventana terapeutica[15] después del EVC, de la cual
depende el pronéstico para la recuperacion neuroldgica; en donde entre mas
tiempo transcurra, la recuperacion se vuelve mas pobre[2]. Es necesario actuar
en un lapso de tres a cuatro punto cinco horas para tener alta probabilidad de
recuperacion[1], pero el tiempo antes de iniciar las intervenciones toma al menos
una hora, de tal manera que si se pudiera extender la ventana de tiempo, el
impacto en el pronéstico para la rehabilitacion del paciente se incrementaria

notablemente.

Dado que el tiempo es una variable vital en el proceso de tratamiento, se han
creado protocolos para el tratamiento y la evaluacion del paciente[1]. Uno de los
principales protocolos es el perteneciente a la American Stroke Association. El
procedimiento es el siguiente: Al llegar el paciente al hospital se debera tratar de
estabilizar signos vitales y enseguida una evaluacion neurologica y de
comorbilidad. En esta evaluacidbn se busca una adecuada clasificacion del
paciente asi como la busqueda de la causa que pudo haber detonado el EVC.
Posterior a esta evaluacion se realiza la técnica imagenol6gica mas conveniente
y disponible para la determinacion del tipo de EVC, y de acuerdo con el historial
del paciente, el tiempo y el diagnostico imagenoldgico se somete al paciente (en

caso de calificar) al tratamiento adecuado[1,2].

1.2 TRATAMIENTOS PARA EVC

Actualmente se emplean en general dos terapias para el tratamiento agudo de
los EVC. Cabe mencionar que el costo de cada tratamiento es alto, donde el
costo medio es de $4408 doélares, y el rango es de $1900-$59799 dblares [32]
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El Activador de Plasminégeno tisular (tPA), descompone enzimaticamente los
coagulos. Este tratamiento es uno de los mas utilizados a nivel mundial. Sin
embargo, el tPA esta sujeto a numerosas restricciones que limitan su uso

unicamente en el 4% de los pacientes con EVC [4].

Las intervenciones endovasculares que utilizan dispositivos intra-arteriales,
también se pueden realizar para tratar los casos de EVC isquémico o
hemorragico pero son apropiadas solo para menos del 1% de los pacientes que
sufrieron EVC [6].

EL tPA es un tratamiento el cual solo puede ser aplicado hasta tres horas
posteriores a los primeros sintomas del infarto y después de la confirmacion de
que se trata EVC isquémico; otra de sus contraindicaciones son las
intervenciones quirargicas recientes de columna, hipertension, uso comun de
anticoagulantes, administraciones de heparina hasta 48 horas de anterioridad,
conteo de plaquetas menor a 100,000/mm?; asi como pacientes evaluados con

alta probabilidad de desarrollar infarto hemorragico[4].

Los tratamientos invasivos como las intervenciones endovasculares, son
técnicas utilizadas en centros de tratamiento de infarto, sin embargo requieren
de una alta infraestructura: quiréfano, TAC, RM, Unidad de Cuidados Intensivos
(UCI) y endoscopio; Asi como personal que requiere estar altamente
especializado. Las contraindicaciones para este tratamiento son: hipertension,
obesidad, confirmacion del area de oclusion y operaciones cardiovasculares

recientes|[5].
El proposito principal de los tratamientos anteriormente descritos es la
restauracion del Flujo Sanguineo Cerebral (FSC). En trabajos anteriores se ha

demostrados que una de las técnicas utilizadas para el incremento del FSC es la

14
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Estimulacion Magnética Transcraneal (TMS)[7]. En particular la estimulacion del
nervio facial ha demostrado que existe un incremento en el FSC, y ha sido
estudiado con fines de mostrar las ventajas que representa el uso de TMS con
respecto a otras técnicas como la Estimulacién Eléctrica (ES). En la tabla 1 se

resumen los resultados hallados por diversos grupos de investigacion.

Los hallazgos encontrados de los diversos grupos de investigacion se resumen
en los siguientes enunciados:

* TMS es comparable con ES

* TMS es de un uso mucho mas sencillo que otras técnicas

* TMS permite despolarizacion del tejido nervioso con ciertos parametros

* TMS aplicado a nervio facial en pacientes con espasmo hemifacial no

tiene efectos debidos a la estimulacién.

15
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Tablal. Tabla que muestra el resumen de los hallazgos de realizar TMS en nervio facial.

Autor Tipo de Sujetos Lugar de Equipo de Hallazgos
Estimulacién (E) Medicion
y Medicion (M)
Verneri F, 29 Humanos/ E: M1 Hemisferio Doppler La alta frecuencia de
Maggio F y Normales dominante. Transcranial | TMS reduce la reaccion
cols. [38] M: Corteza motor vasomotora como
primaria resultado de un efecto
secundario del control
autonomico de la
hemodinamica cerebral
Hohmann D, 20 Humanos/ E: Tronco EEG TMS comparada con
De Meester | neuroma acustico Cerebral antes ENOG muestra que es
C. y cols.[39] del canal auditivo de un 88% y un 70%
M: Corteza motor correspondientemente
primaria la reduccibn de la
amplitud de MCS.
Rimpilainen | 25 Humanos/ E: Fosa Posterior | Potenciales | TMS induce activacion
Y Pyyko I. M: Orlacularis Evocados del nervio facial y de
[40] Oris Muscle Motores acuerdo a MEP el lugar
(MEP) de activacion es dentro
del conducto auditivo
interno.
Tokimura, 5 Humanos/ E: Region Parieto MEP TMS es mas cémodo
Hiroshi, Espasmo Occipital en su aplicacion,
Yamagami Hemifacial M: Musculus muestra resultados
[41] nasalis similares ala
estimulacién eléctrica y
TMS permite la
despolarizacion del
nervio intratemporal
proximal.
Maccabee P, 5 Humanos/ E: Ipsi lateral MEP TMS resulta ser util en
Amassian V Normales nasal el diagnostico de
y cols. [42] M: Area Parieto paralisis de Bell y otras
Occipital lesiones del nervio

facial

16
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1.3 ESTIMULACION MAGNETICA TRANSCRANEAL

La Estimulacion Magnética Transcraneal (TMS, por sus siglas en inglés) es una
técnica de neuroestimulacion y neuromodulacion basada en el principio de la
induccion electromagnética en tejido nervioso. Este campo magnético puede
tener la magnitud y densidad suficiente para provocar la despolarizacion o
hiperpolarizacioén de las neuronas [9] (ver figura 3 y 4), es decir, cuando se aplica
un tren de pulsos electromagnéticos se puede modular la excitabilidad cortical,

incluso después del tiempo de estimulacion [7,8,9].

AISLANTE
H CAMPO
— MAGNETICO

CRANEO

NEURONA

ACTIVADA

Figura 3. Principio de la TMS

Principio de la TMS el flujo que se genera la antena se convierte en un campo magnético para provocar la
induccién del campo eléctrico, que estimula la actividad neuronal.
Imagen tomada de Universidad de la Laguna®), 2012.

Los efectos de la excitabilidad cortical han traido como consecuencia la

aplicacion de TMS en tratamientos para diversas patologias como lo son:

* Desordenes psiquiatricos: depresiones, manias, bipolaridad,

esquizofrenia, entre otros.
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* Desordenes neuroldgicos como: Parkinson, distonia, epilepsia, tinnitus,
tartamudeo.
* Rehabilitacion: afasia, rehabilitacion después de EVC, dolor neuropatico y

migranas.

La TMS puede ser aplicada en espiga pero cuando se aplica un tren de pulsos
es llamado Estimulacion Magnética Transcraneal repetitiva (rTMS). La TMS es
un estimulo espiga o de un pulso, donde esta puede despolarizar neuronas y
provocar efectos mesurables. Por otro lado la rTMS “...puede modificar la
excitabilidad de la corteza cerebral del lado estimulado asi como de areas
remotas que se encuentren a lo largo de las conexiones nerviosas
excitadas...”[7]. La frecuencia de estimulacion es usualmente clasificada en
“rapida” o “alta frecuencia” (mas de 1Hz) y en “lenta” o “baja frecuencia” (menos
de 1Hz) [7].

D A\ Campo
eléctrico

Campo eléctrico
inducido

Respuesta
Motora A
- > 4 —> —»
| > > —> > —
.\ /N — «
v - — A Ax6n > —>
- > »> >
A
- > 4 — > > —>
> > —> > > —>

Figura 4. Figura que explica la induccion del campo eléctrico en tejido nervioso debido a TMS

Izquierda: El flujo generado en la bobina genera un campo magnético que induce una corriente eléctrica en el
tejido, dicha corriente es de forma opuesta a la direccion del campo magnético. En medio: Esquema del flujo de
la corriente que induce un campo eléctrico y que genera cambios a lo largo de la fibra. Derecha: Un nervio
curvilineo y una corriente uniforme en el campo eléctrico las cuales se unen en la corriente transmembranal.
(Kobayashi, 2003).
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La relacion que tiene la frecuencia de estimulacion con los tejidos se explica con
la ley de Faraday en donde por induccion electromagnética, el campo magnético
induce un campo eléctrico cuya magnitud es proporcional a la tasa de cambio
del campo magnético, en donde en el caso de TMS es determinada por el
cambio de la corriente en la antena. En la clinica los estimuladores y antenas
usualmente utilizadas son entre 1.5 y 2.0 Tesla (T), el cambio producido de
corriente es por arriba de 170 A/us e induce un campo eléctrico en la corteza de
150V/m, lo cual tiene una penetracion entre 1.5 -3cm[8]. Donde todos los

parametros son ajustables de acuerdo al objetivo de la investigacion.

Los tejidos usualmente expuestos a TMS son tejidos nerviosos y huesos. En
craneo usualmente la consistencia es doblemente densa que otros huesos por lo
tanto es poco conductivo y tiene un comportamiento eléctrico de un pequefio

capacitor y no al de una resistencia [9].

La descripcion de la aplicacion de TMS en tejidos nerviosos es basada en la
geometria de la antena de estimulacion y en el tiempo de paso de la corriente.
Los nervios usualmente se modelan de acuerdo a la capacitancia y

conductancia de su membrana.

Los modelados electronicos que explican los tejidos nerviosos pueden ser: por
modelado de cable pasivo o bien por Hodkin-Huxley. EI modelado de cable
pasivo supone tres argumentos: 1) el potencial intracelular es solo una funcién
de la distancia, 2) el axoplasma se comporta de forma lineal y 3) el potencial
extracelular es despreciable. EI modelado de Hodkin-Huxley, asume una
membrana activa, en donde se tienen canales ibnicos dependientes de voltaje y

de conductancias[45]. En la figura se ilustran ambos modelos.
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Figura 5. Figura que muestra el modelo electronico de los nervios. a) modelo de cable pasivo, b)Modelo de

Hodkin-Huxley.

En a) podemos observar que el modelo pasivo contempla la resistencia del espacio intracellular como ri,
y la Resistencia de la membrane como rm. En b) el modelo e Hodking-Huxley representa a la membrane
con tres fuentes de voltaje variables y conductancias dependientes del tiempo. (Bradley, 1990)

Donde el desarrollo de las ecuaciones que describen el circuito, en cada uno de

los modelos es de acuerdo a la notacién de Bradley[45].

Por otro lado la bobina que induce el campo magnético trabaja bajo las leyes de

Faraday, el circuito que modela de forma mas béasica un equipo de TMS esta

compuesto por al menos un condensador,

descargal46].
P

un circuito de carga y de

s 1
<V> Circuito

D

. Condensador
almacen de
energia

Bobina de
estimulacion

Interruptor
Thyristor

Figura 6. Modelado basico de un sistema de TMS. (Pascual, 2008)
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La ley de Faraday describe cuantitativamente el fenbmeno del campo
magnético y del campo eléctrico dependientes del tiempo. Segun sus hallazgos,
la variacion del flujo magnético en algun circuito produce una corriente inducida
(Fuerza Electromotriz, FEM )[47].

Dicha ley esta descrita de la siguiente forma:

4,
dt

donde

@

B isel Aujo magnético que atraviesa el drea delimitada por el cireuito.

La FEM inducida esta definida como la circulacion de este campo a lo largo del

contorno:
E= §E dl
C

dl

Figura 7. llustracion del comportamiento de induccién electromagnética

En la figura se esquematiza la situacion para un circuito formado por una tnica espira
situada dentro de un campo magnético variable.
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En las ecuaciones del campo magnético y de la FEM podemos observar que
existe una relacion directa entre ellas. Lo anterior fue observado por Faraday y
se logro describir una relacion integral entre los campos eléctricos y magnéticos.

Esta relacion se describe en la siguiente ecuacion:

d
jSCE-dlz—aLB-dS

Donde S, es la superficie sobre la cual se calcula el flujo, dicha superficie estara

delimitada por el contorno C.

Con los conceptos de induccidn electromagnética y los modelos de nervio,
podemos introducir las ecuaciones de Maxwell que describen la relacion entre
estos dos. Sin embargo se tienen que considerar que no existe la propagacion
electromagnética en el entorno. Cohen [48] determina que el campo eléctrico
inducido puede ser expresado como el producto de una funcién de tiempo y
espacio. Sin embargo la literatura [46] menciona la problematica de que al existir
dos tipos de tejido en donde su conductancia y resistencia es diferente, esto
producira un gran impacto en la magnitud del campo eléctrico. A demas de que
la localizacion y el tiempo de estimulacion depende de los componentes
mencionados como lo son: la localizacion del nervio, la posicion y geometria de

la bobina, y la resistencia de los tejido[45].

Los estudios reportados en la literatura indican que la medicion de los efectos de
TMS se realizan principalmente por medio de Doppler Transcraneal y Electro
Encefalograma (EEG)[9,19]. Sin embargo también se reporta que se han tenido
dificultades al obtener mas datos y que los equipos han tenido problemas de

interferencias con el estimulador[9,10].

Dentro de la literatura, el lugar de estimulacién es crucial al momento de la

medicion del efecto de la TMS[10]. En perros y ovejas normales bajo anestesia,
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la estimulacion se enfocd en el segmento temporal del nervio facial, mostrando
gue usando técnicas para la medicion de perfusion, como lo son Doppler y RM,
la respuesta del incremento o decremento de la perfusion depende de la
estimulacion realizada (potencia, frecuencia y localizacion). Los experimentos
evaluados por medio de RM han mostrado ser reproducibles y lo suficientemente

sensibles a la medicidn de los cambios de perfusion[11,12].

1.4 NERVIO FACIAL

El nervio facial o VII par craneal es un nervio mixto, fibras eferentes ( motor y
vegetativo) y fibras aferentes (sensitivo y sensorial). Nace en tallo cerebral justo
entre el puente troncoencefalico y el bulbo raquideo. Controla los musculos de
expresion facial asi como el sabor en los dos tercios anteriores de la lengua.
También suple inervacion preganglionar parasimpatica a varios ganglios

nerviosos de la cabeza y el cuello[33].

Uno de sus segmentos es el intracanalicular, en este las fibras motoras y las
glosopalatinas estan agrupadas en la parte aterior-superior del canal auditivo
interno (CAI) donde las fibras motoras cubren las fibras sensitivas e invaginan en

el ganglio geniculado[34].

El ganglio geniculado esta localizado en el hueso petroso[35]. Inerva con fibras
somaticas y componentes parasimpaticos del nervio facial y envia fibras que
inervan en la glandula lagrimal, glandula submandibular, glandula sublingual,
lengua, paladar, faringe, meato auditivo externo, estapedio, vientre posterior del
musculo digastrico , musculo estilohioideo y musculos de la expresion facial. Asi
mismo una de las conexiones es con el contingente simpatico que es derivado

del par craneal IX para formar el nervio del conducto pterigoideo [35].
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La conexion que el ganglio geniculado establece con el par craneal IX (nervio
glosofaringeo) permite hacer una sinergia con el par craneal X ( nervio vago). El
nervio vago contiene fibras mixtas donde actian nervios parasimpaticos y es

donde finalmente el sistema nervioso parasimpatico se ve involucrado[34].
El sistema nervioso parasimpatico es sensible a la estimulacion del nervio vago,

en donde, dependiendo del tipo de estimulacibn este se puede activar o

desactivar dando paso a la accion del sistema nervioso simpatico[36].
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Figura 8 : Figura que muestran la localizacion anatémica de el nervio facial y sus conexiones asi como la
localizacion del ganglio geniculado.

Arriba: Imagen que muestra la anatomia del nervio facial asi como sus conexiones con el par craneal IX, y la
localizacién del ganglio geniculado. Abajo: Conexiones de algunos pares craneales con los érganos asi como su
accion de acuerdo al sistema nervioso simpdtico y parasimpatico.

Imdgenes tomadas de Universidad de la Frontera, 2013.
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1.5 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una poderosa técnica de
investigacion de propiedades quimicas vy fisicas a nivel molecular. La RMN se
puede explicar cobmo la interaccidon que tienen las particulas que poseen una
propiedad llamada “spin”, con un campo magnético externo (B0). Este fenbmeno

fue descubierto por Bloch y Purcell en 1946[12].

La RMN mide la absorcion de la radiacion electromagnética de 4-900MHz en la
cual participan los nucleos de los atomos de hidrogeno. Para que en los nucleos
se formen estados de energia que hagan posible la absorcion, es necesario

colocar la muestra para analisis en un intenso campo magnético.

En la mecanica clasica, un objeto que tiene un movimiento circular con cierta
frecuencia produce un momento angular (p) perpendicular al plano donde se
mueve. Si suponemos que este objeto tiene carga eléctrica, y que crea una

corriente eléctrica; ésta corriente genera un momento magnético (u)[44].

n

Figura 9. Figura que muestra el momento angular del protén.

Figura que muestra el momento magnético del protdon, cuando es sometido a un campo magnético externo de
alta intensidad
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El proton tiene una frecuencia giromagnética fundamental en su estado libre.
Cuando se introduce dentro de un campo magnético externo (BO) lo
suficientemente intenso para cambiar la frecuencia de su momento magnético, el
proton sufre un cambio de frecuencia. A este efecto se le conoce como

precesion a la frecuencia de Larmor:

wo =Y By

donde:
wo = frecuencia de Larmor [MHz]
y = razbén giromagnetica del protén de Hidr6geno [42.58 MHz/T|

B, = intensidad del campo externo [T]

Sin embargo cuando se utiliza la frecuencia de Larmor para generar un campo
magnético (B1) en una direccion diferente a BO el nucleo al someterse a B1, se
vera forzado a seguir la direccion de este nuevo campo. Cuando el proton se
encuentra en este nuevo campo tendremos un fenomeno llamado magnetizacion
transversal o Mxy. Esta sefal sera recibida por la antena. Sin embargo, B1 es
temporal y cuando desaparece, el protdbn buscara regresar a su estado basal,
gue sera la direccion de B0O. Entonces sera medido el proceso por el cual llega a
su posicion original. Dos procesos son los que se ven involucrados: la relajacion
longitudinal (T1) y la relajacion transversal (T2). A este efecto se le conoce como

el Decaimiento de Induccion Libre (FID, por sus siglas en inglés).

En la siguiente imagen se muestra el diagrama de flujo que se ve involucrado en
la RMN asi como los dos principales productos: Imagenolégia por Resonancia

Magnética (IRM) y Espectroscopia por Resonancia Magnética (ERM).
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CAMPO MAGNETICO RADIOFRECUENCIA

Nucleos de
Hidrégeno H-1

'

Absorcion energética: RESONANCIA

'

Liberacion energética: RELAJACION

.

Senal RM

— ~~

Imagen (IRM) <« » Espectroscopia (ERM)

»

Figura 10. Figura que muestra el diagrama general de la generacion de sefales de la resonancia magnética

En la figura se puede observar que la interaccién del campo magnético y de la radiofrecuencia con los
niicleos de Hidrogeno, provocan los efectos de resonancia y relajacion(T1, T2), donde dicha sefial al
ser tratada con andlisis de Fourier se genera imagines o sefiales de espectroscopia.

Una de las aplicaciones mas importantes de la RMN es la obtencion de
imagenes en sistemas biologicos in vivo. Los datos de excitacion de las
moléculas (principalmente protones de Hidrogeno) de objetos sélidos o
semisolidos con pulsos de radiofrecuencia se someten a una transformacion de

Fourier y se convierten en imagenes bidimensionales del interior del objeto.

La calidad de las imagenes de resonancia depende de varios parametros como
los tiempos de relajacion Tl y T2, la densidad de los nucleos resonantes y la
actividad de las particulas en la estructura molecular de la muestra estudiada,

asi como las secuencias de pulsos y los tiempos de eco, entre otros[49].

Los tiempos de relajacion Tl 'y T2, son fundamentalmente los tiempos en que se

mide la rapidez de recuperacion de los spines después de ser sometidos a
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perturbaciones por sefales de radiofrecuencia. Estos tiempos de relajacion (o de
cualquier nucleo resonante) son completamente dependientes del resto de los
atomos que los rodean, ya que estos modifican sus caracteristicas de
movimiento fisico en relacién con su entorno, midiéndose mediante el tiempo

de relajacion longitudinal (T1) y el tiempo de relajacion transversal (T2).

El tiempo de relajacion T1 corresponde al tiempo que se requiere para lograr una
realineacion del spin con el campo magnético externo. Es decir, es el tiempo en
que tarda el componente longitudinal en llegar al 63% de su valor inicial. T1
informa que tan rapido el movimiento del spin puede emitir la energia absorbida
al medio circundante. Este tiempo es dependiente y especifico al tipo de tejido
en el que se encuentren inmersos los protones. La relajacion longitudinal tiene la
forma de una exponencial creciente regulada por una constante de tiempo

llamada T1 (ms), que caracteriza su recuperacion.

El tiempo de relajacion T2 se refiere al decaimiento de la magnetizacion
transversal que acompana a la recuperacion de la magnetizacion longitudinal
(durante T1) y esta determinado por la interaccién entre protones, en el cual, los
spines se anulan entre ellos al desfasarse. T2 se define entonces como el
tiempo en que tarda la componente transversal en decaer al 37% de su valor
inicial y es también dependiente y especifico del tipo de tejido en el que se

encuentran inmersos los protones.

Existen varios parametros técnicos con los que se planean las secuencias
pueden modificarse para lograr un contraste diferente entre los tejidos, es decir,
informacion acerca de su T1 o de su T2. Los mas comunmente manipulados
son: el tiempo de repeticion (TR), el tiempo de eco (TE) y el angulo de deflexion

de la magnetizacion (¢).
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Figura 11. Grafica del comportamiento de T1y T2

Relacion y comportamiento entre T1y T2, y los tiempos de repeticion (TR) y de eco (TE).
(Galvez, 2005)

Una de las ventajas del uso de IRM en el ambito clinico en comparacion con
otras técnicas imagenologicas es la no exposicion del sujeto a radiacion
ionizante, ademas de que puede proveer imagenes de alta resolucion y con

diferentes tipos de contraste.

Es por estas caracteristicas que la IRM ha tenido un gran impacto clinico y en la
investigacion. Dentro de las guias clinicas para el diagnostico y tratamiento del
EVC se menciona que el uso de la IRM puede reemplazar las imagenes
obtenidas en TAC; por lo contrario un estudio de TAC siempre debe de ser
complementado por estudios de MRI, segun el protocolo dictado por “American

Stroke Association”, en los Estados Unidos[14].

En los protocolos imagenoldgicos de resonancia magnética para la deteccion de
EVC, se utilizan secuencias spin-eco, debido a su sensibilidad y especificidad al
momento de la diferenciacion de tejidos (sanos, hemorragicos, cancerigenos,
etc). Las secuencias utilizadas son tipicamente: T1 ponderado (T1-W), T2
ponderado (T2W), Eco Spin Rapido (FSE), Inversion Recuperacion (IR),
Atenuacion de Fluidos con Inversion Recuperacion (FLAIR), T2 gradiente eco

(T2 gradient echo) y T1 contrastado [1]. Adicionalmente, se pueden aplicar otras
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técnicas de IRM que proporcionan distintos tipos de informacion.

Las angiografias por RM (ARM) son imagenes que permiten la visualizacion
vascular del area en donde se esta realizando el estudio. La ARM es un estudio
gue en comparacion con las angiografias normales no requiere de medio de
contraste. Normalmente son indicadas para la deteccidbn de las oclusiones

intravasculares.

La difusion por RM es una técnica que se basa en el movimiento Browniano de
las moléculas de agua[15], que en EVC hemorragico provoca un exceso de agua
en el liquido intracelular o edema citotoxico. En este tipo de imagenes el tejido
isquémico aparece brillante en comparacion con tejido normal. Las imagenes
obtenidas para la medicion de difusidbn nos brindan la posibilidad de realizar
mapas de Coeficiente de Difusion Aparente (CDA), sin embargo se reporta que
su visualizacion puede ser hasta cuatro o cinco horas después del EVC. EI CDA
se va incrementando a los tres o cinco dias y vuelve a su estado basal de una a

cuatro semanas[15].

La medicion de la Perfusion por RM (PRM) usa secuencias de Imagenologia Eco
Planar (EPI) para su obtencion y se utiliza para la identificacion de areas de
isquemia reversible (penumbra). El principio de la PRM es que al pasar un
agente de contraste a través de los capilares cerebrales, este causa una perdida
de la senal de forma temporal. Por lo tanto la técnica implica una forma
hemodindmica tiempo-senal de la curva. En la figura 3 se describe la curva
formada por PRM[16].

Existen otras técnicas que usualmente no son usadas para protocolos de

diagnoéstico de EVC, como la son medicion de fluo (Q-FLOW ® ) vy

espectroscopia por resonancia magnética (ERM).

Q-FLOW® es la cuantificacion de los efectos del flujo que afectan la fase del

spin, por lo cual mide la diferencia de los “tejidos” en movimiento con respecto a
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los estacionarios. Esta técnica sirve para calcular un mapa de velocidades o
flujos medidos en el tiempo y en el mismo plano. Una vez que se adquieren
secuencias de flujo, se hace una substraccion de fase, esto crea un Diagrama de
Intensidad-Tiempo (TID, por sus siglas en ingles) para que se calcule el flujo en
mililitros por segundos (ml/s) o la velocidad en centimetros por segundo (cm/s).
Dentro del software utilizado para un post-procesamiento se requiere la
utilizacion de una Region de Interes (ROI, por sus siglas en ingles) en donde el

resultado es la suma de los desplazamientos de la fase que comprende la ROI

normalizado con el tamafno de la ROI, es decir la media del flujo o velocidad[37]

Figura 12. Grafica de perfusion por RM.

Grafica resultante de la perfusion por Resonancia Magnética. En el eje de las abscisas tenemos las secuencia
dindmicas en segundos, en el eje de las ordenadas la intensidad lineal. En donde TTP-Tiempo al pico, es el
tiempo del inicio del scan hasta la mdxima atenuaciéon, MTT- Media del tiempo, es el tiempo que le toma al bolo
de contraste pasar desde la arteria hasta la circulacién venosa. NI es el drea de MTT que se asume simétrica y
es una medida relativa del flujo cerebral.
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1.6 ESPECTROSCOPIA POR RESONANCIA MAGNETICA (ERM)

Una ERM puede ser realizada sobre distintos nudcleos, como lo son el
Hidrogeno('H),Carbon-13(*3C), Fésforo (*'P) y sodio (*®*Na). Cada uno de estos
aporta informacion relevante de acuerdo a lo que se busca observar. Para cada
nucleo es posibles detectar una cantidad importante de metabolitos de forma
simultanea. El *'P nos brinda informacién acerca de metabolitos energéticos
importantes, tales como: pH intracelular y concentracion de magnesio
principalmente. Ademas es importante mencionar que esta técnica es posible
llevarla a cabo in vivo lo cual nos permite hacer estudios del mismo sujeto en el

tiempo([12].

Fosfocreatina
.

Ib g 6 -’5 -TO "5 -éo .2'5 ppm

Figura 13. Localizacién de los principales metabolitos de ¥p

Localizacién tipica de principales metabolitos de espectroscopia por Resonancia Magnética de
31P, en cerebro de rata.
(De Graff, 1998)

33



Ing. Andrea Garcia Quintanar
UAM-Iztapalapa

Dentro de los metabolitos que el ERM de *'P es capaz de detectar se

encuentran los picos de Adenosin Trifosfato (ATP), alfa («), beta (8) y gamma

(y), localizadndose a -7.52, -16.26 y -2.48 ppm correspondientemente, por otro
lado la deteccidon del pico de Pi, localizado a 5.02 ppm. En la figura cuatro se

muestra la posicion de los picos anteriormente mencionados.

Independientemente de la resonancia del pico de fosfocreatina (PCr), la
resonancia del ATP es también sensible a los enlaces de las valencias de los
cationes, especialmente a los del Magnesio (Mg®*). Las resonancias B Y y-ATP
muestran un cambio en su desplazamiento quimico cuando las concentraciones
de magnesio cambian. El desplazamiento quimico de la resonancia de «-ATP
muestra que no existe una dependencia a los enlaces de Magnesio. En la

siguiente ecuacion 1 de puede ver la relacion anterior:
MgATP?~ 2 Mg?* + ATP*~  Ecuacion 1
Con la correspondiente constante de disociacion:

Mg?*]|aTP*~ 9
KD,MgATP = % Ecuacion 2
Sin embargo la diferencia del desplazamiento quimico de las resonancias entre
ay B-ATP (o y) pueden ser utilizadas para estimar la concentracion de
magnesio libre intracelular (CML) . Siguiendo la notacion de Gupta [43], la CML

puede ser calculada como

[Mgz+] = KD,MgATp(Xf_l - 1) Ecuacién 3
donde
ATP
= 1ATPY Ecuacion 4
[ATP);

Donde X;es la relacion del ATP total contra el instantaneo.
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La fraccion de Xr de ATP libre contra el total de ATP puede ser expresado en
términos de la diferencia del desplazamiento quimico entre las resonancias de a
y B-ATP de acuerdo a:

Ainvivo—BmgaTp
X, = —2 =90 Ecuacioén 5
s Amgarp—Aarp

Donde Aiwvivo €S la observacion, in vivo es la diferencia del desplazamiento
quimico de las resonancias de a 'y B ATP. Augate Y Aatp representan la misma
diferencia del desplazamiento quimico entre el ATP consumido y el libre,

respectivamente.

1.7 NEURONAVEGACION

Los modelos existentes abarcan gatos, ratas y borregos pero en ninguno de
estos modelos se han combinado la estimulacion del nervio facial y la medicion
de la perfusion por medio de RM. Los efectos causados por TMS resultan ser
altamente sensible a la localizacion de la estimulacion, y aunque se han
demostrado los buenos resultados de la estimulacidon del nervio facial, es

imperativo que la localizacion de éste sea lo mas exacto posible[18].

Una de las técnicas para lograr una buena localizacion es la neuronavegacion.
Esta es una técnica utilizada desde hace algun tiempo para la realizacion de
procedimientos quirdrgicos neuroldgicos. Este es un sistema que consta del
registro de imagenes tomadas con anterioridad con respecto a la nueva posicion
del paciente logrando con eso sincronizar en tiempo real la posicidbn con la
anatomia. Proveyendo un asistente computacional al momento de realizar algun

procedimiento.

La neuronavegacion facilita la localizacion del nervio facial (ganglio geniculado).

El nervio facial es el séptimo de doce pares de nervios craneales. Este emerge
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del tronco cerebral entre el puente de Varolio y la medula, y controla los
musculos de las expresiones faciales, y las funciones de transporte de las
sensaciones del gusto de los dos tercios anteriores de la lengua. También
suministra fibras parasimpaticas pre ganglionares y los ganglios del
cuello[18,19,20].

En la figura 14 se muestra la localizacién del VIl par craneal. Como se observa
este se encuentra muy cerca del oido y tiene grandes ramificaciones. Sin
embargo se cuenta con los ganglios que sirven como conducto para la
transmision de los potenciales de accion. El ganglio geniculado esta localizado

justo detras de la céclea.

1. Hervio olfatorio 8. Hervio acustico

Oifato o vestibulococlear
= e . Sentido del oido y

2'.".?“"0 Opdico del equilibrio

Vision

9. Hervio glosofaringeo

Sentido del qusto y
sensaciones de 1a garganta

3,4,6 Hervio oculomotor, )/
troclear, abductor o
oculomotor externo
Movimientos oculares

5. Hervio trigémino

Sensaciones facialesy
movimiento mandibular

7. Hervio facial

Expresion facial y N
sentido del qusto 10. Hervio vago
Respiracion,
circulacion,

y digestion

11. Hervio accesorio espinal

Movimientos del cuello
y misculos dorsales

12. Hervio hipogloso
Movimientos de 1a lengqua

Figura 14. Localizacion anatémica de los pares craneales

Imagen que muestra la localizacién anatémica de los 12 nervios o pares craneales, asi como la descripcién del
control de cada uno.
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Actualmente la implementacion del procesamiento de imagenes y la
neuronavegacion en los modelos de ACV para la evaluacion de nuevos sistemas
de tratamiento y/o diagndstico son importantes para encontrar nuevas formas de
prolongar el tiempo para la toma de decisidbn de tratamiento y poder tener

mayores probabilidades de recuperacion [24,25].

1.8 PROTOCOLO PILOTO DE EVC CON TMS EN OVEJAS

1.8.1 RECURSOS MATERIALES

Los experimentos fueron realizados en el Centro Nacional de Investigacion en
Imagenologia e Instrumentaciéon Medica (CI3M) que es un Laboratorio Nacional,
financiado por partes iguales por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(CONACYyT) y la Universidad Autbnoma Metropolitana (UAM). Cuenta con dos
laboratorios de resonancia magnética con equipos de 3T para humanos y 7T
para pequefas especies; un quiréfano experimental equipado para todo tipo de
intervenciones en animales de experimentacion, un laboratorio de
instrumentacion equipado para el desarrollo de sistemas y equipos y un
laboratorio para radiologia donde hasta hace poco se tenia la instalacion de dos
tomografos que se han dado de baja para albergar al equipo de fluoroscopia
(rentado en la actualidad) y los equipos de estimulacibn magnética transcraneal
y el sistema de neuronavegacion (proporcionados por Lake Biosciences) que se
han empleado para los estudios del proyecto que se presenta. Adicionalmente
hay espacios para albergar a los estudiantes e investigadores del CI3M. Todos
los espacios cuentan con la proteccion requerida y cumplen las normas para la
operacion de los equipos en cuestion (proteccion radioldgica y aislamiento

electromagnético).

1.8.2 MODELO EN OVEJAS

Por tratarse de una propuesta de modelo animal, se escribié un protocolo para la

revision del comité de ética de la Division de Ciencias Béasicas e Ingenieria
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(CBI). Asi mismo se montaron 2 modelos en proyectos piloto con el fin de
obtener resultados preliminares que sustentaran el principio de la hipétesis y con
el fin de determinar cual de los modelos funcionaba mejor de acuerdo a la

infraestructura material y humana con la que cuenta el CI3M.

Para la descripcion del proceso metodoldgico en la siguiente figura se muestra
un esquema general de lo que se busco para lograr la comprobacion de la

hipotesis

Toma de imc’l_genes Toma de imagenes Toma de imagenes
de Base Line Post-stroke Post-Estimulacion

Preparacién 1 l "O . I

T=0 T=30 T=60

— 30 minutos
T | LN

Anestesia

-
g
]

3
E
7
w

Accidente ] )
Isquemico Neuronavegacioén Sacrificio

Figura 15. Linea de tiempo para el protocolo de ovejas

Imagen que muestra la linea de tiempo programada a seguir para el primer modelo montado en ovejas.

Este primer modelo animal se realizo con ovejas de raza Rambouillet. Dos
ovejas de 80 kg fueron anestesiadas por via arterial y estabilizadas en posicion

supina. Una vez preparados se transportaron al cuarto de RM.

Una de las caracteristicas de las RM aprobadas por la Food Drug Administration
(FDA) y demas organizaciones es el tamafo del tunel, este debe de ser de 80
cm de diametro, asi que una de las complicaciones que se presentaron en este
primer modelo fue la posicibn adecuada para la toma de imagenes dentro del
tunel de la RM. Una oveja tiene aproximadamente 100 cm de altura de pezuhas
a orejas, y aunque se doblaron las patas para un mejor acomodamiento, este
dobléz provoco oclusion de la via intravenosa para la administracion de Propofol

como anestesia[25].
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Otro de los problemas denotados en este modelo es propio de la posicion en la
que se encuentra el animal, por tratarse de animales rumiantes se da una
acumulacion de gases en la zona abdominal por lo tanto era necesario detener

la secuencia de la RM para poder extraer los gases acumulados.

Por las complicaciones anteriores se decidid montar el protocolo en otro tipo de
animal. Dentro de la revision de modelos animales existentes para EVC, nos
encontramos un modelo canino que ha resultado altamente repetible y de facil

manejo.
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2. HIPOTESIS

Una combinacion de secuencias de resonancia magnética permiten una

cuantificacion reproducible de los cambios en perfusion y el dafio isquémico en

tejido cerebral en un modelo de EVC isquémico agudo, donde se produce el

EVC vy el tiempo de aplicacion de tratamiento no es mayor a 2 horas. Dicha

combinacion nos permite validar nuevos tratamientos para EVC.

La medicion de la perfusion por Resonancia Magnética es una
herramienta util y de facil reproduccion, para la corroboracién del
incremento de la perfusion debido a la estimulacion magnética
transcraneal del nervio facial.

El flujo en las carétidas externas se ve aumentado debido al efecto
de la vasodilatacion por la estimulacion del nervio facial y es
persistente en el tiempo con respecto al grupo no estimulado.

La medicion del metabolismo a través de la relacion ATP/P total
revela un incremento del metabolismo post infarto y post

estimulacioén, en comparacion con el grupo control.
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3. OBJETIVOS

Lograr que a partir de una caracterizacion de la perfusion cerebral resultante de
la aplicacion de un tratamiento para EVC isquémico se realice una cuantificacion

reproducible de los danos en tejido cerebral.

. Evaluar la perfusion a través de secuencias de perfusidon con medio
de contraste. Los resultados esperados son la perdida de perfusion
después del modelo de EVC agudo y la ganancia de perfusion
después de TMS.

. Cuantificar la medicion de velocidad de flujo sanguineo en
carétidas internas y externas por medio de secuencias Q-FLOW
antes y después del modelo de EVC agudo, cuya medicion

después de TMS sustenta mejora el flujo en el modelo.

. Compulsacidon en ambos grupos ( estimulado y control) de la
medicion de *'P de region isquémica a lo largo de las ventana de

tiempo.
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4. METODOLOGIA
4.1 TRATAMIENTO DE LOS ANIMALES, MODELO CANINO

Perros adultos sanos de raza mixta entre 15 y 37 Kg fueron obtenidos del
bioterio de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla. Los sujetos fueron
seleccionados y cuidados de acuerdo a las normas mexicanas[26]. Asegurando
el acceso de agua y comida ad libitum hasta 8 horas antes del procedimiento;
donde comida fue restringida. La figura 16 muestra la flecha en el tiempo de la

metodologia utilizada.

La anestesia utilizada fue inducida via inyeccidn intramuscular con Zoletil
(7mg/kg), propofol (2.5 mg/kg) y fentanil (2 pyg/kg) y se mantuvo con propofol
(10mg/kg/hr) via intravenosa. Los perros fueron intubados después de la
induccion y ventilados de forma mecéanica durante todo el procedimiento. La
concentracion de exhalaciéon de CO fue monitoreada por gasometria y ajustada
en caso de alteraciones causadas por el procedimiento. Por otro lado, un catéter
intravenoso fue colocado en la arteria femoral para la monitorizacién continua de
presion sanguinea y frecuencia cardiaca, otro catéter fue colocado en la vena
femoral para el abastecimiento de fluidos. La temperatura corporal fue

monitoreada via termémetro rectal.
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Figura 16. Linea del Tiempo para el protocolo canino

Imagen que muestra la linea tiempo del modelo canino, esta linea de tiempo es hasta 60 minutos post
estimulacién, sin embargo, fue prolongada hasta 90 minutos en solo algunos sujetos experimentales. Ver anexo 1

4.2 INDUCCION DE EVC ISQUEMICO

El EVC isquémico fue inducido en un total de 18 animales, por medio de
inyeccion de coagulos autblogos dentro de la arteria carétida interna [( sin
distincion de lado) usando un catéter intravascular de 0.035” via arteria femoral,
bajo angiografia por Rayos X. Los coagulos fueron preparados con 20 ml de
sangre autoéloga, en jeringas de 1 ml y mantenidas a 4C por 48 horas antes del
procedimiento[25]. La oclusién arterial fue confirmada por medio de fluoroscopia
con mapeo y substraccion digital, (ver imagen 17). Se uso como contraste
sulfato de bario para asegurar el bloqueo de flujo se encontraba en la arteria
media cerebral (AMC), la perdida de FSC es confirmado después de la oclusién
en la AMC, después de una segunda toma de imagenes por fluoroscopia, 30
minutos después de la primera. De los 18 sujetos, se excluye a uno debido a no
existir cambios en FSC, y poco bloqgueo en AMC. Después de este
procedimiento los animales fueron transportados al cuarto de RM para realizar

las secuencias de referencia, perfusion y angiografia[27].
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Figura 17. Imagenes de fluoroscopia y resonancia antes y después de EVC

Sustraccion digital y Angiografia por Resonancia Magnética, imdgenes representativas de un perro antes (A,C)
y después de infarto (B,D), correspondientemente. La fecha indica el sitio de oclusién después de la inyeccion del
coagulo autologé.

La posicion y colocacion del animal resulto importante al momento de realizar las
secuencias de resonancia y la estimulacion, es por esta razén que se disefio una
camilla paramagnética para poder conservar la posicion y poder realizar la
transportacion del animal de un cuarto a otro. Una serie de 6 capsulas de
vitamina en gel fueron colocados con pegamento alrededor de la cabeza para
ser usados como marcadores para la neuronavegacion. Imagenes de T1W y
T2W fueron tomadas como imagenes de referencia para la neuronavegacion.
Estas imagenes se utilizaron para la localizacion de los marcadores, del ganglio
geniculado y de la raiz del nervio facial [18]. Se posicion6 la antena del
estimulador encima de la oreja con ayuda de la guia del neuronavegador (Brain

Science Tools®), Holanda), y la antena fue fijada en esa posicion con ayuda de

un brazo mecéanico durante toda la estimulacion. En la figura 18 se muestra el

equipo utilizado.
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4.3 NEURONAVEGACION EN EL MODELO

La neuronavegacion fue basada en una serie de 5 marcadores localizados
alrededor de la cabeza del sujeto con el fin de ser identificados con imagenes de
resonancia T1W. Realizando un registro de las coordenadas espaciales
encontradas de los marcadores con las coordenadas del objetivo de

estimulacioén, identificado con las imagenes T2W.
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Figura 18. Equipo de Neuronavegacion

Izquierda: Imagen del equipo de estimulacion utilizado. Derecha: Antena de TMS.

El sistema crea una reconstruccion en 3-D de la cabeza del animal. Un
transductor de posicion en la antena de estimulacion es colocado de tal manera
gque mediante la reconstruccidbn es posible posicionar la antena apuntando
directamente al centro del objetivo a estimular. La identificacion del ganglio

geniculado fue mediante la localizacion de los canales semiculares, ya que se
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encuentra de forma anterior y superior a estos, lateral e inferior a la cdclea y en
medio del canal auditivo. El ganglio geniculado fue usado como objetivo, y la
linea entre la raiz del nervio facial y el ganglio geniculado fue usado para la

alineacion del eje de la antena de estimulacién[10].

Estos experimentos usaron una antena de estimulacion de 174 x 94 x 41 mm en
forma de 8, con un didmetro interno de 35mm y externo de 75 mm y un
devanado de 12 mm contando con 2 devanados de 2 x 5. La estimulacion
consistio de pulsos bifasicos a 1.5 T de 280 p seg de duracion con una
frecuencia de 10 Hz a 5 minutos[22]. Dichos parametros se aplicaron de acuerdo
a parametros antes determinados dado su eficacia en la estimulacion del ganglio
geniculado [10]. Inmediatamente después de la estimulacion, se realizo el

traslado al cuarto de RM para la continuacion del protocolo .

4.4 PROTOCOLO IMAGENOLOGICO

El protocolo imagenoldgico consistid en una toma de secuencias a diferentes
tiempos; linea de base (LB), Post-Infarto (Pl), Post-Estimulaciéon (PEstim), 30
minutos después de la estimulacion (T=30), 60 minutos después de la
estimulacion (T=60) y hasta 90 minutos después de la estimulacion (T=90), solo

para algunos sujetos. Las secuencias realizadas se presentan en el anexo |l.

Todos los escaners de RM fueron obtenidos usando un equipo Philips®Achieva
3T MRI y una antena SENSE®de 8 canales. TIW y T2W del cerebro fueron
obtenidos usando la misma geometrica para la facilitacion del registro, con 25
rebanadas en coronal y con 230mm de Campo de Vision (FOV, por sus siglas en
ingles). Las imagenes T2 usaron secuencias Multirebanda de Eco Spin Rapido.
Para las imagenes de perfusion se uso la secuencia PRESTO de Philips® la
cual consiste de 40 imagenes dinamicas Contraste de Fase por rebanada, con
repeticion cada 1.6 s, después de la inyeccion de agente de contraste (gadolinio:
gadopentato dimeglutina 0.5 mmol/ml) de 8 cc seguido de 15cc de solucion

salina.
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Figura 19. Localizacion del ganglio geniculado

Abajo: Imagen que muestra la localizacién del ganglio geniculado dentro del sistema auditivo; Arriba, su

localizacién en imdgenes de RM. (Borsody, 2011)
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En resumen

las secuencias

especificaciones:

fueron

generadas

las

siguientes

Tabla 2. Tabla de las especificaciones de las secuencias de resonancia magnética utilizadas

Secuencia TR/TE ms FLIP ANGLE ° | FOV mm Otros

T1_3D_TFE 7.8/3.8 8 250

T2W 2500/384.4 90 231.1

PRESTO 17/25 7 230

MIP 3D_PCA | 15.6/4.2 7 150

ASL 4000/20 40 230 30 Scans Din

2D_QFLOW | 5.6/3 10 300 20 Nr Fases

DWI Sense 2419.2/69.8 90 230 4 Nr Direc.

3D_PCA 16.2/4 7 150

P31 Spec 4500/.1 AP/RL/FH
50/25/50
NSA 128

Para el andlisis de perfusion; los mapas fueron calculados usando el software de
Philips PRESTO. De las 25 rebanadas obtenidas 5 mapas fueron calculados
para cada una, y se usaron los mapas de INDEX. El andlisis se centro en las
rebanadas de las 10 a la 14, correspondientes al centro del cerebro y donde el

ACV isquémico estaba localizado.

Para perfusion se realizaron dos tipos de andlisis. Un primer andlisis fue usando
las imagenes de T2W como imagenes de referencia para poder realizar un
registro con las imagenes de perfusion. De esta forma es posible crear una
mascara del cerebro y poder identificar el segmento de interés en las imagenes
de perfusion. El registro fue de tipo manual, escalado-rotado y con la seleccion

de la calidad del registro en preciso. Una vez localizado y segmentado
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unicamente el cerebro, se dibujaron dos regiones de interés (ROI’s) cuadradas
(20x 20 mm), ubicadas en lado izquierdo y derecho de cerebro ( lado isquémico
y no isquémico) y posicionadas en la misma referencia anatbmica. Posterior a
esto se calculo el promedio del indice de perfusion en cada ROIl. Para la
eliminacién de las variaciones de scan a scan se normaliz6 el lado no isquémico
contra el lado isquémico en cada uno de las rebanadas. Después de esto se
calcul6 el promedio de la normalizacion del indice de perfusion por tiempos, es
decir las 5 rebanadas de BL, las 5 rebanadas de PS, etc. Posteriormente se
compard el grupo control contra el grupo de estimulacion usando Welch T-Test

cada punto de la linea del tiempo.

Figura 20. Figura que muestra la colocacion de las ROI’s en imagen de PRM cerebral.

En esta figura que puede observar que el tamarfio de cada ROl es igual a la otra 20x20 mm, adema de
estar colocadas una del lado derecho y otra del lado izquierdo. Ademds de resaltar que tomas las ROI’s
siempre se localizaron dentro del drea de cerebro y nunca fuera de esta drea

El segundo analisis consistié en la realizacidon de un registro con imagenes de




Ing. Andrea Garcia Quintanar
UAM-Iztapalapa

referencia de T2W, para asegurar que el area era toda la que correspondia al
cerebro se realiza una segmentacion basada en los contornos usando el
algoritmo de Snakes en el software de ImagedJ, con 3 iteraciones y un umbral de
gradiente de 5. Posterior a esto se establecieron umbrales para lograr la
localizacion de 3 tipos de tejido, umbra (tejido de muy baja perfusion), penumbra
(tejido de mediana perfusion) y tejido sano. Esta denominacién se propone de
acuerdo a la clasificacion existente, sin embargo por tratarse de un estudio en
agudo no existe una terminologia que clasifique el tejido dinamicamente. Los
umbrales se seleccionaron del analisis del minimo y maximo del indice de
perfusion encontrados. Para la umbra se eligido el maximo de los minimos de las
rebanadas y se aplico a todos el mismo umbral, la penumbra se eligi6 como la
media del indice de perfusion y el tejido sano fue el indice restante[28, 29]. Lo
anterior nos arroja umbrales de 0-15 para umbra, de 16 a 30 para penumbra y
de 30 hacia el maximo para el tejido sano. Una vez realizado esta segmentacion
se contabilizé el numero de pixeles encontrados y se obtuvo un porcentaje de
este tejido por rebanada. Posterior a esto se realizo un promedio de acuerdo a
los tiempos; 5 rebanadas de LB, 5 de PI, 5 de PEstim, 5 de T30 y 5 de T60. Se

realizo la comparacion de grupo control contra grupo estimulado.

Por otro lado las secuencias de QFLOW fueron obtenidas bajo la misma posicion
y se tomaron en LB, PIl, PEstim, y cada 10 minutos después de la
estimulacion[30]. Las imagenes resultantes fueron analizadas con el software de
Philips. En cada una de estas se localizaron las car6tidas externas derecha e
izquierda y se dibujo una elipse ajustada al contorno de la carétida. Esto nos
arroja una tabla con las mediciones de flujo y velocidad de cada una de las
ventanas de tiempo de la imagen; se tom6 la media del flujo y se normalizo

contra la media del flujo del lado no estimulado.

Los espectros obtenidos fueron tomados del lado infartado, durante 3 eventos,
LB, PEstim y en T=60; estos espectros fueron procesados en la consola y bajo el

software de Philips. La linea de base fue modulada y se cred un protocolo de
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deteccion de picos: deteccion del pico de PCr, tres picos de ATP y el pico de Pi.
Se centro el espectro en el pico de PCr y se hicieron las mediciones de ppm y de
area bajo la curva de Pi, y picos de ATP. Posteriormente se calculd la relacion
ATP/ fosfato total, con el fin de obtener el impacto de la estimulacion a nivel

celular[31].
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5. RESULTADOS

Los resultados se dividirdn en 4 secciones principales, los 2 analisis de perfusion,

el analisis de Q-FLOW y el analisis de ERM *'P.

Imagen de perfusion

Imagen de QFLOW

Imagen de Espectroscopia

Imagen de Referencia T2ZW

Figura 21. Modalidades de imagenes de RM

Tipo de imdgenes e informacion obtenida en cada tipo de secuencia utlizada.

52




UAM-Iztapalapa
Andrea Garcia Quintanar

En todos los andlisis realizados el tejido solo corresponde al cerebro y se usa
como normalizacidén en su caso, el lado no infartado. Se tienen 2 grupos, el grupo
estimulado de 11 sujetos y el grupo no estimulado de 6, con un total de 17
sujetos mas 1 exclusion.

Antes de llevarse a cabo cada procedimiento se corrieron examenes de sangre
en cada uno de los sujetos para asegurarse de su condicion fisica ademas de

una inspeccion fisica por parte del medico veterinario a cargo.

5.1 RESULTADOS DE PERFUSION

En la realizacion del procesamiento de las imagenes de perfusion se noto que
existe una diferencia a simple vista entre el grupo control y el grupo estimulado.
También se observd la persistencia del aumento de la perfusion debida a la
estimulacion. Se encontr6 que la perfusion incrementa del lado de la estimulacion
desde la cara hasta el cerebro. Sin embargo, se pierde el aumento de la
perfusion en la parte externa al cerebro dentro de los primeros 15 minutos. En el
cerebro se puede observar que existe una persistencia del aumento de perfusion
hasta 60 minutos o mas. En la siguiente figura, se tomé un sujeto representativo
de cada uno de los grupos y se muestra la imagen de perfusion en el tiempo. El
lado infartado y estimulado esta sefialado con la flecha. La notoriedad de la
persistencia de la estimulacion deja al descubierto la incognita de los
mecanismos exactos utilizados del cerebro para poder mantener una alta
perfusidbn por mas tiempo en el grupo de estimulacion cuando comparamos
contra el grupo control.

Uno de los primeros analisis realizados se basé en la colocacion de 2 ROI's
cuadradas con el fin de poder obtener un indice de perfusion que diera pie a la
realizacion de un procesamiento mas robusto. En la siguiente figura se muestra la
localizacidon de las ROI’s de acuerdo al punto anatdmico encontrado. Asi como la

grafica resultante.
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Figura 22. Imagen de perfusion

Imagen de perfusion. Localizacién de los ROI’s cuadrados dentro del cerebro del sujeto.
El punto anatémico utilizado fue el punto mas alto de la localizacion de los ventriculos.
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Figura 23. Grafica del indice de perfusion

Grafica que muestra la media del indice de perfusion del lado del infarto relativo al lado no infartado. EL grupo
de estimulacion con 11 sujetos y el grupo de control con 6. Las barras de erros son el error estdndar de las
medias. La flecha azul indica el punto de estimulacién. * p=0.05, ** p=.10

54




UAM-Iztapalapa | 55
Andrea Garcia Quintanar

Al observar los resultados del indice de perfusion con los ROI’s, se realizé una
segmentacion completa del cerebro y se clasifico el tejido en partes; umbra,
penumbra y tejido sano. En la figura 24 se muestra la segmentacion realizada.
El verde es tejido sano, el amarillo es tejido de penumbra y el rojo es tejido en

umbra.
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Figura 24. Segmentacion por regiones
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También se muestran las gréficas resultantes de este andlisis, del grupo control

y del grupo de estimulacion.
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Figura 25. Graficas de % de Volumen de cerebro por segmentacion de regiones.

Grafica superior que muestra el porcentaje de volumen de cerebro en promedio del grupo control, la grafica
inferior pertenece porcentaje de cerebro en promedio del grupo de estimulacién. El color verde muestra el
tejido sano, el color amarillo el tejido en penumbra y el rojo el tejido en umbra, en el grupo de estimulacién se
nota que en post-stroke tenemos 10.5 % de umbra y a los 60 minutos tenemos el 2.7%.
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5.2 RESULTADOS DE MEDICION DEL FLUJO

Las mediciones obtenidas por QFLOW, se realizaron por medio de un ROI de
elipse colocado en cada una de carétidas externas, en la siguiente figura se

muestra la localizacién de estas en uno de los sujetos.

- Z‘E fE _"J’?k‘?‘f‘ & A ““'Itﬁ] £ > AERERNARN

Figura 26. Ventana final del procesamiento del software para Q-Flow

Figura que muestra la forma de la colocacion de las ROIs en el software de Philips para el calculo de flujo en las
cardtidas externas. En la izquierda superior es la grafica del comportamiento del flujo en el tiempo , del lado
derecho se muestran las tablas obtenidas por la medicién de velocidad y flujo de cada una de las ROI’s, asi como
el promedio de cada una de estas. En la parte inferior izquierda se muestra la imagen anatémica en la cual se
baso para hacer el calculo y en la derecha la visualizacién de esta imagen en modo PCA/Color.
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Por otro lado la grafica obtenida de los resultados arrojados de la colocacion de
las ROI’s en las carétidas se muestra en la figura 27 . Se puede observar que es
probable la existencia de una compensacion propia de los mecanismos accion
del flujo sanguineo, de acuerdo a lo encontrado en la gréafica. Sin embargo el
comportamiento del flujo en el grupo de estimulacion con respecto al grupo
control es un disminucion paulatina, es decir con una menor pendiente de punto
en punto y con respecto del tiempo. También se observa que con el tiempo (t=3)

estos dos grupos empatan.
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Figura 27. Grafica de Q-Flow

Grafica de los promedios en el tiempo por grupo, la linea azul es el grupo de estimulacién y la roja es el grupo
control, las lineas de error muestran el error estdndar.
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5.3 RESULTADOS DE ®'p

El anélisis de los espectros obtenidos de *'P se realizé6 usando el software de

Philips. A continuacion se muestra el espectro resultante y los picos detectados.

Figura 28. Imagen de %P ERM

Imagen que muestra uno de los espectros por resonancia magnética obtenidos. Podemos ver que el pico central
se refiere al pico de PCr, y a su derecha se encuentran los tres picos de ATP, a su izquierda el pico de Pi. El
espectro fue modulado para poder limpiar la linea de base y posterior a esto se corrié un protocolo de deteccion
de picos. El espectro se realizo tinicamente del lado infartado.
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Una vez con la deteccién de los picos se obtuvieron los ppm y area bajo la
curva de los tres picos de ATP y de Pi, la grafica de la relacion ATP/Fosfato total

es la siguiente.
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Figura 29. Grafica de la relacién ATP/P total

Grafica de los resultados por grupo del la relacion ATP/P total, la linea azul es el grupo de
estimulacién y la roja es el grupo control. Se puede observar que en el caso del grupo control su
relacion es del .86 en linea de base y a los sesenta minutos esta cae hasta los.59, en cambio el grupo
de estimulacion inicia con .82 y a los sesenta minutos se va a .92.
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6. DISCUSION

El uso de modelos de EVC isquémico se han caracterizado por la busqueda de
un modelo que no solo brinde similitudes fisioldégicas sino que también sea de
una facil reproduccién y permita diversos tipos de mediciones. Dentro de los
modelos probados estan el de oveja, gato y rata. Sin embargo en los ultimos
afnos ha surgido la necesidad de la busqueda de modelos con mayor cercania a

las condiciones clinicas reales en humanos.

El modelo que resulta optimo en la mayoria de las caracteristicas buscadas es el
canino. El modelo resulta ser muy cercano a las condiciones clinicas en el caso
de EVC isquémico en humanos. Ha sido usado desde hace pocos afos y ha

resultado ser altamente compatible con las mediciones por medio de RM.

Por otro lado el uso de coagulos aut6logos en lugar de otras técnicas como la
oclusion por balén o por medio de agente tromboliticos para provocar la oclusion
resulta un modelo mucho mas sencillo. Sin embargo la inyeccion del coagulo a
través de la carétida interna distal y alojado en la AMC, presenta ciertas
complicaciones, ya que no siempre se puede tener control sobre el sitio de

oclusion.
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Dentro del montaje del modelo y en busqueda de la aleatoriedad del lado de
infarto se causo un sesgo no intencional en nuestros resultados. En un principio
la técnica permitia la insercion del coagulo del lado derecho; con la practica de la
técnica y el incremento en la habilidad, la mayoria de los sujetos de control

obtuvieron inyeccion del coagulo del lado izquierdo.

Encontramos que la medicion de la perfusion en linea de base es 5% mayor del
lado derecho que del lado izquierdo. En general los sujetos del grupo de
estimulacion tienen el infarto del lado derecho y los sujetos de control del lado
izquierdo. Esto se muestra en la figura 23; Sin embargo cuando se realiza la
resta de la diferencia en linea de base de los sujetos del lado derecho, se puede
observar en la diferencia de las medias del indice de perfusidon después de la
estimulacion sigue siendo estadisticamente significante con una p menor de 0.05

hasta 30 minutos y una p menor de 0.10 para los 60 minutos.

Esta diferencia se espera cada vez menor conforme al paso del tiempo debido a
la perdida del incremento de la FSC, se puede presumir que es mayor a los 90
minutos. La estimulacion aplicada a los sujetos siempre fue la misma, pero surge
la inquietud de saber si los pardmetros utilizados son los Optimos en cuestion de

persistencia de los efectos de la estimulacion.

La medicion de la media del indice de perfusion fue a través de la localizacion de
ROI's cuadradas. La localizacion de estas resultdé de un analisis que comprendio
la segmentacion del cerebro en base a visualizacion. Se mencion6é en los
antecedentes que existen ciertas partes del cerebro que no tienen indice de
perfusion, como los ventriculos. Asi que se dio a la busqueda de un area donde
se pudiera tener la maxima area de cerebro y la minima variacion debido a las
estructuras adyacentes. El resultado fue la notoriedad de que el tamafio del

cerebro no tiene una gran variacidon de sujeto a sujeto y que la localizacion
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deberia de contemplar los ventriculos para que estos sirvieran como una

referencia anatomica.

Posterior al analisis con ROI’s se realizd una segmentacion definida por 3 areas,
tejido de: umbral, penumbra y sano. Para la segmentacion de estos tejidos se
utilizaron imagenes .tiff. Estas imagenes hacen una normalizacion con respecto
al valor maximo de la imagen y nos arrojan imagenes con escala de intensidad
de 0 a 255, 16 bits. Después de esto se propusieron los umbrales de 0 a 5, de 6
a 15y de 16 a 255, se realizd un mismo analisis con su respectiva proporcion

con imagenes tipo .raw, obteniendo resultados similares.

El resultado de este tipo de segmentacion se puede ver en la figura 24 y la
grafica de un grupo con respecto a otro en la figura 25. Se puede observar que
la segmentacion no fue unilateral sino sobre todo el cerebro es por eso que se
comprueba la existencia de las estructuras sin perfusion y se restan en linea de

base al hacer las gréficas.

También se nota en las graficas de la figura 25 que el grupo de control con
respecto al grupo de estimulacion mantiene un porcentaje de area mucho mayor
con tejido de umbra. En la gréafica del grupo de estimulacibn notamos que el
porcentaje de tejido de umbra disminuye con respecto al tiempo, suponiendo un
100% de umbra después del infarto, a los 60 minutos el tejido de umbra
existente es de solo un 25.6%, esto representa que se esta salvando hasta el
75% del tejido infartado y que existe un aumento del tejido reversible de hasta un
11%. En cambio en el grupo control, vemos que se da un incremento en el area
de umbra de hasta un 128%. Estos ultimos datos nos arrojan informacion
relevante acerca de la proporcion de tejido salvado gracias a los efectos de
TMS.
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Para este estudio, se usaron imagenes de linea de base por RM y un sistema de
neuronavegacion para poder enfocar el sitio de estimulacion, este proceso se
realizo en cada uno de los sujetos. Se observd que la adecuada estimulacion del
nervio facial era evidente cuando se daban 3 fenomenos: guifio del lado

estimulado, dilatacion de pupila y movimiento del hombro.

Otro de los analisis realizados fue la medicion del flujo en las carétidas externas,
los hallazgos se muestran en la figura 27. Para la medicion del flujo se utilizo el

software proporcionado por Philips®.

En la figura 27, la grafica nos muestra la variacion del flujo de la carétida del lado
estimulado con una normalizacién a linea de base, podemos observar que en
post-estimulacion existe un incremento del flujo en ambos grupos por la accién
natural de respuesta del sistema nervioso que reacciona con un incremento en el
flujo, sin embargo podemos notar que en el grupo de estimulacion el flujo se
mantiene con un aumento significativamente mayor al grupo control hasta por 30
minutos posteriores a la estimulacion.

En los resultados de Espectroscopia por RM, las secuencias fueron tomadas
solo del lado infartado. El procesamiento del espectro, el software nos arroja dos
senales con las cuales podemos centrar el espectro, la sefial real y la modulada,
lo que se realizo fue una aproximacion de la sefial real a la modulada para que
este proceso sirviera como limpieza de linea de base y evitar los posibles picos

negativos propios del ruido.

Con ayuda del software se aplicaron dos protocolos para la identificacion de los
picos metabdlicos, el primero hace la identificacidn Unicamente de los picos de
ATP, Piy PCr y el segundo desglosa los picos de Pi, dado que el voxel alojaba
diferentes tipos de tejido esto indica que existen al menos 3 picos de Pi. La
forma de establecer la localizacibn de estos picos fue por medio del pH

esperado, buscando que el tejido isquémico tuviera pH mucho mas acido.
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La relacibn de ATP/fosfato total, para el céalculo de la medicion del nivel
metabodlico celular se realiz6 a través de la suma de las areas de ATP y se
dividid entre el area de Pi; esta relacién nos indica la actividad celular en el
momento de la medicidn. Sustentamos que en muchas ocasiones al existir un
aumento de la perfusion no es un indice directo de la homeostasis celular. Sin
embargo este indice nos indica directamente la situacion actual celular. En la
figura 29 podemos observar la grafica de los dos grupos, en el grupo de
estimulacion a los 60 minutos post estimulacion podemos observar que existe un
aumento en la actividad celular debido a la estimulacion. Por el contrario en el

grupo control se observa una caida de esta actividad con respecto en el tiempo.
La técnica de Espectroscopia por RM, nos permite hacer una cuantificacion de la

activacion del metabolismo para poder medir los cambios celulares que la

estimulacién provoca.
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7. CONCLUSION

Una de las ventajas que se presentaron al realizar este modelo en caninos fue el
potencial de realizar mediciones de flujo, perfusion, difusion y de espectroscopia

por resonancia magnética en etapas muy agudas en el EVC isquémico.

Sin embargo existen diferentes variables sobre las cuales no se pudo tener un
control estricto como lo es la variabilidad en el tamano del infarto de sujeto a
sujeto, debido a la falta de control sobre el sitio de alojamiento del coagulo. Lo
anterior resulta en la explicacion de la exclusion de uno de los sujetos, ya que
este no demostrd ningun area de perdida de FSC después de la oclusion en la
AMC. Este tipo de respuestas nos muestran lo parecido del modelo a la realidad
clinica. Aun y con las variaciones observadas de sitio de oclusion y tamano del
infarto, los efectos de la estimulacibn magnética del nervio facial muestran una

diferencia significativa en los niveles de FSC.

Los resultados encontrados en estos experimentos muestran un incremento
significativo y persistente de FSC en casos de infarto isquémico, debidos a los
efectos de TMS en el nervio facial. La restauracion del FSC con un método no
invasivo como lo es la TMS parece ser un efecto con una alta persistencia
después de la estimulacion del nervio facial. Esto sugiere que este tratamiento

puede ser benéfico en la clinica para los protocolos a seguir en los casos de
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infarto cerebral. Sin embargo aun no conocemos la duracion total de los efectos

de la estimulacion con los parametros utilizados.

El uso de IRM como herramienta en la evaluacion de tratamientos para la
restauracion de FSC en casos de isquemia resulta sumamente util cuando el
modelo es agudo. Ademas de que tiene la ventaja de poder ser un sistema que
nos brinda informacién casi en tiempo real. Ademas de que nos brinda la
oportunidad de dar seguimiento para la comprension del comportamiento de los

modelos existentes 0 modelos a proponer.

La espectroscopia por RM, nos arrojo resultados altamente valiosos, que nos
hablan de los efectos a nivel celular del tratamiento probado. Cabe resaltar que
el voxel utilizado para esta secuencia contiene al menos los tres tipos de tejidos
y que no se mide un area (umbra, penumbra o sano) en especifico. La
localizacion, amplitud y area de los picos son altamente susceptibles al
tratamiento previo a la aplicacion del protocolo de busqueda de picos.

El protocolo de los tres picos de ATP y Pi, se not6 que lo mas adecuado en este
caso no era una obtencion del pH del tejido, si no el uso de la relacion

metabdlica.

La ERM no ha sido implementada en protocolos clinicos debido a la dificultad de
contar con este tipo de antenas, sin embargo resulta Gtil en la investigacion y
sirve como sustento del efecto real y existente a nivel celular de la TMS. Se
sugiere su posterior uso para la comprobacion de los efectos en otros tipos de

técnicas de restauracion del CBF en modelos de isquemia cerebral.

El uso de la perfusibn como indicador principal en el modelo, se contradice con
los protocolos clinicos en donde si bien se usa, la secuencia prioritaria es la
difusion, lo anterior debido a que con las secuencias de perfusion se puede

observar un cambio inmediato debido a los efectos del tratamiento. Se observo
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que el establecer los umbrales en las imagenes .tiff era necesario para
establecer el area reversible. Estos umbrales se definieron con respecto a

articulos revisados.

Aungue no se puede llegar a una discriminacion completa del tipo de infarto, se
nota que es una técnica que se puede utilizar para realizar la medicion de los
efectos en cualquier tipo de EVC y que esto nos puede llevar a la comprobacion

de la posible utilizacion de TMS en nervio facial sin importar el tipo de infarto.

Una de las observaciones realizadas en el momento de la estimulacion es que al
existir una pequena desviacion en la posicion de la antena, del orden de 1 cm,
esto puede ser la causa de la nula o poco persistencia de los efectos de la

estimulacién del nervio facial.

Para la medicion del flujo de las car6tidas existe cierta variabilidad con respecto
al tamano de la ROI dibujada, es por esto que se tratd de ajustar lo mas cercano
al diametro de la caroétida. En la figura 26 se muestra la ventana desplegada por
el software para realizar la determinacioén del tamarno, sin embargo esto no pudo
realizarse en todos los sujetos 0 en todos los tiempos ya que debido a la
disminucion del flujo y al tamafo anatomico de la car6tida el sistema no
detectaba como tal un flujo mayor. Sin embargo la ROl se aproximo a la silueta

de la car6tida en la imagen inferior izquierda.

Los resultados hallados en este trabajo nos permiten desarrollar nuevas
herramientas para la evaluacion de tratamientos de EVC. También podemos
observar que dada la problematica global este trabajo exigié la cooperacion
entre distintas disciplinas. Por lo anterior que los resultados han podido ser

analizados desde diversos puntos de vista.
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El tratamiento agudo de TMS en EVC resulta ser efectivo hasta por lo menos
una ventana de 60-90 minutos. Durante este tiempo se observo que se da la
salvacion / modificacidon de area de tejido que se ha clasificado como umbra,
fenbmeno atanido a la restauracion del flujo colateral y no directamente del

segmento de oclusion, que es como los tratamientos se enfocan.
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8. RECOMENDACIONES DE TRABAJO A FUTURO

Una de las caracteristicas importantes de la medicion de los efectos de la TMS
en modelos isquémicos es que se demuestra que no solo actia a nivel objetivos

a corto y mediano plazo.

Verificacion de la estimulacién para ser utilizada en casos de hemorragia, sin
efectos colaterales importantes. Paso anterior al desarrollo de la portabilidad de

un sistema TMS para tratamiento agudo de EVC.

Medicion de especificidad y sensibilidad de los parametros de estimulacion con

el fin de lograr el mejor efecto con el menor uso de TMS.

Descubrimiento de los posibles efectos secundarios que conlleva el uso de la
TMS en humanos, actualmente se desconoce si la propia estimulacién puede
causar algun tipo de dafo debido a que se aplicara a lo largo del canal auditivo,
por lo tanto una vez descartados los efectos o bien cuantificados, la

experimentacion da paso a modelos clinicos.
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Anexo |. Pruebas neurolégicas utilizadas en la clinica
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Cuadro 1. Escala NIHSS de enfermedad vascular cerebral,
de los Institutos Nacionales de Salud en Estados Unidos

Grupo

Nombre

Respuesta

1A

Conciencia

O - alerta

1 - contesta armbas preguntas
2 - estuporoso

3 - coma

Preguntas

0 - contesta armbas preguntas
1 - contesta una sola pregunta
2 - no contesta ninguna pregunta

ic

Comandos

0 - realiza ambos comandos
1 - realiza un sdlo comando
2 - no realiza ningdn comando

Mirada

0 - norrmal
1 - parblisis parcial de la mirada
2 - parblisis total de la mirada

Campos visuales

0 - no hay pérdida de campos visuales
1 - hemianopsia parcial

2 - hemianopsia total

3 - hemianopsia bilateral

Pardlisis facia

0 - sin pardlisis facial

1 - parblisis facial menor
2 - pardlisis facial parcial
3 - parblisis facial complet

Fuerza de prernas

0 - norrmal

lzquierdo
Derecho

1 - titubea después de cinco segundos

2 - cae después de cinco segundos

3 - no hay esfuerzo en contra de ks gravedad
4 - no hay movimiento

96 ~- miembro amputado

Fuerza de brazos:

0 - normal.

lzquierdo
Derecho

1 - titubea despuds de diez segundos
2 - cae despuds de dez segundos
3 - no hay esfuerzo en contra de ks gravedad

4 - no hay movimiento

96 miembro amputado

Ataxia

0 - no presenta ataxia

1 - ataxia en un sdlo miembro
2 - ataxia en dos miembros
96 miembro amputado

Sensibilidad

0 - sin alteracion de la sensibilidad
1 - pérdida leve de la sensibilidad

2 pérdida severa o completa de la ibilidad

Lenguaje

O - sin alteraciones del lenguaje

1 - pérdida leve o moderada de la sensibilidad
2 - afasia leve

3 - mutismo o afasia global

10

Disartria

0 - sin disartria

1 - disartria leve a moderada
2 disartria severa o anartria
96 intubacidn

Inatencidn

0 - sin natencidn
1 - inatencidn leve
2 - inatencidn severa
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Cuadro 2. ABC Escala de pronéstico para riesgo de evento vascular cerebral
en pacientes con isquemia cerebral transitoria

A Edad 60 anos 1 punto
B Presién sanguinea >140 /90 1 punto
G Falla clinica Debilidad unilateral 2 puntos
Alteracién del lenguaje sin debilidad 1 punto
Otras situaciones clinicas O puntos
D Duracion de sintomas Sintomas > 60 minutos 2 puntos
Sintomas 10 - 59 minutos 1 punto
Sintomas < 10 minutos 0 puntos

Siete dias riesgo de evento vascular
0 - 4 puntos: 0.4%

S puntos: 12.1 9%

6 puntos: 31.4%

Cuadro 2a. Escala pronéstica ABCD riesgo de pacientes con isquemia cerebral transitoria

A Edad Mas de 60 afios 1 punto

B Presién sanguinea >140 mm hg sistélica 1 punto
Diastélica > 90 mm hg

g Falla clinica Debilidad unilateral 2 puntos
Alteracién del lenguaje, v sin debilidad 1 punto
Otras fallas clinicas O puntos

D Duracién de los sintomas | Ultimos sintomas: 2 puntos
60 minutos
Ultimos sintomas: 1 punto
10 - 59 minutos
Ultimos sintomas: 0 puntos
< 10 minutos

D2 Diabetes mellitus 1 punto

Riesgos de EVC a dos dias.

Menor riesgo {0-3 puntos): 1.0%
Moderado riesgo (4-5 puntos): 41%
Alto riesgo {6-7 puntos): 8.1

Los autores sugieren que los pacientes sean admitidos con isquemia cerebral y tienen un score de 4.0 0 mayor.
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Cuadro 3. Escala de Glasgow
1 - sin respuesta
2 - al dolor
3 - alaorden verbal
4 - en forma espontinea
D - se desconoce
1 - sin respuesta
2 - incomprensible
3 - inapropiada
4 - desorientada
5 - orientada
D - se desconoce
1 - sin respuesta
2 - descerebracién
3- decorticacién
4- retiro al dolor
5 localiza al dolor
6 - obedece érdenes
D - se desconoce
En caso de desconocerse la informacién por sedacién o intubacién se da puntaje de uno
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Anexo Il. Protocolo en tiempos utilizado.

ISCHEMIC
STROKE
time
stage (min)
preparation 20
20
0
5
transfer 5
baseline imaging 30
10
T1&T2
processing 0

\

roo
procedure m

to
pretreatment mo
place IV
induction
intubation

anesthesia

femoral sheeth placement
retrieve clots (prepared
previous day)

tie animal down

place fiducials, fill ear with
water

CONFIRM VITALS AND ABG IN
NORMAL RANGE; ADJUST
UNTIL IN NORMAL RANGE
MEASURE BODY
TEMPERATURE

removal animal from MR +
move gurney

move air way + arterial line
move anesthesia machine
power cord + oxygen line

T1 MR

brainstem high-resolution T2

ASL (study # )
perfusion with contrast (study
#__ )

MRA (study # )

Q-flow (study # )
P31 pH with coil switch (study
# )

to
T1 & T2 file transformation mo
fiducial identification (T1)

target identification (T2)

responsible

Ramon + Geraldo

Fernando / Ramon +

Geraldo

Fer
Rafel

Rafel

Andrea / Cesar

Andrea / Cesar

Andres + Rafel
Fer
Ramon + Geraldo

Ivan

Andrea/Fer

Rafel/Fer
Rafel/Fer
Rafel/Fer
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transfer

ischemic stroke
induction

transfer

t=0 post-stroke
imaging

t=10 post-stroke
imaging

t=20 post-stroke
imaging

transfer

stimulation

transfer

60

10

10

10

10

15

UAM-Iztapalapa

Andrea Garcia Quintanar

removal animal from MR +
move gurney

move air way + arterial line
move anesthesia machine

power cord + oxygen line

ASSESS VITALS AND ABG
to
catheter placement in CCA mo
clot injection
confirmation of MCA occlusion
after 10 min
removal animal from MR +
move gurney
move air way + arterial line
move anesthesia machine
power cord + oxygen line
ASL (study # ) MR
perfusion with contrast (study
#__ )
Q-flow (study # )
ASL (study # )
MRA (study # )
ASL (study # )
DWI (study # )
T2 reference (study # )
P31 pH with coil switch (study
# )
removal animal from MR +
move gurney
move air way + arterial line
move anesthesia machine
power cord + oxygen line
ASSESS VITALS AND ABG
to
registration mo

coil placement
stimulation

removal animal from MR +
move gurney

Andres + Rafel
Fer
Ramon + Geraldo

Andrea / Cesar

Fernando + Ivan
Fernando

Fernando + Ivan

Andres + Rafel
Fer
Ramon + Geraldo

Ivan

Andrea / Fer

Andres + Rafel
Fer
Ramon + Geraldo

Andrea / Cesar

Rafel + Fer
Rafel/Fer
Rafel/Fer

Andres + Rafel
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move air way + arterial line Fer
. move anesthesia machine Geraldo + Ramon
. power cord + oxygen line

. ASSESS VITALS AND ABG Andrea / Cesar

. ASSESS VITALS AND ABG Andrea / Cesar




UAM-Iztapalapa | 85
Andrea Garcia Quintanar

. ASSESS VITALS AND ABG Andrea / Cesar
MEASURE BODY
TEMPERATURE Andrea / Cesar
sacrifice . Ramon + Geraldo

total time (min) = 355




