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RESUMEN

Introduccion: La estimulacion magnética del ganglio geniculado del nervio facial es
una tecnologia que ha demostrado efectividad en modelos animales con evento
cerebrovascular isquémico mediante la restauracion de la perfusion a través de la
circulacién colateral. Sin embargo, se desconocen los efectos que pudieran darse al
combinar esta técnica con un agente trombolitico como el activador tisular del

plasmindgeno (tPA).

Objetivo: Comparar el efecto que tiene la terapia de tPA y estimulacién magnética del

ganglio geniculado en un modelo de infarto cerebral isquémico en conejos.

Meétodos: Se realizd un estudio apegado a los principios de las buenas practicas de
laboratorio en un modelo de infarto cerebral isquémico en conejos Nueva Zelanda. Se
utilizé un disefio factorial de 2x2 para evaluar el efecto del tPA (dosis unica 3.3 mg/kg)
y estimulacion magnética del ganglio geniculado del nervio facial (0.9T durante 2
minutos). Todos los conejos recibieron estimulacion magnética y la aplicacion del tPA
se realizd de forma aleatoria. Aquellos que no presentaron un incremento de la perfusién
de al menos el 25% sobre linea de base y no recibieron tPA fueron considerados como

grupo control.

Resultado: Se observo que la estimulacion magnética favorece el aumento de la
perfusion sanguinea cerebral y no se encontraron cambios que sugieran efectos
negativos derivado del uso de la terapia combinada. No se encontré diferencia entre los

sujetos que tuvieron una respuesta a la estimulacion y los que no tuvieron respuesta.

Conclusion: La estimulacion magnetica del ganglio geniculado ocasiona un incremento
de la perfusidn cerebral, combinar esta terapia con tPA no muestra un aumento en la
mortalidad. No observar una diferencia entre los sujetos que respondieron y los que no a

la estimulacion sugiere que hay un error metodoldgico en la clasificacion de los sujetos.



1 INTRODUCCION

El Evento vascular cerebral (EVC) representa una de las principales causas de
mortalidad en México y en los Estados Unidos de América asi como la primera causa
de discapacidad en paises desarrollados[1,2]. Es un evento que se da de forma aguda y
puede ser clasificado como isquémico cuando el flujo sanguineo cerebral se ve
disminuido debido a la obstruccion de una arteria, o puede ser clasificado como
hemorragico cuando ocurre la ruptura de alguna arteria[3]. Algunos de los principales
factores de riesgo son la hipertension, dislipidemia, diabetes mellitus, enfermedades
cardiacas, entre otras[4]. En México la tasa de mortalidad es del 52% para eventos

hemorragicos y del 29% para eventos isquémicos[5]

El tiempo de atencion es el principal factor que determina tanto los indices de
mortalidad asi como en las secuelas que tendré el. Ante un EVC el cuerpo responde
naturalmente mediante la circulacién colateral que permite mantener el flujo sanguineo
cerebral (FSC) constante evitando asi el aumento de tejido isquémico[6]. En los casos
de EVC isquémicos, los trataientos de emergencia se enfocan en restaurar el FSC
mediante la disolucion o remocién de los coagulo a través de procedimientos

tromboliticos y/o intravasculares (embolectomia)[7,8].

En México aproximadamente el 56% de las personas presentan una discapacidad grave
después del evento[4]. El prondstico de la recuperacion de los pacientes depende de la
ventana de tiempo que se tiene después de la aparicion de los primeros sintomas [9]. Por
tanto es necesario que el paciente reciba un tratamiento dentro de las primeras 4.5 horas
de haber iniciado los sintomas[10], siendo el activador tisular del plasminogeno (tPA) el
tratamiento estandar para EVC isquémicos. Este farmaco desintegra los coagulos
permitiendo restaurar el flujo sanguineo. Sin embargo sélo el 4% de los pacientes con
EVC isquémico pueden recibir este farmaco[11]. En modelos animales se ha demostrado

que el uso de tPA en una etapa temprana (<3h) después de haber inducido un EVC



isquémico tiene, al igual que en los humanos, un beneficio en la reduccién del volumen
medio de tejido infartado[12,13].

La Estimulacion Magnética (EM) del ganglio geniculado del nervio facial es una técnica
no invasiva que ha demostrado ser efectiva para aumentar la perfusion cerebral al
aumentar el FSC [14]. Dada la naturaleza de esta técnica, se puede administrar un
tratamiento de estimulacion en pacientes que estan cursando un EVC isquémico y con

esto se podria limitar la expansion de tejido isquémico [15].
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2 ANTECEDENTES

2.1 Irrigacion Cerebral

El tejido cerebral es irrigado a través de cuatro arterias mayores, las arterias carotidas
internas (ACI) y las arterias vertebrales (AV) que permiten mantener el FSC constante
brindando glucosa, oxigeno y otros nutrientes a las neuronas. La masa del tejido cerebral
en el adulto es de aproximadamente 1.5Kg y recibe en promedio un flujo de 750-900
ml/min manteniendo asi una perfusion de 50-65 ml/100g/min. Esto representa el 15-20%
del gasto cardiaco en reposo para un érgano que representa apenas el 2% del peso total

del cuerpo[16].

Las ACI (izquierda y derecha) nacen de la bifurcacion de las arterias cardtidas comunes
(ACC) a la altura del cuello; se bifurcan en dos arterias cerebrales principales, las
arterias cerebrales anteriores (ACA) y las arterias cerebrales medias (ACM) que forman
parte de la circulacion anterior, mientras que las AV (izquierda y derecha) nacen de la
arterias subclavias y convergen en la arteria basilar a la altura del puente de Varolio en
la superficie anterior del tronco cerebral. De la arteria basilar se originan las arterias
cerebrales posteriores (ACP), las arterias cerebelosas (superior e inferior) y las arterias

del puente, formando asi la circulacion posterior[17].

En la circulacion anterior, las ACM son las ramas de mayor tamafio, responsables de
suministrar sangre a la corteza de la insula y otras areas adyacentes. Estas arterias son
las vulnerables a oclusiones por aterosclerosis[18]. Las ACA, por otro lado, son las
responsables de irrigar las areas orbitofrontales de los l6bulos frontales y areas motoras.
Estas son las menos vulnerables a obstrucciones por arteroeseclerosis pero es mas
frecuente la presencia de embolismo cardiaco comparado con infartos de la ACM[19].
En la circulacion posterior, las ACP irrigan la parte inferomedial de los lobulos
occipitales y temporales, los pendunculos cerebrales y él area posterior del cerebelo.

11



La circulacion anterior y posterior estan conectadas a través de arterias comunicantes: la
arteria comunicante posterior conecta a la ACM con la arteria ACP y las ACA estan
conectadas entre ellas a traves de la arteria comunicante anterior. Esta configuracion
conocida como poligono de Willis (Figura 1) permite que se iguale el FSC en los dos
hemisferios cerebrales y favorece que haya una circulacion colateral en caso de que el

flujo sanguineo sea obstruido en alguna de las arterias[17].

Arteria Cerebral
Anterior

Circulo de Willis Arteria Cerebral

Media Izquierda

Arteria Cerebral S
Media Derecha Arteria
Comunicante
Anterior
Arteria Basilar Anteria
Cerebral

Arterias Posterior

Arteria
Comunicante

Arterias Vertebrales Posterior

énerias Cardtidas Afieiia
el - Carétida Interna

Figura 1: Irrigacion Sanguinea Cerebral
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2.2 Evento Vascular Cerebral

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) describe el EVC como “Un sindrome
clinico que consiste en el rapido desarrollo de alteraciones focales (o globales en caso de
coma) de la funcién cerebral que dura mas de 24 horas o que conduce a una muerte sin
otra causa aparente que un origen vascular”[20]. En México es la quinta causa de muerte
y es considerada como la principal causa de discapacidad en adultos a nivel mundial
debido a las secuelas fisicas y cognitivas que ocasiona[5] y también constituye el
trastorno neuroldgico de mayor prevalencia en términos de morbilidad y mortalidad.

Entre los sintomas mas comunes de los EVC se encuentran la pérdida subita de fuerza
en brazos, piernas o cara que generalmente se da de forma unilateral, dificultad para
hablar o comprender, problemas de vision, pérdida de coordinacion, entre otros[21,22].
Existen dos tipos de EVC, el isquémico que representa el 85% de las incidencias Y el
hemorragico que representa el 15% restante[23]. Entre los principales factores de riesgo
del EVC se encuentran la hipertension arterial,  enfermedades cardiacas, la
hiperlipidemia, obesidad, diabetes; el tabaquismo y alcoholismo se asocian a la

ocurrencia de eventos hemorragicos.

El EVC hemorragico ocurre cuando una de las arterias del cerebro se rompe (Figura 2) y
se produce una hemorragia que puede ser subaracnoidea, cuando el evento se da por
debajo de las meninges. Este tipo de eventos es el que tiene la mayor tasa de mortalidad
de los EVC[23] ya que puede provocar un tipo de isquemia derivado de un vasoespasmo
de alguna de las principales arterias de la circulacion anterior. Otro tipo de hemorragia
que puede presentarse es la intraparenquimal o intracerebral. Esta se da cuando el evento
ocurre en una de las arterias dentro del parénquima cerebral[24]. La principal causa de
este tipo de eventos es la hipertension pero también puede darse por malformaciones

arteriovenosas o0 aneurismas.
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El EVC isquémico se produce cuando un coagulo obstruye el flujo sanguineo en una
arteria del cerebro (Figura 2) suspendiendo el transporte de oxigeno y nutrientes hacia
las neuronas y la eliminacion de productos de desecho dando como resultado la muerte
celular en la zona donde se haya dado el evento[3]. El tejido aledafio a una obstruccion
se clasifica [21] en tres tipos:

a) Tejido sano: Tejido con una perfusion normal (50-60ml/100g/min).

b) Penumbra: Tejido que puede ser salvado (12ml/100g/min).

c) Umbra: Tejido necrosado (<8ml/100g/min).

Durante la oclusion de la arteria, el dafio en el tejido en umbra es irreversible mientras
que el tejido en penumbra puede ser rescatado si se restablece el flujo sanguineo.

La obstruccion mas frecuente estd dada por los materiales tromboticos desprendidos de
placa ateromatosa de las cardtidas: estos materiales se alojan en la ACM[18]. El
cardioembolismo, obstruccion de una arteria cerebral ocasionada por un coagulo
originado en el corazén (trombo mural cardiaco) es otra de las causas de isquemia, sin

embargo, este evento se da mas frecuente en la ACA que en la ACM[19].

Isquémico

©Heart and Stroke Foundation of Canada

Figura 2: Tipos de EVC.
Izquierda: EVC hemorragico, una arteria se rompe y la sangre fluye hacia el parénquima cerebral.
Derecha: EVC isquémico, un coagulo obstruye el flujo sanguineo.
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2.3 Tratamientos

Los tratamientos para los EVC isquémicos se enfocan en la restauracion oportuna del
FSC mediante la remocion del codgulo a través de intervenciones intra-arteriales o
mediante intervenciones endovasculares administrando farmacos que propicien la
disolucion de los coagulos [21]. La recuperacion neuroldgica de los pacientes que cursan
un EVC depende de la ventana de tiempo terapéutico, para lograr una alta probabilidad
de recuperacion se debe actuar dentro de las primeras cuatro horas y media después de la

aparicion de los sintomas.

El Activador Tisular del Plasmindgeno (tPA, por sus siglas en inglés) es el estdndar de
oro para tratamiento de EVC isquémico[25]. Es una enzima que cataliza la conversion
de plasminogeno a plasmina, una enzima que disuelve los coagulos a través de la
degradacion de fibrina, proteina que contribuye a la formacién de los coagulos
sanguineos. Unicamente el 4%[11] de los pacientes pueden ser candidatos a la
aplicacion de este farmaco, el cual debe ser administrado dentro de las primeras 4.5
horas de evolucion de los sintomas[10] y esta contraindicado en pacientes que presenten:

a) Hemorragia intracraneal

b) Hemorragia subaracnoidea

¢) NIHSS >25

d) Tratamiento con anticoagulantes

e) Conteo plaquetario bajo

f) Glicemia por debajo < 50mg/dL

g) Glicemia por arriba > 400 mg/dL

h) Presion arterial > 185/105 mmHg

i) Historia de lesién en Sistema Nervioso Central

J) Retinopatia hemorragica

k) Endocarditis

I) Pericarditis

m) Pancreatitis aguda

15



n) Enfermedad hepética severa
Se ha reportado que aproximadamente el 33% de los paciente que recibieron tPA dentro
de la ventana de tiempo estipulada se recuperan con practicamente ninguna secuela

después de 3 meses del evento[25].

Otro método utilizado para restaurar el flujo sanguineo es la remocién del codgulo a
través de un procedimiento quirargico denominado trombectomia mecanica en el cuél el
médico introduce a través de un acceso vascular un sistema Stent, el cual es un mallado
que permite absorber el codgulo y extraerlo del cuerpo, sin embargo este método puede

ser utilizado en menos del 1% de los pacientes con un EVC isquémico[26].

La estimulacion eléctrica del ganglio esfenopalatino ha sido estudiada en diversos
modelos y se ha reportado que hay un aumento del flujo sanguineo sin afectar la presion
sanguinea. Este tipo de tratamiento se realiza de forma invasiva colocando electrodos de

forma adyacente al ganglio esfenopalatino a través del canal palatino[27].
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2.4 Nervio Facial

El nervio facial (VI par craneal) es un nervio que nace del tallo cerebral emitiendo dos
fibras: una recorre el lado izquierdo de la cara y la otra el lado derecho (Figura 3). Este
nervio es de tipo mixto y estd compuesto por fibras parasimpaticas/sensitivas (gusto),
supliendo inervacion preganglionar en varios ganglios; también cuenta con fibras

motoras que controlan los musculos de la cara (expresiones faciales).
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NG
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Risorio ~ \

Nervio motor

Nervio sensorial

"* Nervio parasimpatico

Figura 3: Nervio Facial

Se ha demostrado que el estimular de forma eléctrica el nervio facial favorece el
aumento del FSC a través de un efecto de vasodilatacion [28, 29], lo cual sugiere que las
fibras parasimpaticas estan fuertemente relacionadas al estar conectadas con fibras del
tronco a través del ganglio geniculado y que después estas forman los nervios petrosos

que inervan los grandes vasos arteriales del cerebro via el ganglio esfenopalatino.
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2.5 Estimulacion Magnética

La estimulacion magnética (EM) es una técnica no invasiva que actualmente se utiliza
de forma clinica para estimular regiones de corteza cerebral (EMT) para modular de
forma controlada la actividad neuronal (excitacion o inhibicion) mediante la induccion
de campos magnéticos focales con una magnitud suficiente para generar una corriente
eléctrica y provocar la despolarizacion o hiperpolarizacion de las neuronas [30]. Se ha
mostrado que esta técnica es eficaz en tratamientos de desordenes psiquiatricos
(depresién, trastorno obsesivo compulsivo, trastorno de estrés postraumatico, etc.),

desordenes neurol6gicos y en otras patologias.

La EM funciona a través de la induccion electromagnética: una corriente eléctrica fluye
a través de una bobina y se genera un campo magnético perpendicular a ella. Este efecto
fue descrito por Faraday en 1831. EI campo magnético generado atraviesa el tejido 6seo
induciendo a su vez un campo eléctrico que provoca una corriente eléctrica en el tejido

cerebral estimulado.

La EMT puede aplicarse como pulsos unitarios o como trenes de pulsos con frecuencias
e intensidades variables. La aplicacion de espigas o pulsos unitarios provocan la
despolarizacion de las neuronas y permite medir el efecto del estimulo, mientras que los
trenes de pulsos pueden modular la excitabilidad de las neuronas dependiendo de la
frecuencia de estimulacion. Frecuencias bajas (<1Hz) causan un efecto de inhibicion de
la actividad neuronal, mientras que las frecuencias altas (>10Hz) causan un incremento

temporal de la actividad neuronal.

Para lograr una estimulacion exitosa, ademas de la frecuencia e intensidad de
estimulacion, la geometria de la antena debe ser indicada para la region de estimulacion
asi como de la terapia a aplicar. También debe de considerarse la orientacion y el nivel

de la antena. Las antenas que actualmente se utilizan en la clinica son la circular y en
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forma de 8, siendo ésta Ultima la que presenta un campo maés focal como se observa en

la Figura 4.

.01 005 0 005 1m

-0.15 -0.1 005 0 005 01 0.15m

Figura 4: Campos inducidos.
a) Antena circular, b) Antena en forma de 8

Ademas de aplicar la EM de forma transcraneal, se ha propuesto utilizar esta técnica
para estimular el nervio facial como un posible tratamiento para EVC, debido a que se
ha mostrado que con esta técnica se puede aumentar el FSC a través de la circulacién
colateral y vasodilatacion [31,32]. Para esta aplicacion, se ha disefiado un tipo de antena
que optimiza la estimulacion del nervio facial, en especifico el ganglio geniculado, y a

su vez minimiza la interaccion con los l6bulos temporales del cerebro.
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2.6 Resonancia Magnética

La Imagenologia por Resonancia Magnética (IRM) es una técnica de diagndstico muy
potente que nos permite examinar algun tejido mediante el uso de un campo magnético
muy intenso y ondas de radiofrecuencia sintonizadas especificamente a la frecuencia de
precesion de los spines de hidrogeno, permitiendo obtener imagenes estructurales y
funcionales. Actualmente la IRM es el estandar de oro para la evaluacion estructural del

sistema nervioso central.

Con esta técnica se pueden obtener iméagenes con diferentes contrastes llamados T1, T2
0 PD que permiten diferenciar la anatomia de un tejido y determinar si es sano o
patoldgico. Estos contrastes se determinan dependiendo del tipo se secuencias de pulsos
utilizada (Spin-Echo, Inversion-Recovery, Gradient-Echo) para excitar el sistema de
protones de hidrégeno. Es posible también realizar estudios de angiografia mediante RM
(@RM) que permiten evaluar la estructura de los vasos sanguineos y permite detectar
oclusiones o aneurismas [33], permitiendo tener una mejor aproximacion para el
diagnostico de pacientes que estan teniendo un EVC. Dos de las técnicas que brindan
mayor informacién, ademas de aRM, cuando un paciente esta pasando por un EVC son
las técnica de difusion (dRM) y perfusion (pPRM) por resonancia magnética. La dRM
permite mapear el movimiento Browniano del agua y asi determinar el estado del tejido
escaneado [34], en este tipo de secuencias se puede ver de forma brillante los procesos
de necrosis en EVC debido al edema citotoxico que se genera. pPRM permiten detectar
regiones en penumbra [35] que pueden ser recuperadas (isquemia reversible). Este tipo
de imagenes mapean el paso de un agente de contraste (Gadolinio) generandose una
curva que implica una relacion hemodinamica entre la sefial y el tiempo de paso del

medio de contraste (Figura 5).
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Figura 5: Curva de perfusion

Las mediciones usualmente se realizan en tejido sano y en tejido patoldgico para poder

llevar a cabo las comparaciones de los siguientes parametros:

a)
b)

c)

d)

Arrival Time (AT, t0): Tempo de inicio [s] del transito del bolo de Gadolinio.

Mean Time to Enhance (MTE): Tiempo medio [s] de transito del bolo de
Gadolinio.
Time to Peak (TTP): Tiempo que pasa entre AT y el tiempo en el que se alcanza

la intensidad de sefial minima generado por el bolo de Gadolinio.

Negative Enhancement Integral (NEI): Integral negativa de la curva que brinda
informacién del volumen [mI/100g] sanguineo cerebral relativo (rCBV).

Percent Signal Recovery (PSR): Porcentaje de recuperacion con relacién a la
linea de base una vez que ha terminado de transitar el bolo de gadolinio.
Perfusion Index (Pi): indice que se calcula mediante la proporcion de NEI/MTT
y que brinda informacidn sobre el rCBV [mI/100g/s].
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2.7 Estudios previos

Nuestro equipo de trabajo en el Centro Nacional de Investigacion en Imagenologia e
Instrumentacion Médica ha realizado diferentes estudios pre-clinicos con diferentes
modelos de experimentacion, tanto en sujetos sanos como patolégicos para evaluar el
efecto que tiene la estimulacion magnética del nervio facial. Los resultados obtenidos
han demostrado que existe un incremento significativo del FSC y hasta el momento no

se conoce algun efecto negativo derivado de esta técnica[36].

Modelo en perros con EVC isquémico
Este estudio tuvo como objetivo evaluar la perfusion en un modelo canino de EVC

isquémico agudo mediante la oclusion guiada de la arteria media cerebral. Se utilizaron
en total 18 sujetos que fueron divididos en un grupo control (n=6) y un grupo de
estimulacion (n=11), un sujeto fue excluido. Los resultados obtenidos mostraron una
reduccion en la zona de penumbra por aumento del FSC causando una mejoria
significativa en la perfusién de la regién afectada por el EVC [15].

Grupo con estimulacién Grupo control

P-Stim T=0 2a3

PStimT=30 2a4 PStimT=60 2a5 P-Stim T=30

Figura 6: Mapas de indice de perfusion.
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Modelo en cerdos sanos
Este fue un estudio exploratorio que tuvo como objetivo entender la relacion existente

entre la potencia y el tiempo de aplicacion de la estimulacion magnética del nervio facial
para evocar un efecto de incremento en el FSC por dilatacion de las arterias cerebrales y
después determinar cual es la configuracién 6ptima que maximiza el incremento del
FSC minimizando la potencia y el tiempo de aplicacion de la técnica. Este trabajo se
desarrollo a través de un disefio factorial 3x3 donde se probaron las combinaciones de
tres potencias diferentes (65%, 80% y 95%) y tres tiempos de aplicacion (2, 3.5y 5
minutos). Los resultados obtenidos sugieren que se obtiene una respuesta muy efectiva

utilizando una potencia del 65% de la potencia maxima del equipo por dos minutos[37].

Potencia vs. Tiempo
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Figura 7: Cambios en el indice de perfusion
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3 JUSTIFICACION E HIPOTESIS

3.1 Justificacion

Actualmente el EVC isquémico representa una de las principales causas de muerte e
incapacidad a nivel mundial, siendo un evento subito en el cuél se tiene una ventana de
tiempo corta para que el paciente reciba un tratamiento y las secuelas del evento sean
minimos. Dado esto, se vuelve importante aportar una técnica no invasiva que permita
de cierta manera proteger, por aumento de la circulacion colateral, el cerebro
disminuyendo la zona de penumbra. La finalidad de este estudio es evaluar la
efectividad de aplicar una terapia en conjunto de EM, la cual es no invasiva, y, un
tratamiento de tPA, que es el tratamiento estandar para EVC isquémicos. Los resultados
de este trabajo serviran como parametros clave para poder dar paso a una fase de

investigacion clinica.

3.2 Hipotesis

El uso de la EM favorece el incremento de la perfusién cerebral de al menos el 25%
sobre linea basal mediante un efecto de vasodilatacion y, aplicada en conjunto con el
tPA, no causa eventos adversos que puedan repercutir en la recuperacion neurolégica

derivado de un aumento del tejido isquémico o un aumento en la tasa de mortalidad.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Realizar una comparacion del efecto que tiene la terapia de tPA y EM del Ganglio

Geniculado en un modelo de infarto cerebral isquémico en conejos.

4.2 Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de los tratamientos mediante imagenes de perfusion por RM,
evaluacion neuroldgica y analisis histopatologico.

e Comparar los resultados obtenidos contra los reportados en un modelo
estandarizado con uso de tPA.

e Evaluar si el uso de ambos tratamientos tiene un beneficio adicional sobre el uso
de tPA solo.
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5 METODOS

5.1 Sujetos

Se utilizaron 86 conejos que fueron transportados del bioterio al Centro Nacional de
Investigacion en Imagenologia e Instrumentacion Médica (CI3M) 24 horas antes del
experimento. A su arribo se les realiz6 un examen fisico general y se enrolaron de
acuerdo a los siguientes criterios de inclusion:

e Pesoentre 2.5y 3.0 Kg.

e Raza Nueva Zelanda.

e Contar con estudios de laboratorio y certificado de salud.

e Sexo macho

e Etiqueta de identificacion en la oreja derecha
Se alojaron en cajas individuales en un cuarto con temperatura entre 18°C y 26°C y
humedad relativa entre 40% y 70% [38], tuvieron acceso a alimento comercial (Conejina
Purina) y a agua purificada ad libitum. El estado general de los conejos fue evaluado de
forma diaria por un médico veterinario zootecnista. EI nimero de animales seleccionado
para este estudio fue el menor considerado necesario debido a las caracteristicas del
protocolo y a las limitaciones de los recursos. El protocolo de experimentacion fue
aprobado por el comité de ética del CI3M vy ejecutado bajo las directrices de las Buenas
Précticas de Laboratorio. Al término de la experimentacion, todos los animales fueron
dispuestos de acuerdo a la normativa aplicable y documentada a través de certificados de

incineracion.

5.2 Modelo de isquemia por embolizacion de la AMC

Para este trabajo se utilizo un modelo de infarto cerebral isquémico en conejos por
embolizacion de la ACM propuesto por Zivin et al. y que actualmente es utilizado para
valoracion de nuevos farmacos en desarrollo [39,40,41]. Los conejos han demostrado ser
sensibles al tratamiento con Alteplasa (r-tPA) presentando respuestas similares a la

esperada en humanos.
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Tratamientos utilizados

Estimulacion Magnética
Nombre: VitalFlow Stimulator
Proveedor: Nervive
Condiciones de almacenamiento: Uso en interiores (10°C a 30°)
Via de administracion: Estimulacion Magnética del Nervio Facial

Justificacion de uso: Este método de estimulacion se utilizara para aplicaciones clinicas

Terapia Trombolitica
Nombre: Actilyse® (Alteplasa 50mg)
Concentracion: 50 mg/ 50ml
Proveedor: Farmacos Especializados S.A. de C.V.
Condiciones de almacenamiento: Mantenerse en interiores a temperatura menor a 25°C.
Una vez reconstruido, refrigerarse (2°C a 8° hasta por 24 horas)
Via de administracion: 3.3 mg/kg en 30 minutos via intravenosa utilizando una bomba
de infusion.
Justificacion de uso: Este método estdndar de aplicacion en pacientes con EVC

isquémico.

27



5.3 Diseno experimental

Se utiliz6 un disefio experimental factorial de dos factores para observar las posibles
combinaciones de las dos terapias utilizadas, obteniendo cuatro grupos:

e EM-/tPA-: SintPA y sin respuesta a EM.

e tPA+: Administracion de tPA y sin respuesta a EM.

e EM+: Sin administracion de tPA y con respuesta a EM

e EM+/tPA+: Administracion de tPA y con respuesta a EM.
Dadas las caracteristicas del experimento y los conocimientos que se tenian al momento
de la experimentacion de este trabajo derivados de un estudio piloto donde se mostré
que el 50% de los conejos parecian responder a la EM, y ademas de las consideraciones
éticas y las limitaciones de recursos, se decidid aplicar el tratamiento de estimulacién
magnética a todos los conejos y tomar como grupo control aquellos que no presentaran
un aumento en el indice de perfusién (IP) de al menos el 25% sobre linea de base y que
no recibiera tPA.

Cada experimento se realizo6 de la siguiente manera:
1. Induccién y anestesia (Cirugia).
Cirugia y fijacion de catéteres.
Recuperacion.
Oclusién de la ACM.
Evaluacion neurolégica (Confirmacion de lesion).
Induccion y anestesia (Aplicacion de tratamientos).
Resonancia magnética (Linea de base).

Aplicacion de tratamiento.

© ©o N o g bk~ w D

Resonancia magnética (Post-tratamiento).

[EN
o

. Recuperacion

[EEN
[EEN

. Evaluacion neuroldgica (24 Horas después de la inyeccion del coagulo).

[EEN
N

. Evaluacion neuroldgica (48 Horas después de la inyeccion del coagulo)

[EN
w

. Eutanasia

[N
SN

. Andlisis histopatolodgico.
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Induccion y anestesia
Los conejos fueron anestesiados con isoflurano a través de una mascarilla, 4% en 2
L/min de Oxigeno para la induccion y 1% - 2% de isoflurano en 2L/min - 3 L/min para
el mantenimiento anestésico general en estadio Ill. Se realizé la limpieza y rasurado de
la zona ventral del cuello y después fue desinfectado son una solucién yodada. Se cubri6
con un campo quirdrgico dejando Unicamente una ventana lo suficientemente amplia

para llevar a cabo el procedimiento quirdrgico.

Cirugia fijacién de catéteres
Mediante técnicas estériles y realizando un abordaje quirdrgico en la zona ventral del
cuello se expuso la ACC derecha y la bifurcacion de la misma (Figura 8.1). La ACE
derecha fue ligada (Figura 8.2) utilizando sutura de seda, asi como cualquier
ramificacion visible de la ACI. Se inserto en la ACI un catéter de 5fr lleno con solucion
salina en direccion hacia la ACM (Figura 8.3), se verificd la permeabilidad de éste y
posteriormente fue asegurado con suturas de seda. EI mismo procedimiento de
exposicion fue realizado para la Vena Yugular (VY) derecha (Figura 8.4), en ella se
introdujo in catéter de 5fr lleno con solucion salina en direccion al corazon (Figura 8.5)
y después de haber sido validada la permeabilidad del catéter, éste fue asegurado con
suturas de seda. Se verificd que no hubiera hemorragias y se realizé el cierre de la herida
quirargica (Figura 8.6) alrededor de los catéteres de tal manera que la parte mas distal

pudiera ser fijada en la parte dorsal del cuello para tener un mejor acceso a ellos.
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Figura 8: Cirugia y fijacion de catéteres.
1.- Exposicién de la ACC derecha. 2.- Ligadura de ACE derecha. 3.- Introduccién de catéter en la ACI
derecha. 4.- Exposicion de la VY derecha. 5.- Introduccién de catéter en la VY derecha. 6.- Cierre de la
herida y fijacion de catéteres.

Recuperacion post-cirugia
Una vez terminada la cirugia se suspendi6 la administracion de isoflurano y los conejos
se dejaron en recuperacion por tres horas. Se les realizé un examen general fisico y
neuroldgico para asegurar que estaban completamente fuera del efecto anestésico y no

presentaban ningun efecto adverso de la cirugia.

Preparacion de coagulos
Mediante procedimientos estériles, se tom6 una muestra de 5ml de sangre a través de un
acceso vascular de la vena auricular central de las orejas de un conejo donador. La
muestra se dejé coagular a 37° por 24 horas dentro de una incubadora. Previo a la
embolizacion de la ACM, la sangre coagulada se puso en una solucion al 3% de
albumina en buffer fosfato salino (PBS) y fue cortada en pequefios cubos de 3.0 a 4.5
mg utilizando una hoja de bisturi estéril (Anexo 1, Procedimiento para la preparacion de

coagulos).
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Oclusion de la ACM

Previo a la oclusion, los conejos se posicionaron en un sujetador para evitar que se
lastimaran al momento de la inyeccidn del coagulo. Se retird el tapdn del catéter arterial
y se dejé que hubiera retorno sanguineo para garantizar su permeabilidad y remover la
solucidn salina. Se colocé uno de los codgulos en el catéter y se inyect6 con un volumen
de 3ml de solucion salina en 45 segundos, teniendo siempre cuidado de que no hubiera
aire en la linea arterial. Una embolizacion exitosa se determind con la aparicion de
signos relacionadas a dafio cerebral (e.g. nistagmos, lateralizacion del cuello, etc), estos
signos aparecen de 30 a 50 segundos después de la inyeccion del codgulo. En caso de
que el sujeto no mostrara algun signo de infarto o un cambio de comportamiento, se
realizaria la inyeccion de un segundo coagulo. Después de determinar que hubo un
cambio en comportamiento o la presencia de signos de dafio cerebral, éste se confirmé
utilizando una evaluacién neurolégica. Una vez confirmado el dafio, el catéter arterial
fue ligado cerca del cuello y sellado con calor utilizando un cautin, teniendo cuidado de

no tocar el cuello del sujeto.

Evaluacion Neurologica
Se utilizé una Evaluacion Neuroldgica estandar aceptada para la valoracion neuroldgica
en modelos de infarto cerebral en territorio de la ACM[42]. Esta evaluacién se realizd
después de la inyeccion de codgulo para confirmar el dafio y a las 24 y 48 horas después

de haber confirmado el dafio. (Anexo 2, Evaluacién Neuroldgica).

Resonancia Magnética
Los conejos fueron sometidos a una segunda anestesia para la adquisicion de imagenes y
aplicacion de tratamiento, se siguieron los mismos criterios utilizados para la anestesia
utilizada para el procedimiento quirargico. Se colocaron marcadores fiduciales (perlas
de Benzonatato) en las comisuras del ojo derecho y en la frente para ser utilizados como
referencias para neuronavegacion. Utilizando un equipo de resonancia magnética de 3
Teslas (Philips® Achieva 3.0T, antena 8 Channel SENSE head coil) se adquirieron
imagenes 3D ponderadas en T1 y T2 para realizar neuronavegacion y localizar el

31



ganglio geniculado, secuencias dinamicas con medio de contraste para comparar la
perfusion cerebral de linea de base (después de la confirmacion de la lesion) y post-

tratamiento (dentro de los primeros 5 minutos después de haberse aplicado).

Neuronavegacion
Utilizando las imagenes 3D ponderadas en T1 y los marcadores fiduciales (Figura 10),
se realizo un registro digital de imagenes [43] con el modelo fisico para poder realizar
neuronavegacion y utilizando las imagenes 3D ponderadas en T2 se localizé el ganglio
geniculado (Figura 9), éste se sitla anterior a los canales semicirculares y lateral e

inferior a la céclea.

Figura 9: Localizacién de marcadores fiduciales.
A) Vista coronal. B) Vista sagital. C) Vista axial.
En las tres vistas los marcadores estan apuntados con las flechas rojas

Figura 10: Localizacion del ganglio geniculado.
A) Vista axial, coclea (flechas azules). B) Vista sagital, canales semicirculares (flecha verde).
C) Vista coronal, nervios vestibulocoléares (flechas rojas).
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Aplicacion de tratamientos
Todos los experimentos se realizaron de la misma forma excepto en la aplicacion del
tratamiento, el cual fue aplicado por un Médico Veterinario Zootecnista y por el
responsable de la aplicacion de la estimulacion dentro de la primera hora de haberse
confirmado la lesion. La administracion de tPA se determind de forma aleatoria. Para la
administracion de tratamientos, todos los conejos fueron colocados dentro de un soporte
en posicién decubito lateral izquierdo (Figura 11). Con ayuda de la neuronavegacion se
posiciond la antena del estimulador apuntando hacia el ganglio geniculado. A través del
catéter venoso se conectd la bomba de infusion con la cual se administro el tPA, se
utilizé una dosis de 3.3 mg/Kg aplicando un bolo inicial del 20% del total de la dosis y
el resto se aplico con la bomba de infusién durante 30 minutos. Para la aplicacion de la
estimulacion magnética se utilizé una onda bifésica cuadrada con una frecuencia de 10

Hz y una intensidad de 0.9T (45% de la potencia méxima del equipo) durante 2 minutos.

Figura 11: Aplicacion de tratamientos.
A) Vista del arreglo completo, bomba de infusion y antena de estimulacion.
B) Vista de la posicion de la antena de estimulacion.

Seguimiento y monitoreo
Después de la administracion de los tratamientos, el catéter venoso se ligé cerca del
cuello y fue sellado con calor utilizando un cautin, teniendo cuidado de no tocar el
cuello del sujeto. Se suspendi6 el suministro de isoflurano y se dejo al sujeto en una caja
con cama sanitaria limpia para que se recuperara de la segunda anestesia. Se tuvieron en

observacién durante 48 horas, se les realiz6 una evaluacién neurolégica a las 24 y 48
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horas después de la confirmacidon del infarto, asi como valoraciones fisicas. A los
conejos que no sobrevivieron las 48 horas se les realiz6 una necropsia para determinar la

causa de muerte.

Extraccion de cerebros e histopatologia
Después de las 48 horas de sobrevivencia, se realizd la eutanasia de los sujetos mediante
inoculacién intracardiaca. El tejido cerebral fue extraido mediante decapitacion vy
separacion de los huesos craneales occipitales y parietales teniendo cuidado al realizar
los cortes de las meninges, ramas nerviosas y vasculares para evitar dafiar el tejido
cerebral. Posteriormente fueron colocados en una caja de Petri (Figura 12) previamente
acondicionada en bafio de hielo y se realizd6 un enjuague del exceso de sangre

empleando solucidn fisioldgica.

Figura 12: Cerebro completo.

Los cerebros fueron puestos en un congelador para que tomaran una consistencia firme
sin llegar a la congelacion, después se colocaron en una matriz de cortes y con una
navaja histologica se realizaron cortes coronales de 3mm de grosor. Cada corte fue
transferido a una caja de Petri con 10ml al 2% de Trifenil Tetrazolio (2,3,5-TTC)
acondicionado previamente a 37°C en una incubadora y se dejaron incubar durante 15 a
20 minutos dividiendo el tiempo en dos a fin de voltear los tejidos y homogenizar la

transferencia de calor. Al término de la incubacién se confirm6 la coloracién rojo
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intenso del &rea del tejido sin dafio. Posterior a la incubacion cada corte fue colocado de
manera secuencial en una placa de acrilico y orientados con la cara posterior/anterior
uniformemente identificando en la parte superior de la secuencia el codigo del sujeto del
cual correspondia cada tejido (Figura 13). Una vez colocados los tejidos se alined una
regla graduada de forma paralela a lo largo de la serie de cortes y se capturd
fotogréaficamente la cara anterior y posterior del tejido para llevar a cabo las mediciones
del area infartada utilizando el programa ImageJ.
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Figura 13: Cortes histologicos.
A) Cara posterior. B) Cara anterior.
Zona isquémica (flechas verde).

Las células que son metabolicamente activas convierten el TTC en manchas de color
rojo, mientras que las células del tejido isquémico no. Bajo este principio se cuantifico el
volumen total y el volumen de la zona isquémica. Una vez fotografiado el tejido, éste

fue desechado para su disposicion final.
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Analisis estadistico

Se realizd un anélisis de la varianza (ANOVA, p<0.05) con dos factores (Respuesta a
EM, tPA) y las variables dependientes consideradas fueron la diferencia” de los puntajes
de las evaluaciones neuroldgicas y la proporcion de tejido isquémico reportado en el
analisis histopatoldgico.

Se evalud el efecto del tPA utilizando una prueba t-student (p<0.05) de dos muestras
tomando como variables dependientes el incremento del IP, la diferencia” de los puntajes
de las evaluaciones neurolégicas y la zona isquémica.

Se realizé una prueba X? (p<0.05) post facto para comparar los resultados reportados por
Lyden et. al[40] con los obtenidos en este trabajo.

*Un resultado positivo en el aumento de la diferencia entre las evaluaciones
neuroldgicas (post-infarto — post-48 horas) indica una mejoria neuroldgica.

Todas las pruebas se realizaron utilizando el Software NCSS Statistical.
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6 RESULTADOS

En total se enrolaron 86 conejos: 18 (20.9%) de ellos murieron previo a la
administracion de tratamientos de los cuales Unicamente 2 murieron por complicaciones
durante el procedimiento quirdrgico y 2 mas murieron por complicaciones durante la
recuperacion post-anestésica. De los 68 conejos que tuvieron algin tratamiento, 25
(36.8%) murieron dentro de las 48 horas de observacion y 2 tuvieron que ser excluidos
debido a una falla en la adquisicion de las imagenes de perfusion por resonancia
magnética. Unicamente 44 (51.1% de los sujetos enrolados) conejos sobrevivieron las 48
horas, lo cual corresponde a una tasa de mortalidad similar a la esperada de acuerdo a las
caracteristicas del modelo experimental. Los 66 conejos que pudieron ser agrupados

quedaron distribuidos de la siguiente manera:

Tabla 1: Distribucién de conejos

tPA
0 1 Total
Respuesta | O 22 15 37
aEM 1 12 17 29
Total 34 32 66
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6.1 Resultados de imagenes de perfusion

Se calcul6 el promedio del indice de perfusién de cinco rebanadas centrales de la
adquisicion de linea de base y de la adquisicion post-tratamiento. Posteriormente se
realizé el céalculo de la proporcion de cambio de la perfusion. Este incremento del IP se
consideré como variable independiente para agrupar a los conejos, aquellos que tuvieron
un incremento de al menos el 25% sobre linea de base se consideraron como sujetos que
presentaron una respuesta a la EM. En la Figura 14 se observa un aumento de
aproximadamente el 63% en un sujeto perteneciente al grupo que tuvo respuesta a la

estimulacion y recibid tPA.

Perfusion linea de base

Imagen anatémica de referencia

Perfusion post-estimulacion

Figura 14: Cambio en el IP debido a la estimulacion.
Izquierda: Imagen anatémica de referencia. Derecha superior: Mapa de perfusion previo a la
estimulacion. Derecha inferior: Mapa de perfusion después a la estimulacion
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6.2 Resultados de las evaluaciones neuroldgicas

Para la evaluacion de la mejoria neuroldgica, se tomd como variable dependiente la
diferencia del puntaje entre la evaluacion realizada para la confirmacion del infarto y la
evaluacion realizada 48 horas después de haberse confirmado el infarto. Se realiz6 una
prueba ANOVA de dos factores en la cual no se observa diferencia significativa entre
los grupos. Sin embargo se observa una tendencia a una mejora en el puntaje de

evaluacion neurol6gica para los grupos que recibieron tPA (p<0.07).

Evaluacion Neurologica

T o

10.0

7.8

56

Recuperacion Neurolégica

L0 0 id i i b i b ii i nu i i i it i iiiiiiiiiiiil

-10.03 e . - :
EM-/tPA- tPA+ EM+ EM+/tPA+

Grupo

Figura 15: Cambio en el puntaje de la evaluacion neuroldgica
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6.3 Resultados del analisis histopatolégico

Para la evaluacion de la zona de isquemia, se tomaron en consideracion los conejos que
sobrevivieron 48 horas post-infarto, de los cuales Unicamente 9 presentaron un dafio
significativo. Mediante histopatologia por tincién de TTC se cuantifico el volumen total
de cinco cortes coronales que se realiz6 a cada cerebro y también se cuantifico el
volumen de la lesién para poder obtener una proporcién de la zona isquémica con
relacion al resto del tejido. Se observd que la mayoria de los sujetos que presentan una
lesion se encuentran en el grupo que no respondio a la estimulacion y no se le administrd
tPA. Sin embargo el resultado de la prueba ANOVA no tiene la suficiente fuerza

estadistica para confirmar este hallazgo (p>0.05).

Histopatologia
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Figura 16: Proporcion de tejido infartado
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6.4 Resultados del efecto del tPA sobre el IP

Se realiz6 una prueba t de dos muestras, tomando como variable dependiente el
incremento del indice de perfusién y como variable independiente la administracion de
tPA y se corroboré (p>0.05) que el incremento del IP observado no esta determinado por
efecto del tPA.

Efecto del tPA sobre el IP

%] ]
[ (=]
S @
=) |
LAt ell

[P como % de linea de base

133.33 %
66.73 1

Sin tPA Con tPA
Grupo
Figura 17: Efecto del tPA sobre el IP
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6.5 Resultado del efecto del tPA sobre la recuperacion

neurologica

Se evalué el efecto de tPA sobre la recuperacion neurolégica, tomando (al igual que en
la seccion 6.2) como variable dependiente la diferencia del puntaje entre la evaluacion
realizada para la confirmacion del infarto y la evaluacion realizada 48 horas después de
haberse confirmado el infarto. Se realizd una prueba t de dos muestras, tomando como
variable independiente la administracion de tPA, con esta prueba se determind (p<0.05)
que existe una mejoria en la recuperacion neurolégica en los sujetos que recibieron tPA.

Evaluacion Neurologica
8.0
6.9
5.8

47
3.6

24

Recuperacion Neuroldgica

Sin tPA Con tPA
Grupo

Figura 18: Efecto del tPA sobre la recuperacion neurolégica
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6.6 Resultado del efecto del tPA sobre el analisis

histopatolédgico

Para evaluar el efecto del tPA sobre el tamafio de la zona isquémica, se realiz6 una

prueba t de dos muestras, no se observé cambios significativos entre los grupos.

Se realiz6 también una prueba X2, tomando como frecuencias observadas las

confirmaciones mediante tincion por TTC de tejido isquémico (Tabla 2) y se tomaron

como frecuencias esperadas las proporciones reportadas por Lyden et al (Tabla 3)[40],

esta prueba sugiere (p<0.01) que hay una disminucion en la aparicion de zonas

isquémicas en nuestros resultados comparados con los de Lyden et. al.
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Figura 19: Efecto del tPA sobre el tamafio del tejido
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Tabla 2: Frecuencias observadas

tPA
0 1
Tejido 72.7% | 86.4%
Isquémico 27.3% | 13.6%
Total 100.0% | 100.0%

Tabla 3: Frecuencias esperadas

tPA
0 1
Tejido 16.7% | 77.8%
Isquemico 83.3% | 22.2%
Total 100.0% | 100.0%




7 DISCUSION

En este trabajo se propuso encontrar el efecto que tienen la aplicacion de EM y tPA
sobre el FSC, a nivel neuroldgico y en el tejido isquémico en un modelo de infarto

cerebral en conejos por oclusion de la ACM.

En cuanto al efecto del aumento de la perfusion se observo que el tPA no causa dicha
variacion y sugiere que la estimulacion magnética del ganglio geniculado produce un
efecto vasodilatador en las arterias que favorece el aumento de la perfusion. Sin
embargo, la administracion de tPA si presenta un efecto en la mejoria neurolégica lo

cual es congruente con lo reportado en la literatura.

Un andlisis post facto tomando los datos reportados en la literatura para la evaluacion
del tPA en un modelo de infarto cerebral isquémico en conejos, mostrdé que no hay un
aumento de la tasa de proporcion de aparicion de lesiones en los grupos que no tuvieron
tPA, siendo la Unica variante entre los estudio la aplicacion de la EM lo cual sugiere que

ambos tratamientos actuaron sinérgicamente en este trabajo.

Dadas las limitaciones en cuanto al nimero de sujetos que deberian utilizarse para tener
un grupo control, la tasa elevada de mortalidad debido a las complejidades del modelo
experimental, las consideraciones €ticas y la experiencia y conocimiento que se tenia
sobre los efectos de la EM del ganglio geniculado al inicio de este trabajo, donde se
habia reportado que cerca del 50% de los sujetos no respondian a la estimulacion[35], se
decidié que a todos los sujetos se les aplicaria el tratamiento de EM vy se utilizaria el
aumento en el indice de perfusion como variable independiente para clasificar a los
conejos; aquellos que no tuvieron un incremento mayor al 25% sobre el IP de linea de
base fueron considerados como grupo control. Sin embargo, un estudio realizado en
sujetos con vasoespasmo [44] a los cuales se les aplicé el tratamiento de EM mostrd que
el efecto de la estimulacion no se observa en la misma ventana de tiempo en todos los

sujetos, es decir, algunos presentaron un efecto tardio, pero todos presentaron una
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respuesta a la EM. Ante estos resultados nos quedamos con la incognita: ;Y si el tiempo
de respuesta en que se adquirieron las imagenes de perfusion no fue el 6ptimo para

detectar la respuesta a la EM?

El hecho de que la aplicacién de la estimulacion magnética se realiza de forma no
invasiva, favorece el incremento del FSC y no interacciona de forma negativa con el
tPA, sugiere que esta técnica puede ser utilizada en un futuro como un tratamiento

oportuno para paciente que estan cursando un cuadro de EVC isquémico.

Los resultados obtenidos pueden ser considerados como las bases para mejorar el
protocolo y evaluar el efecto que tienen las terapias separadas y en conjunto, repitiendo
los experimentos considerando un grupo control que no reciba ningun tipo de
tratamiento y ampliando la ventana de tiempo para detectar el incremento en el IP. Estos
resultados aportan evidencia para el desarrollo de una terapia a través de estimulacion
magnética que puede ser usada como tratamiento durante las primeras horas de inicio de
un EVC.

Dados los resultados obtenidos y el conocimiento adquirido posterior a la realizacion de
la fase experimental de este trabajo se determiné que hubo un error metodoldgico al
decidir aplicar la EM a todos los sujetos. Esto derivo a que no se pudiera evaluar de

forma correcta el efecto que tiene la EM.

Ejecutar este trabajo bajo las directrices de las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL) de
la Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Economico (OCDE) permitio
obtener la acreditacién correspondiente por parte de la Entidad Mexicana de
Acreditacion (EMA).
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8 CONCLUSIONES
Y TRABAJO A FUTURO

8.1 Conclusiones

Se corrobor6 que el incremento en el IP no estd dado por efecto del tPA pero éste si
favorece la recuperacion neuroldgica. No se encontrd diferencia significativa entre los

grupos en cuanto al tamafio de las regiones isquémicas.

Se observé una disminucién en la tasa de aparicion de lesiones isquémicas reportadas en
la literatura para el mismo modelo de evaluacién del tPA, siendo la Unica variante la
aplicacion de EM, lo cual sugiere que el aplicar ambas técnicas en conjunto genera un

efecto sinérgico.

Combinar el uso de EM del ganglio geniculado y tPA no mostrd ninguna interaccion
negativa que pudiera repercutir en la mejoria de los sujetos. Tampoco se observo un
aumento en la mortalidad. Esto sugiere que el uso de ambos tratamientos ofrece un

beneficio adicional sobre el uso de tPA solo.
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8.2 Trabajo a futuro

Debido a que el tiempo es un pardmetro sumamente importante para observar la
respuesta al tratamiento de estimulacion magnética, se propone realizar un estudio
exploratorio que permita determinar la ventana de tiempo Optima en donde se pueda
observar el efecto de la EM sobre incremento de la perfusion en todos los sujetos que
reciban el tratamiento. Esta ventana se podra determinar al realizar mediciones de

perfusion por resonancia magnética a los 5, 30 y 60 minutos post-estimulacion.

Una vez establecida la ventana de tiempo adecuada para realizar las mediciones de
perfusion en la cudal se pueda observar el efecto de la estimulacion en todos los sujetos,
sera necesario realizar unos experimentos siguiendo el protocolo descrito en este trabajo
pero considerando un grupo control que no reciba ningun tratamiento para tener un

mejor entendimiento del efecto de la EM y poder compararlo con el efecto del tPA.
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9 ABREVIATURAS

ACA - Arteria Cerebral Anterior

ACC - Arteria Carotida Comun

ACI - Arteria Cardtida Interna

ACM — Arteria Cerebral Media

ACP - Arteria Cerebral Posterior

ANOVA - Andlisis de la Varianza

aRM - Angiografia por Resonancia Magnética
AV - Arteria Vertebral

dRM - Difusién por Resonancia Magnética

EM — Estimulacion Magnética

EMT - Estimulacion Magnética Transcraneal
EVC - Evento Vascular Cerebral

FSC - Flujo Sanguineo Cerebral

IP - indice de Perfusion

IRM - Imagenologia por Resonancia Magnética
PRM - Perfusion pode Reosnancia Magnética
rCV — Volumen Sanguineo Cerebral Relatio
tPA — Activador Tisular del Plasminogeno (Tissue Plasminogen Activator)
TTC - Trifenil Tetrazolio

VY —Vena Yugular
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ANEXO A.
PREPARACION DE COAGULO
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- Clot Preparation
CENTRO NACIONAL DE Project ID: NRV_PI_03_15
‘ I INVESTIGACION EN Protocol ID: NRV_VP_01_15
IMAGENOLOGIA E
INSTRUMENTACION MEDICA

Quick guide to prepare a blood clot to be use in an embolization generation model of
stroke in rabbit by means of an established procedure.

1. Place a donor rabbit in a restrainer.

2. Collect 5ml of whole blood form the donor rabbit’s ear vein under sterile
procedure.

3. Allow blood to clot incubated at 37°C for 24 hours

4. Suspend the clotted blood in a solution of 3% bovine albumin (BSA) in phosphate
buffered saline (PBS).

5. Slice the clotted blood into solid small cube clots using a sterile scalpel.

6. Weight each cube using an analytical balance.

7. Label and Suspend cube clots weighting 3.0 — 4.5mg in saline solution and store
at room temperature.

n —_Ic103cH

1. Rabbit placed in a 2-3. Blood

restrainer collected and 4. Clotted blood suspended in
incubating solution

7. Clot labeled 7

5-6. Clot sliced and weighted
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ANEXO B.
ESCALA NEUROLOGICA
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Test Clinical Criteria Score Potential Correlative R
Score Values to %IV
Behavior | Neck Twist 0-normal, 1-twist of the neck 1 396
Reflex Righting Reflex Q-right in 1 sec, 1-right in 5 sec, 2-not right in 5 sec 2 458
Stimuli Extension Reflex (fore- 0-right in 1 sec, 1-right in 5 sec, 2-not right in 5 sec 2 368
Reflex paws)”
Stimuli Extension Reflex (hind- L. L L
Reflex paws)" 0- right in 1 sec, 1-right in 5 sec, 2-not right in 5 sec 2 278
0-normal resistance to contralateral push, 1-reduced resistance to lateral
Posture Posture . 2 337
push, 2-falls down on contralateral side
Death Maximum Score with death 10 --
Total Cumulative Score Possible 10

The paws are gently pulled toward the body, the time to re-extend the paw is scored
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m ACTA DE EXAMEN DE GRADO

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA No.00126
Matricula: 2143805441

r N
RESPUESTA NEUROVASCULAR
A TRATAMIENTO DE En la Ciudad de México, se presentaron a las 12:00 horas
ACTIVADOR TISULAR DEL del dia 26 del mes de marzo del afio 2020 en la Unidad
PLASMINGENOGENO Y Iztapalapa de la Universidad Auténoma Metropolitana, los
ESTIMULACION MAGNETICA suscritos miembros del jurado:
DEL GANGLIO GENICULADO EN

DR. LUIS JIMENEZ ANGELES
DRA. NOHRA ELSY BELTRAN VARGAS
DR. JOSE JOAQUIN AZPIROZ LEEHAN

UN MODELO DE INFARTO
CEREBRAL ISQUEMICO EN
CONEJOS.

Bajo la  Presidencia del primero y con caracter de
Secretario el Gltimo, se reunieron para proceder al Examen
de Grado cuya denominacién aparece al margen, para la
obtencién del grado de:

MAESTRO EN CIENCIAS (INGENIERIA BIOMEDICA)

DE: MARTIN RAMIREZ MEZA

y de acuerdo con el articulo 78 fraccién IIT del
Reglamento de Estudios Superiores de la Universidad
Autdénoma Metropolitana, los miembros del jurado

resolvieron:

MARTIN RAMIREZ MEZA

ALUMNO
APROBAR
r Y\
Acto continuo, el presidente del jurado comunicé al
interesado el resultado de la evaluacién 1y, en caso

aprobatorio, le fue tomada la protesta.
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PRESIDENTE
')
DR. JESU&K(BERTO OCHOA TAPIA DR. LUIS JIMENEZ ANGELES
VOCAL SECRETARIO
AT 3= 1) _& . ﬂ .
DRA. NOHRA ELSY BELTRAN VARGAS DR. JOSE JOAQUIN AZ’P&)Z LEEHAN

El presente documento cuenta con la firma —autégrafa, escaneada o digital, segun corresponda- del funcionario universitario competente, que certifica que las firmas que
aparecen en esta acta — Temporal, digital o dictamen- son auténticas y las mismas que usan los c.c. profesores mencionados en ella
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