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Resumen

La Imagenologia por Resonancia Magnética funcional (IRMf), es una técnica muy poderosa para
realizar el mapeo de actividad cerebral. Esta técnica explota las propiedades fisicas de la Resonancia
Magnética. Una de sus principales caracteristicas es que no es invasiva y no necesita de una energia
externa que pueda afectar el tejido vivo como por ejemplo el uso de rayos x o de energia radioactiva.

Por medio de la IRMf se aprecia un comportamiento aproximado de las zonas de actividad cerebral
relacionadas a estimulos o tareas especificas. Este método fue propuesto a principios de los 90's,
obteniendo grandes resultados y que posteriormente se ha empleado para apoyo de diagndstico y
tratamiento de diferentes patologias, asi como ayuda para cuestiones quirurgicas.

El estudio de IRMf de las ratas desnutridas, fue desarrollado en el Centro Nacional de Investigacidn
en Instrumentaciéon e Imagenologia Médica (CI°M), con un sistema de Imagenologia por Resonancia
Magnética a 7T.

Antes de realizar los experimentos en vivo, se realizd un estudio de la adquisicién de imagenes, asi
como de las técnicas para el procesamiento de las mismas.

En este trabajo, se desarrolld un estudio de IRMf, en el que se realizd una estimulacion eléctrica
para observar la respuesta a nivel de la corteza somatosensorial en dos grupos de ratas. El primer grupo
(control) constituido por 6 ratas con un intervalo de edades de entre 18 y 21 dias, y un segundo grupo
(experimental) constituido igual por 6 ratas y con un intervalo de edad entre los 18 y 21 dias, que fue
sometido a un protocolo de desnutricién por competencia, el cual se explica con mayor detalle en el
capitulo 2.

Los resultados obtenidos para cada uno de los grupos fueron comparados entre si, para observar
en una primera instancia los cambios significativos que existen entre los dos grupos. De los resultados
obtenidos, se observd que en el caso de las ratas control, la respuesta obtenida al estimulo se presentd
Unicamente en corteza somatosensorial, mientras que en el caso de las ratas desnutridas las respuestas
al estimulo se presentaron en corteza somatosensorial como en otras estructuras cerebrales, como por
ejemplo en hipocampo, corteza motora, corteza de asociacién temporal, entre otras.

Las respuestas de las zonas de activacion en las ratas desnutridas no presentaron el mismo patrén,
es decir, que para cada rata, las zonas de activacién no fueron las mismas a excepcién de la respuesta
presente en la corteza somatosensorial. Ademas, se realizd un estudio estadistico entre ambas
poblaciones para determinar si existian cambios significativos en cuanto a la respuesta BOLD que se
presento.
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INTRODUCCION

La Imagenologia por Resonancia Magnética funcional, nos permite estudiar la actividad cerebral

relacionandola con el consumo de oxigeno en la sangre por medio de los cambios que ésta sufre.

El objetivo del presente trabajo, es evaluar los posibles cambios funcionales ocasionados por la
desnutricién durante la lactancia, empleando un modelo animal (que en este caso fueron ratas). La zona
en la que nos enfocamos es la corteza somatosensorial principalmente. Las ratas son animales
altamente sensoriales, practicamente son ciegos, y la forma de estimular en nuestro caso para observar
los cambios funcionales, fueron los bigotes (los cuales permiten al animal hacer un mapa sensorial y
espacial de su mundo), mediante estimulaciones eléctricas, detalladas en el Capitulo 3. Esta zona fue

elegida debido a que ocupan gran parte de su corteza cerebral para cuestiones sensomotoras.

Las hipotesis planteadas en este trabajo fueron:

- Existird un cambio significativo a nivel de corteza sensorial en las ratas debido al estimulo

- Existirdn mecanismos de plasticidad cerebral producidos por la desnutricion

- Debido al estimulo empleado y la zona de estimulacidn, observaremos variaciones significativas
bulbo olfatorio debido a la gran importancia de este érgano en las ratas

- Existiran diferencias significativas a nivel de otras estructuras cerebrales, principalmente en el

cerebelo, el cual se afecta su desarrollo debido a la desnutricién (Capitulo 2)

El primer capitulo habla sobre los principios de la Imagenologia por Resonancia Magnética, asi
como de las bases para realizar estudios de tipo funcional por medio de esta técnica de imagenes

meédicas.
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La desnutricién es un problema de salud publica muy grave a nivel mundial. Actualmente se sabe
que existen diversos dafios a nivel cerebral debido a este mal, como se aborda en el capitulo 2 del
presente trabajo, ademas, se habla brevemente de la utilizacion de modelos animales y la desnutricidn

gue se puede inducir en ellos para estudios experimentales.

El tercer, cuarto y quinto capitulo, se explica la metodologia empleada durante la realizacion de
este trabajo, asi como los resultados obtenidos y la discusion de resultados que se obtuvieron

respectivamente.

Finalmente, se muestran algunas de las perspectivas a futuro que se consideran pertinentes para

continuar este trabajo.
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CAPITULO 1

IMAGENOLOGIA POR RESONANCIA MAGNETICA FUNCIONAL

La Imagenologia por Resonancia Magnética funcional (IRMf) es una especializacion de la
Imagenologia por Resonancia Magnética. Podemos medir la respuesta hemodindmica (el cambio
en el flujo sanguineo) relacionado con la actividad neuronal del cerebro o de la espina en humanos
y otros animales. Esta técnica es relativamente nueva y se ha desarrollado para el campo de la
neuroimagenologia. Desde principios de los afios 90's, la IRMf se ha convertido en una técnica
dominante en el campo del mapeo cerebral debido a que es una técnica no invasiva, ademads de
gue no existe una exposicidn a radiacion tanto nuclear (proveniente del decaimiento radioactivo
de isdtopos), asé como ionizante (radiacion electromagnética producida por la desaceleracién de

electrones que al interactuar con la materia genera particulas con carga).

1.1 Principios de Imagenologia por Resonancia Magnética

La Resonancia Magnética Nuclear, tiene una larga historia que data desde los afios 40’s,
cuando investigadores en la Universidad de Harvard y de Stanford, simultdaneamente detectaron
un fendmeno de resonancia en muestras colocadas dentro de un campo magnético [1] [2].
Durante décadas subsecuentes, el fenémeno de la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) tuvo su
uso principalmente en el campo de la quimica. El uso de este fendmeno en la imagenologia fue
demostrado en los 70’s, y desde entonces ha sido una gran herramienta para el diagndstico

radioldgico [3] [4].

Para poder adquirir una imagen por Resonancia Magnética, se necesita que el nicleo que
deseamos excitar debemos fijarnos en dos propiedades principales, una es el espin (diferente a un
entero) y la otra es su carga atdmica (se necesita que sea impar). El nicleo 'H es una referencia de
eleccién natural para utilizar las técnicas de resonancia magnética en el cuerpo humano, ya que
tiene un espin igual a 1/2 y es el is6topo de hidrégeno mas abundante contenido en el agua y las

grasas de nuestro organismo.
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Cualquier nucleo con espin distinto de cero puede ser representado por un vector, teniendo
un eje de rotacidon con una magnitud y una orientacion definidas. En el protdn existe una carga
eléctrica en la superficie, generandose una pequefia corriente, ademas como el protdn posee una
masa, genera un momento angular J, y al momento de girar se produce un campo magnético
orientado en la direccidon de su eje de rotacion. La orientacidn del vector del espin nuclear y la
forma de cémo cambia debido a las manipulaciones externas determinan las bases microscépicas

de las sefiales de resonancia magnética.

En el caso de un volumen arbitrario de tejido, ubicado fuera de un campo magnético, cada
protdn tiene un vector espin de igual magnitud. Sin embargo, los vectores espin de todos los
protones dentro del tejido se encuentran orientados al azar, en todas las direcciones. Al realizar la
suma de todos los vectores, la resultante sera cero. Es decir, en el tejido no existe magnetizacién

neta.

Si ahora se coloca el tejido en un campo magnético By, la interaccion de éste con los nucleos
moviles con carga positiva hara que cada protdn empiece a rotar con un movimiento de precesion.
Los protones se inclinaran suavemente respecto de la linea de accidn de By, pero el eje de rotacion
serd paralelo a By, observar la Figura 1.1. La frecuencia de precesién w, estad dada por la ecuacién
de Larmor:

wo =YBy (1.1)
donde wy es la frecuencia de Larmor en MHz, B, es la magnitud del campo magnético que actua
sobre el protén en Tesla (T), y v se denomina "constante giromagnética". En la tabla 1.1, se

muestran distintos valores de y para diferentes nucleos para 1 Tesla.
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Nucleo Espin Constante
Giromagnéticay

(MHz/T)
'H (Hidrégeno) % 42.577
*He (Helio) % 32.436
3¢ (Carbono) % 10.708
>N (Nitrégeno-15) % 4.316
70 (Oxigeno) 5/2 5.774
°F (Fltor) % 40.077
2Na (Sodio) 3/2 11.268
31p (Fésforo) % 17.254
12%Xe (Xendn) % 11.843

Tabla 1.1. Propiedades de diferentes dtomos usados empleados en Resonancia Magnética Nuclear a 1 Tesla.

X

Figura 1.1. Movimiento de precesion del nucleo a la velocidad angular wg.

La Figura 1.1 muestra el movimiento de precesion del nucleo, con una velocidad angular wg
que gira alrededor del eje “Z”. El campo magnético B, es paralelo al eje “Z”. Ademas, la trayectoria

del vector, muestra que el nucleo sigue rotando alrededor del eje Z.

Las proyecciones en las coordenadas “X” y “Y” varian con respecto al tiempo, mientras que el
protdn sigue en su movimiento de precesidon. En cambio, con la coordenada “Z”, es como si

permaneciera constante esta proyeccién. Al realizar la suma vectorial sobre los atomos del tejido,
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en presencia de un campo magnético By, el resultado varia, ya que las componentes vectoriales
de “X” y “¥” de cada dtomo, en un tiempo dado, se encontraran aleatoriamente distribuidas. Esto
da como resultado una magnetizacidon neta en las direcciones “X” y “Y. En la direccion paralela al
campo magnético, el resultado sera distinto, debido a que la orientacién del eje de precesion de
los nucleos es constante y habra un acoplamiento entre el protén y By, que se conoce como
interaccion de Zeeman [5]. Esta interaccién causa una diferencia energética entre los nucleos
alineados paralelamente a B, y aquellos nucleos que se encuentran alineados de manera
antiparalela con respecto a By, como se observa en la Figura 1.2. La diferencia energética es

proporcional al campo magnético B,.

B,

L J
-

Figura 1.2. Alineacion microscopica de los espines con respecto al campo By.

El efecto de la diferencia entre los espines de los nucleos que se alinean paralela y
antiparalelemente es una magnetizacién neta en el tejido, el cual tendrd un valor M, Figura 1.3.
Esta magnetizacidn es la fuente de sefial para los experimentos de resonancia magnética, la cual
consiste en la medicion de la respuesta de protones expuestos a un campo magnético. Para un
volumen de protones a la temperatura del cuerpo (310K) a existe normalmente una diferencia de
3 en 1000000 protones en estado de baja energia con respecto a los que se alinean en direccion
de alta energia. La orientacidn de esta magnetizacion es la misma que el campo magnético By, y es

constante con respecto al tiempo, siempre y cuando B, permanezca constante.

CAPITULO 1 Pagina 6



UAM - |

POSGRADO EN INGENIERIA BIOMEDICA
B,

B
F

=M

Figura 1.3. Magnetizacion neta producida por alineacion de espines.

Consecuentemente, cuanto mayor sea By, mayor sera ﬁ, y por lo tanto, mayor sera la sefial
de resonancia magnética [5]. Las aplicaciones de resonancia magnética, se basan principalmente
en la manipulacién de la magnetizacion neta de la muestra. Para poder manipular la
magnetizacién de una manera sencilla, se aplican pulsos de radiofrecuencia (RF). A lo largo de la
emisién de dicho pulso, los nucleos de los dtomos absorben una porcion de la energia de una
frecuencia particular. Después del pulso, los nicleos re-emiten la energia a la misma frecuencia.
Cuando un nucleo es irradiado con energia de la frecuencia deseada (w;), cambiara desde la
orientacién de baja energia hacia la de alta energia. De manera semejante, un nucleo del nivel de
alta energia, sera estimulado para liberar su energia y cambiar su orientacién para ubicarse en la
direccién de baja energia. Sélo la energia suministrada a la frecuencia wy, que es la frecuencia de
Larmor, inducira las transiciones entre los estados de alta y baja energia. Esta frecuencia se conoce

también como “frecuencia de resonancia”.

La relajacién es resultado de las interacciones entre los diferentes nucleos. Se puede conocer

el vector de magnetizacién por medio de las ecuaciones de Bloch:

aM _ y1\7f < B — M i+My ] (M,—MQ)K

dt T2 T1

(1.2)

donde y es la constante giromagnética, M es el vector de magnetizacion neto, M, y M,

conforman la magnetizacién transversal, M, representa la magnetizacién longitudinal, M9
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representa la magnetizacion longitudinal en el equilibrio térmico, y T1 y T2 son los tiempos de

relajacién longitudinal y transversal respectivamente.

En el equilibrio, el vector de magnetizacidn neto se alinea en direccidon del campo magnético
By, y es llamada la magnetizacién de equilibrio My. En esta configuracidon, la componente Z de la
magnetizacién M; es igual a My. M; es conocida como la magnetizacién longitudinal y no hay

magnetizacién transversal (My o My).

Bo

I R

X ¥

Figura 1.4. Magnetizacion longitudinal en el equilibrio.

Es posible cambiar la magnetizacién neta, al exponer el sistema de espines, a una energia con
una frecuencia igual a la diferencia energética entre los estados de espines. Si la energia es

suficiente en el sistema, es posible saturar el sistema de espines y hacer que M;=0, Figura 1.4.

La constante de tiempo que describe cobmo M; regresa a su valor de equilibrio es llamado el
tiempo de relajacion espin red (en inglés spin lattice relaxation time), también conocido como el
tiempo T1. La ecuacién que describe el comportamiento de este tiempo, la podemos obtener a

partir de la ecuacion de Bloch (ec. 1.2) en su componente longitudinal, obteniendo:

My =M, (1-e™"r1) (1.3)
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T, t

Figura 1.5. Curva de relajacion espin red correspondiente a la ecuacion 1.3.

La recuperacion de la magnetizacién longitudinal, como podemos observar en la ecuacién 1.3,
presenta una curva exponencial, como se observa en la Figura 1.5. La razén de la recuperacién
estd caracterizada por la constante de tiempo T1, especifico de cada tejido. Después del tiempo
T1, se dice que la magnetizacién longitudinal ha regresado al 63% de su valor final [6], ver Figura
1.6a. Después de que ha transcurrido tres veces el tiempo T1, se habra recuperado en un 95% del
valor de M. Si normalizamos la ecuacion (1.3) con respecto de M, , tenemos el comportamiento

de la figura 1.6b, donde el valor mdximo de la curva serd 1.

Sefial 10

UK - e

0.86 f——mmmmmmmm e

1005 &

75 % 0.63 |—————mmm e

63 %

E|E

50 4 1

! 5 Tiempo m 2
0 ms 250 oo i s i ian

Figura 1.6. a) Tiempo T1 dado por la curva de relajacidn espin red. b) Recuperacion de la magnetizacién longitudinal al

normalizar.

Ademas con la rotacion, en la magnetizacién neta comienza a presentarse un desfasamiento,
esto porque los espines comienzan a experimentar un campo magnético diferente y rotan a su
propia frecuencia de Larmor. Mientras exista un tiempo mayor, mayor sera la diferencia de fase en
la magnetizacion. Las interacciones espin — espin son temporales y aleatorias, por lo tanto, la
relajacién espin — espin, causan una pérdida acumulativa en fase, dando como resultado un

decaimiento en la magnetizacién transversal.
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La constante de tiempo que describe el regreso al equilibrio de la magnetizacion
transversal (Myy), es llamado el tiempo de relajacion espin — espin 6 T2. El valor de T2 es
Unico para cada tejido y estd determinado principalmente por su entorno quimico con poca
relacién con el campo. La pérdida exponencial resulta puramente de las interacciones aleatorias
en el plano transverso (XY). La magnetizacion transversal, esta regida por la ecuacion:
Myy = M, (e't/TZ) (1.4)
El comportamiento de la ecuacidén anterior, puede observarse mads facilmente mediante la

Figura 1.7.
My

t

Figura 1.7. Curva de relajacion espin — espin dada por la ecuacion 1.4.

El tiempo T2 siempre es menor o igual al tiempo T1. La magnetizacién neta en el plano XY
decae a cero y posteriormente la magnetizacién longitudinal crece hasta que llega al valor M, en

el eje Z.

Se considera al tiempo de relajacién T2 cuando la magnetizacién transversal ha perdido el
37% de su valor original. T2 es especifico a cada tejido, ademas, de que la relajacion transversal es

mucho mas rdpida que la relajacién longitudinal [6], Figura 1.8.

Sefial
100 % .Lfk

75w
50 %%

37 % |- -------- i
% 1

> Tiempo

Figura 1.8. Curva de decaimiento T2.
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Existen dos factores que contribuyen al decaimiento transversal de la magnetizacion:
1) Interacciones moleculares (efecto molecular “puro” en T2)

2) Variaciones en B (efecto de inhomogeneidades)

La combinacién de estos dos factores es lo que da como resultado en decaimiento de la
magnetizacién transversal. La constante de tiempo de esta combinacion de factores es llamado T2
estrella: T2*. La relacidn entre el T2 de procesos moleculares y de la inhomogeneidades en el

campo magnético se describe por la ecuacion:

=—+— (1.5)

Cuando el generador del pulso de radio frecuencia (RF) empleado para la excitacién de la
muestra es apagado, los protones tienden a realinearse y regresar a su orientacién en equilibrio,
por lo cual liberan energia a la frecuencia wy. La energia que los protones liberan, inducen un
voltaje durante la precesidn. Este voltaje inducido, es la sefial de resonancia magnética y se
conoce como Free Induction Decay o FID (Figura 1.9a). La magnitud del FID depende del valor de
M, que se tiene inmediatamente después de la aplicaciéon del pulso de RF, ecuacién 1.6. La
transformada de Fourier se emplea para convertir la sefal FID de una funciéon en el tiempo, a una

funcidon en el dominio de la frecuencia, como se puede ver en la Figura 1.9b.

Sefal envolvente = M, * sin a * e="/r2 (1.6)
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Figura 1.9. a) Sefial FID; b) Transformada de Fourier de la sefial FID.

1.2 Ubicacién espacial de la seiial y Sistema de Imagenologia por Resonancia Magnética

1.2.1 Codificacién espacial

En IRM se utiliza la dependencia entre la frecuencia con el campo para ubicar espacialmente
las sefiales en diferentes regiones del espacio. El campo magnético externo puede variar aplicando
gradientes de campo magnético, estos gradientes son pequefias perturbaciones que se afiaden al
campo By, causando una perturbacidn menor al 1%. El campo magnético es dependiente de la

localizacién en el iman y se puede expresar de la siguiente forma:

Bi = BO + (GT . T'l') (17)
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donde B; es el campo en la localizacién r; y Gy es la magnitud del gradiente empleado. En general,
existen tres gradientes principales dentro del sistema de IRM: gradiente selector de corte (o

rebanada), gradiente codificador de fase y gradiente codificador de frecuencia (o lectura).

Considerando asi, la accién de los gradientes de campo magnético, podemos replantear la
expresion de la frecuencia de Larmor de la siguiente manera:
w; =y(By+6G-1y) (1.8)
donde w; es la frecuencia de los protones en la posicion 1; y G representa la amplitud total del

gradiente. Para ejemplificar el efecto de los gradientes veamos el ejemplo de la Figura 1.10:

a |
) - -T — ; I 1 Al A2
H X XL x3
0 = 1
T Gy b) '
3 A3 t
Al
1 2 3
c)
A3
| az M
[ 50 Al Il
A NS .
P t wl w2 wi @

Figura 1.10. a) Debido a la variacién lineal del gradiente G,, las muestras 1, 2 y 3 presentaran cambios en sus
frecuencias w;, donde j representa las posiciones x1, x2 y x3. b) Para cada una de las muestras se presentan diferentes
amplitudes y frecuencias debido a sus posiciones. c) Sefial total resultante y su representacion de la imagen

unidimensional debido a la frecuencia y posicion.

En la Figura 1.10a supongamos que cada una de las muestras contiene agua, en cada una de
las posiciones experimentan un campo magnético diferente debido al gradiente. Si excitamos con
pulsos de RF a la frecuencia de Larmor, los protones comenzaran a precesar a diferentes
frecuencias w; # w, # w3 de acuerdo a la ecuacion 1.8. Por lo tanto, se tendran diferentes
sefiales (Figura 1.10b). Cada una de las sefiales es sumada teniendo asi una sefial total del
volumen donde se esta excitando con el pulso de RF (Figura 1.10c). Asi, conocemos la relacion

entre frecuencias y posicidn, se tiene una representacion de una imagen unidimensional.
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Un pulso de RF selectivo tiene dos componentes: una frecuencia central y un intervalo o
ancho de banda de frecuencias. Cuando el pulso es transmitido en presencia de un gradiente de
seleccion de rebanada, una region del tejido alcanza la condicién de resonancia y absorbe la
energia de RF. Debido a que la frecuencia central del pulso determina la localizacidn de la regiodn,
se puede cambiar o elegir diferentes posiciones de la rebanada cambiando la frecuencia central,
como se puede apreciar en la Figura 1.11. El grosor de la rebanada estd determinado por la

intensidad del gradiente Ggs y el ancho de banda de frecuencias Aw incluidas en el pulso de RF.
Aw = yA(Ggs * AZ) (1.9)

Se puede modificar el ancho de la rebanada de dos formas como se ilustra en la Figura 1.11:

a] Variacion del ancho de b] Variacién de la potencia
banda del pulso RF del gradiente
Ancho de banda Ay Fuerza del gradiente
" pequefioc  amplio .
-
r /.~ bajo
E | T
] I
2 | |
3 |
e — [Erande l—— grande
-i— pequeno o pequefio
Grosor de rebanada AZ Grosor de rebanada AZ
Ancho de banda pequefio — Az Aumenta fuerza gradiente — Az
Ancho de banda ampllo — AT Disminuye fuerza gradiente— = AT

Figura 1.11. Formas de modificar el grosor de la rebanada seleccionada.

En la Figura 1.11 se muestran dos formas para poder modificar el grosor del corte de
seleccion, una es modificando el ancho de banda del pulso de RF (Figura 1.11a) y también se
puede realizar un cambio en el ancho de la rebanada de seleccidn, modificando la intensidad del

gradiente que se aplica para la seleccién de rebanada (Figura 1.11b).
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1.2.2. Sistema de Imagenologia por Resonancia Magnética

La Figura 1.12, muestra los componentes principales de un sistema de IRM:

Temperizader
/| Gradiente Gradiente | Gradiente
X Y | z Irgen
i Sigema de Gradientes
: Sisema de radio frecuence
i | i I'h::u Temponzador para saiches de gradientes
i e, ) Simarmy de rulwrancin da L fraandy da resanania
s | Adquaicon y procemmirs i bseal
......... = nm]el ——
[ 1
denodulsdn

Figura 1.12. Esquema general del sistema de IRM.

De manera muy general, podemos describir al sistema de IRM por sus principales
componentes. El imdn genera un campo magnético estatico By que alinea los nicleos de forma
paralela o antiparalela (seccidn 1.1). Los nucleos son excitados por medio de un sistema de RF, el
transmisor de RF un campo magnético que rota a la frecuencia de Larmor. Este campo de
excitacidn realinea los campos magnéticos nucleares intrinsecos en los tejidos en el plano X-Y. Los
sistemas de recepcion demodulan la seiial de RM para extraer la informacién que se convierte a
una seial digital. Esta informacion es utilizada para calcular las imagenes digitales. Cuando el
campo de gradiente es aplicado, la orientacion espacial estd dada por el sistema de gradiente que
altera la intensidad del campo magnético en diversas posiciones, creando el cambio en la
frecuencia, desplazamientos de fase y la condicién previa para la excitacion selectiva de la
frecuencia. La computadora principal se utiliza para mostrar los datos de la imagen, asi como el
almacenamiento y transmision de los mismos para poderse desplegar y asi mostrar la imagen

obtenida.
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1.3 El efecto BOLD (Blood Oxygenation Level Dependant)

La idea de que el flujo sanguineo cerebral (Cerebral Blood Flow, CBF), pueda reflejar actividad
neuronal, comenzé a finales del siglo XIX con experimentos de Roy y Sherrington [7]. Este
concepto es la base para cualquier técnica que use la respuesta hemodinamica cerebral que se
emplean actualmente. Debido a que los cambios de la tasa metabdlica de glucosa y el CBF estdn
acoplados, se asume que los cambios en la tasa cerebral metabdlica de oxigeno cerebral y el CBF
también estan acoplados. Sin embargo, basados en mediciones reportadas de CBF y la tasa
metabdlica de oxigeno cerebral por medio de Tomografia por Emisién de Positrones (PET) en
humanos durante estimulacion somatosensorial y visual, Fox y sus colegas [8] reportaron un
incremento del CBF que superd la tasa metabdlica de oxigeno cerebral. En consecuencia, un
desajuste en los cambios de CBF y la tasa metabdlica de oxigeno cerebral, dan como resultado un
incremento entre los niveles de oxigenacion venosa y capilar, esto dio lugar a un nuevo parametro
fisiolégico para el mapeo cerebral. En 1990, basados en estudios realizados en cerebros de ratas,
empleando un sistema de 7 Tesla (T), Ogawa y colaboradores en los laboratorios AT&T Bell,
reportaron el mapeo cerebral funcional es posible empleando el nivel de dependencia de
oxigenacion sanguinea venosa (blood oxygenation level-dependent - BOLD) como un agente de

contraste para la Imagenologia por resonancia Magnética (IRM) [9].

En 1890, el fisidlogo Charles Sherrington demostré que la estimulacidon cerebral causa un
incremento local en el flujo cerebral [7]. Sin embargo, también observo que la proporcidn relativa
de oxigeno extraida de esa sangre se reducia. Al incrementar la proporciéon relativa de
hemoglobina oxigenada en la sangre, existe entonces un gradiente de oxigeno entre los capilares y
la mitocondria celular, el cual se incrementa. Este gradiente permite que coincida el transporte de
difusidn limitada de oxigeno con la tasa de utilizacion. El incremento en el flujo sanguineo esta

acompafiado por un pequefio incremento en el volumen sanguineo local.

Los métodos para obtener imagenes funcionales, se basan en los cambios dindmicos

cerebrales, que tienen un cambio en el tiempo similar a actividades sensoriales, motoras o
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cognitivas. Interpretaciones mas especificas demandan métodos que también pueden definir

localizaciones neuro-anatémicas para estos cambios dindmicos.

Bajo condiciones normales, el cerebro obtiene la mayoria de la energia necesaria a partir de la
oxidacion de la glucosa, para lo cual necesita casi un abastecimiento practicamente constante de
glucosa y oxigeno, el cual es suministrado a través del torrente sanguineo por medio de las venas.
Aunque el cerebro represente el 2% de la masa corporal, éste consume un 20% de glucosa y
oxigeno del cuerpo. Un hecho importante del metabolismo cerebral, es que el flujo sanguineo y la
energia metabdlica estan intimamente ligados a la actividad neuronal local. Esto implica que se
puede rastrear la actividad neuronal debido al consumo local de oxigeno, al consumo local de

glucosa o al flujo sanguineo.

Los mecanismos exactos de la hemodindmica en la actividad neuronal no estan totalmente
bien conocidos, pero son aceptados para explicar la relacién que existe entre el cambio en el
consumo metabdlico de glucosa para indicar que existe actividad neuronal, como se ejemplifica en

la Figura 1.13 [10].

Tarea/estimulo

Actividad Neuronal M

i CBF M CMR, cavt i
dHb), E
AR, AR, |, AR, 4

Figura 1.13. Esquema de los origenes de los cambios en sefial detectados por IRMf inducidos por una estimulacion
(CBF = Flujo Cerebral Sanguineo, CBV = Volumen Sanguineo Cerebral, CMRg, = Razén de Cambio de Comsumo

Metabdlico de Oxigeno Cerebral, dHb = Deoxihemoglobina, Ry, R, = parametros fisioldgicos de resistencia vascular).

Para entender mejor los procesos que se relacionan en la respuesta hemodindmica local en el
cerebro, asi como la produccion de energia celular y el trabajo electroquimico asociado con la

activacion neuronal, es de gran utilidad considerar:
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- Eltipo de trabajo que se realiza en el cerebro;
- Las células que se encargan de realizar el trabajo cerebral;
- El proceso oxidativo y no oxidativo metabdlico, y los mecanismos que se presentan
para determinar el balance en las células cerebrales;
- Los mecanismos que estan relacionados entre los cambios locales del flujo

sanguineo y los cambios en el metabolismo oxidativos y no oxidativos.

La sangre puede considerarse como un sistema de compartimiento de dos elementos
fundamentales, el plasma (con caracteristicas similares al agua) y los glébulos rojos (también
llamados células rojas o eritrocitos). El porcentaje del volumen de la sangre que ocupan los
glébulos rojos, es llamado hematocrito (Hct), los valores del Hct oscilan en un 40%, dependiendo
de factores fisioldgicos, como género, edad y condicidn fisica. El Hct puede variar a nivel capilar

donde las células atraviesan por los tejidos.

1

Plasma
Glébulos
~  blancos
™ Glébulos
» TOjos

Figura 1.14. Composicion sanguinea

Mucho del hierro en las células esta contenido en la hemoglobina, siendo mas especificos, en
uno de los estados de la hemoglobina, que son la oxihemoglobina y deoxihemoglobina (véase
Figura 1.15 y 1.16). Estos dos estados se diferencian entre si por sus propiedades magnéticas. La
oxihemoglobina es una sustancia diamagnética, esto quiere decir, que es una sustancia que al ser
sometida a un campo magnético produce un campo muy débil o nulo. La deoxihemoglobina, en
cambio, es una molécula que presenta un “hueco” en su estructura, que evita que se tenga un
“blindaje” de la molécula de hierro, por lo tanto, existen electrones impares, lo cual hace que la
molécula de deoxihemoglobina sea una sustancia paramagnética, esto quiere decir, que es

débilmente atraida por el campo magnético (véase Figura 1.17).
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HEMOGLOBINA

lobina
grupo hemo proteina)

Figura 1.15. Esquema de molécula de hemoglobina.

Figura 1.16. a) Molécula de oxihemoglobina (cada grupo hemo tiene su oxigeno ligado)

b) Molécula de deoxihemoglogina (el grupo hemo se caracteriza por ausencia de oxigeno ligado).

Figura 1.17. Susceptibilidad magnética de (A) oxihemoglobina y (B) deoxihemoglobina al ser sometidos a un campo. B,

La sangre desoxigenada, presenta un 20% mas de susceptibilidad magnética a comparacion
con la sangre oxigenada. La susceptibilidad magnética es una medida de la intensidad de
magnetizacién de una sustancia cuando es colocado en un campo magnético externo. El efecto en
introducir una sustancia con susceptibilidad magnética en un campo magnético, es un
decaimiento en la magnetizacion transversal, que estd ligado con los tiempos T2 y T2* como se

observa en la Figura 1.18. Este efecto en el cambio en la sefial de Resonancia Magnética debido al
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efecto BOLD, presenta un cambio en el contraste debido a los cambios en la oxigenacion en la

sangre.

Activacion

Intensidad de |a sefial

R Reposo

L
L)

TE tiempo

Figura 1.18. Cambio en la intensidad de la sefial T2* debido al consumo de oxigeno durante

la activacién neuronal (efecto BOLD).

1.4 Secuencias empleadas con Imagenologia por Resonancia Magnética funcional

Una secuencia de pulsos es una técnica para obtener una imagen por Resonancia Magnética.
Esta técnica contiene las instrucciones necesarias para adquirir los datos de la manera deseada. La
intensidad de la sefial producida a partir de un elemento volumétrico de los tejidos, esta
determinada por la medicion de los parametros seleccionados directamente por el usuario vy las

variables determinadas por la secuencia de pulsos [11].

Algunos parametros ligados con una secuencia de pulsos (por ejemplo el campo de visidn
(FOV), el tiempo de repeticion (TR) minimo) dependeran de la forma en cédmo el fabricante
programa la técnica (por ejemplo la duracién del pulso gradiente), mientras que otros (como la
amplitud maxima del gradiente, o el tiempo de subida del gradiente) son determinados por las

limitaciones del hardware.

Uno de los aspectos mds confusos en IRM es la variedad de las secuencias de pulsos

presentes en los diferentes sistemas. Las secuencias presentes en diferentes equipos de IRM,
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aunque sean las mismas, presentan nombres diferentes dependiendo de la marca del equipo. La

comparacion entre las secuencias de pulsos se facilita empleando diagramas de tiempo.

Los diagramas de tiempo son representaciones esquematicas de los pasos basicos realizados
por los diferentes componentes del hardware durante la ejecucidon de la secuencia. Aunque
existan diferencias en el estilo de los diagramas, representados por diversos autores, en general
existen caracteristicas similares en todos los diagramas. El tiempo de duracién se representa de
izquierda a derecha a través del eje horizontal. La separacion vertical entre lineas se emplea
Unicamente para fines de visualizacién. Cada linea corresponde a componentes diferentes de
hardware. Por lo menos, se emplean cuatro lineas para describir la secuencia de pulsos: uno
representa el pulso de radio frecuencia (RF), otro representando cada gradiente (Gz - gradiente

selector de corte, Gx - gradiente de lectura (o frecuencia) y Gy - gradiente de fase), como se puede

apreciar en la Figura 1.19.

Pulso de RF

Gradiente selector |
de rebanada Vo

Gradiente codificador
de fase

e A_A_A_A_A
vV V V VU

et nﬁﬂﬁﬂﬂﬁﬁn
NN ERENE

Figura 1.19. Diagrama que ejemplifica una secuencia de pulsos.

Para el caso de IRMf, se necesitan secuencias rapidas, esto quiere decir que el gradiente
codificador de fase y el gradiente de lectura trabajen rapidamente, para obtener una imagen en la
que la sefial sea lo mas ajustada al tiempo real en que se produce el consumo de oxigeno debido a
la actividad neuronal. Esto quiere decir que necesitamos secuencias de pulsos donde el cambio de

polaridad de los gradientes sea lo mas rapido posible.
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Los parametros que se deben considerar en una secuencia de pulsos para poder adquirir una
imagen son principalmente el Tiempo Eco (TE) que es el tiempo que transcurre desde que se
presenta de la excitacion por un pulso de RF hasta el centro del eco que se recibe, y el Tiempo de

Repeticidn (TR) que se define como el tiempo entre una adquisicion y la siguiente.

A continuacién se explican algunas secuencias de pulsos que son empleadas con mayor

frecuencia para estudios de IRMf.

1.4.1 Secuencia Espin Eco

Es una secuencia fundamental en IRM. Se caracteriza por la aplicacién de un pulso de RF y
uno o mas pulsos de re-enfocamiento o re-enfasamiento. Por lo regular se utilizan pulsos de 90° y
180° respectivamente (Figura 1.20). Se utiliza para obtener imagenes en 2D aunque existen
modificaciones de la técnica para obtener imagenes en 3D. La principal ventaja de la secuencia
Espin-eco (SE) es que se pueden obtener imagenes ponderadas tanto en T1 como en T2y
densidad de protones (PD), con la modificacién de los parametros TE y TR. Este tipo de secuencia
se emplea de forma mas comun para poder obtener imagenes estructurales, sobre las cuales se

montaran los resultados del analisis funcional.

f
I

Pulso de RF . °

n|||lf i s | A

11 I | |

Seleccidn de rebanada- U
Gradiente Codificador de Fase- I. -—— "
Gradiente Codificador Frecuencia l__] l I ] R [ | l I L
SE SE
Sefial "k"' -t “l"
TE
< - —p
TR

Figura 1.20. Diagrama de secuencia de pulsos espin Eco (SE).
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1.4.2 Secuencia Gradiente Eco
Esta secuencia ha sido disefiada y empleada para reducir el tiempo de escaneo de imagenes
de IRM, como imagenes en 3D, imdagenes vasculares, cardiacas, etc. Esta secuencia se caracteriza
principalmente por la ausencia de la aplicacion de un pulso de radio frecuencia (RF) de 180°. En su
lugar, se aplica un pulso de RF menor a 90° con el cual la componente de magnetizacion
longitudinal no decae totalmente al plano longitudinal. Este tipo de secuencias nos permiten tener
un contraste dado por T2*. Los cambios en la sefial de T2* nos permiten generar el contraste
BOLD que generalmente se emplea para IRMf.

< >
TR

a? o

Pulso de RF ) n...

M

Seleccidn de rebanada’—g

A
Gradiente Codificador de FaseJ% ‘% ____________
]

Gradiente Codificador Frecuencia [ I |
(]

Sefial '}f 'n!r" ____________

EG(FID) EG(FID)

e’

Figura 1.21. Diagrama de secuencia de pulsos gradiente eco (GE).

1.4.3 Secuencia Echo Planar Imaging (EPI)
Esta es la primera técnica de imagenologia ultra rapida propuesta por Mansfield en 1977 [4].
Su principal ventaja es el bajo tiempo de adquisicién (4-40 ms), reduciéndose asi diversos
artefactos durante la adquisicion de la imagen. Esta técnica ha sido empleada de manera
fundamental para adquisiciones de imagenes de difusion, perfusién, mapeo neuronal y funcional,

imagenes cardiacas, estudios dindmicos e imagenes en tiempo real.

A diferencia de las secuencias convencionales como Espin Eco (SE) y Gradiente Eco (GE), la
secuencia EPI emplea una serie de gradientes bipolares de lectura para poder generar un tren de
ecos. El gradiente inicial de lectura se utiliza para desfasar los espines que fueron excitados por el
pulso de RF; el proceso de defasamiento puede ser invertido aplicando un gradiente de lectura
con polaridad opuesta, dando como resultado una sefial. Al repetir el procedimiento, se obtendra

un tren de ecos. La sefial decaera gradualmente a cero debido a los efectos de T2 y T2* [4].
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Figura 1.22. Diagrama general de Secuencia EPI, generacidn de varios ecos con una sola excitacion.

Cada eco es codificado espacialmente de tal forma que se pueden ir adquiriendo diversas
lineas del espacio k con una sola sefial FID. Esta secuencia nos permite tener varias combinaciones

con otras secuencias basicas como SE o GE, teniendo asi un pulso de preparacién opcional.

f
Pulso RF |

GE EPI:
Seleccion Rebanada | ... -Unico pulso de RF

U . .
Codificacion en Fm_Fl [ I I T I -No hay preparacion >T2

Codificacion en Frecuencia—r]—ug‘mﬂ_w%]:\ﬂ%q— .................

Seiial = LA R Rk e mm—————

Pulso RF /! oo 0000000 .
Seleccion Rebanad '._IU . SE-EPI:
Codificacion en Fase ‘ = 900 = 1800

Codificacion on E . I - Ponderacion en T2
oam en

Figura 1.24. Diagrama Secuencia Spin Eco - EPI.

En las Figuras 1.23 y 1.24, se observa una combinacién de la secuencia EPI con GE y SE

respectivamente, podemos apreciar que en ambos casos existe un pulso de RF caracteristico de la
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secuencia Gradiente Eco y Espin Eco, pero lo que nos permite tener una imagen en tiempo

reducido, debido a la rapida actuacion en la codificacion espacial y en frecuencia.

Existen otras secuencias de pulsos que se pueden emplear para la obtencién de imagenes en
estudios de IRMf, estas secuencias deben cumplir con la caracteristica de obtener imagenes en un
corto lapso de tiempo como son la secuencia Fast Low Angle Shot Magnetic Resonance Imaging
(FLASH), Simultaneous Acquisition of Spatial Harmonics (SMASH), Sensitivity Encoding for Fast MRl
(SENSE), etc.

1.5 Cociente Contraste a Ruido

Una consideracién importante en IRMf es el cociente contraste a ruido (CCR), ya que la
actividad neuronal induce cambios en la sefal relativos a las fluctuaciones de la misma. El
incremento de la actividad neuronal inducida en la sefial de IRM y el decremento en el ruido son
aspectos importantes para obtener IRMf de alta resolucidn [12]. La sefial debido a la actividad
neuronal inducida es dependiente del contraste de la imagen, asi como de las técnicas para la
adquisicion de las imagenes empleadas para IRMf. En las imagenes obtenidas en base a T2%, el
cambio en la sefial inducida por la actividad puede ser descrita por:

AS = p - Seons + (e7TEARE — 1) (1.10)
donde p es la fraccion de un voxel que estd activado, S €s la intensidad de la seial durante el
periodo de control, TE es el tiempo eco y AR; es el cambio aparente en la relajacion transversal en
el volumen parcial. Dependiendo de la especificidad de las limitaciones espaciales para cada

medicidn, se debe elegir la técnica de adquisicidon con el mayor cambio en la sefal.

Existen diversas fuentes de ruido, los cuales incluyen ruido blanco, fluctuaciones fisioldgicas,
movimientos de la cabeza y también puede haber ruido que proviene de inestabilidades del
sistema de Resonancia Magnética. El ruido aleatorio entre voxels es independiente, mientras que
otras fuentes de ruido pueden ser coherentes entre voxels, resultando una correlacién espacial y
temporal. En IRMf los ruidos coherentes son la principal fuente de fluctuacion de sefial. La mayor

parte de ruidos provenientes del movimiento de la cabeza, pueden ser eliminados por
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inmovilizadores para cabeza. Los movimientos fisioldgicos, principalmente originados por la
respiraciéon y pulso cardiaco, pueden ser minimizados conmutando la adquisicion de datos
(haciendo un “gating”, es decir, una sincronizacién entre las sefiales fisioldgicas y la adquisicion de

las imagenes) y / o reduciendo estos ruidos por medio de pos-procesamiento de los datos.

1.6 Resolucion Espacial y Temporal

1.6.1 Resolucion Espacial
La alta resolucion espacial para IRMf esta ligada al cociente sefial a ruido (CSR) y a la
respuesta hemodinamica intrinseca. El limite intrinseco de la especificidad espacial de IRMf
basado en los cambios hemodinamicos puede ser dependiente en cémo sea regulado el CBF. Se ha
sugerido, que los cambios intrinsecos en el CBF son especificos a dominios milimétricos en dareas
especificas intravasculares. El mayor cambio en el CBF se ha observado a la mitad de la corteza

somatosensorial en ratas y no en la superficie de ésta durante estimulaciones [12].

1.6.2 Resolucion Temporal

Debido a que las respuestas hemodinamicas son rapidas (milisegundos), es dificil obtener una
resolucidon temporal alta, incluso si las imagenes se obtienen rapidamente. Normalmente, los
cambios hemodindmicos se observan en sefiales de uno a dos segundos después de la aparicidn de
la estimulacidn neuronal y alcanza su maximo en unos segundos. El tiempo exacto de la activacion
neuronal debida a las respuestas hemodinamicas no pueden obtenerse facilmente, debido a que
varia dependiendo de las estructuras vasculares. La cuestion importante es determinar la
secuencia de las activaciones neuronales de las diferentes regiones corticales o pixeles. Si la
respuesta hemodinamica fuera la misma en todas las regiones y en todos los sujetes, las
actividades neuronales podrian deducirse directamente a los cursos de tiempo de IRMf. Sin
embargo, esto no puede ser cierto en todas las regiones y en todos los sujetos, debido a los

cambios intrinsecos en los tiempos hemodinamicos. La resolucidon temporal de IRMf es limitada.
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1.7 Disefios experimentales para Imagenologia por Resonancia Magnética funcional

Existen dos principales aproximaciones en el disefio de experimentos para IRMf, desde el
punto de vista en que se da el estimulo. El primero, es el disefio por bloques, el cual generalmente
se conoce como un disefio experimental tradicional. El segundo es conocido como diseiio de
eventos relacionados, o también llamados en el ambito de la neurologia como estudios de

potenciales relacionados a eventos (por sus siglas en inglés ERP: event-related potentials).

1.7.1 Diseiios experimentales por bloques
Los disenos por bloques son una gran herramienta para localizar los voxels donde el nivel de
activacion es significativamente diferente en el estimulo con respecto a las condiciones de control.
En el disefio por bloques, existe una estimulacion continua, esto para hacer que la respuesta
hemodindmica no regrese a su condicion basal. El decaimiento a la linea basal, ocurre cuando el
estimulo no se presenta [13]. El disefio experimental por bloques lo podemos observar en la Figura

1.25 que nos indica estimulacion en “on”y “off”.

off | | | ! - |

Himero de Imagenes

Figura 1.25. Esquema general de un disefio experimental por bloques.

El disefio experimental por bloques da como resultado un proceso ameno para el andlisis
estadistico, muchos de los cuales se basan en comparaciones de actividades durante las
condiciones experimentales. Para poder tener un buen analisis, se debe tener en cuenta que
durante este tipo de experimentos, tanto la variable de control como de estimulacién deben de

ser practicamente idénticos para tener una buena comparacion entre los eventos.
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1.7.2 Diseiios por eventos relacionados

En este tipo de estudios, los estimulos o tareas son presentados individualmente separados
por un intervalo de inter-estimulacion (IS1), el cual puede ser ajustado durante el experimento, o
puede ir variando entre los diversos estimulos [13]. Por ejemplo, en lugar de mostrar el parpadeo
de un tablero de ajedrez continuamente por 30 segundos, como se haria en un disefio por
bloques, aqui el tablero podria parpadear por un corto lapso de tiempo, y posteriormente podria
aparecer un parpadeo mucho mas rapido, o simplemente, otro tipo de estimulo apareceria. Si el
ISI tiene una duracion suficiente, nos permitird que la activacion neuronal que precede al estimulo,
regresard a su linea de base, asi este tipo de experimentos permite aprender un poco mas sobre la

respuesta hemodinamica o BOLD en un voxel.
Este tipo de experimentos son empleados mas comunmente en estudios relacionados con

lenguaje, estudios visuales, correlaciones entre lenguaje visual y cognitivo, recientemente para

estudios de moral, religion, etc.

R
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Figura 1.26. Ejemplo de un estudio de disefio por eventos relacionados. En este ejemplo, se podria estar interesado en

observar las diferencias entre lenguaje visual y verbal.

Asi un experimento por bloques nos permite tener una mejor deteccién de la respuesta

hemodindmica, los experimentos por eventos relacionados nos permiten tener una mejor

estimacién de la respuesta hemodinamica.
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CAPITULO 2
DESNUTRICION

2.1 Introduccion

La asimilacién deficiente de alimentos por el organismo, conduce a un estado patolédgico de

distintos grados de gravedad, con distintas manifestaciones clinicas, que se llama DESNUTRICION [14].

La desnutricion sefiala toda disminucidon anormal de peso y talla del organismo, desde la mas ligera,
hasta la mds grave. Igualmente se llama desnutrido a un paciente con una disminucién de peso vy talla
del 15%, que al que ha perdido 60% o mas, relacionando estos datos siempre al peso que le corresponde

para una edad determinada, segun las constantes conocidas.

En ocasiones, el trastorno puede ser leve y presentarse sin sintomas, debido a una dieta
inadecuada o mal balanceada. Sin embargo, hay otros casos mas graves, en los que las consecuencias
pueden llegar a ser irreversibles (aunque el paciente continle viviendo), los cuales son originados por

trastornos digestivos y problemas de absorcion de nutrientes.

La desnutricion puede ser un trastorno Unico, con todo el variado cortejo sintomatico de sus
distintos grados o puede aparecer secundariamente como un sindrome injertado a lo largo de
padecimientos infecciosos o de otra indole y, entonces sus sintomas y manifestaciones son mads

localizadas y precisas.

Las consecuencias de la desnutricidn, si no son atendidas antes de que el nifio cumpla los 5 afios de
edad, llegan a ser irreversibles. Algunos de estos efectos son:
- Subdesarrollo de la capacidad intelectual

- Mayor propension a enfermedades

Bajos niveles energéticos
- Bajo desarrollo de talla (estatura) y peso
- Enfermedades que llegan a ser crénico-degenerativas como la diabetes, la ceguera e

hipertension
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2.2 Efectos en el Sistema Nervioso debidos a la Desnutricion

La desnutricion infantil es reconocida como un problema de salud publica a nivel mundial, asi como

los efectos devastadores que pueden presentarse.

Se puede subdividir la desnutricién en dos tipos: desnutricién proteica-calérica y deficiencia de
micronutrientes. La desnutricidn proteica-caldrica se presenta cuando las necesidades de proteina, los
“" H n a4t . . . . . . .
combustibles” energéticos, no son satisfechas. Mientras que las deficiencias de micronutrientes,
también llamados como “la hambruna escondida”, son consideradas como problemas de salud en paises
en subdesarrollo, particularmente se refiere a insuficiencias en la asimilacién de vitamina A, yodo, hierro

y zinc [15].

Desde el periodo de concepcién, hasta los primeros dos o tres afios de la vida postnatal, el cerebro
crece a una velocidad mas rapida que en cualquier etapa de desarrollo, véase Figura 2.1 y 2.2. Aunque
gran parte de este efecto se debe al efecto de los genes, el desarrollo temprano cerebral no sélo
representa rigidamente la evolucidn deterministica de un programa genético. También el ambiente
dentro del cual se desenvuelve el nifio, juega un papel importante en las etapas tempranas del
desarrollo, con el potencial de promover o retrasar este proceso. El desarrollo normal cerebral depende
de un periodo de gestacién adecuado y el suministro de oxigeno, proteinas, calorias y micronutrientes,

después del nacimiento la estimulacion sensorial, actividad y la interaccidn social son importantes.
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CRECIMIENTO EN TALLA

RAPIDO

? :

*

3 MESES DENTRO
DE LA MATRIZ

AL NACIMIENTO

MUY LENTO

2 ANOS

5 ANOS

Figura 2.1 Crecimiento en talla durante los primeros 5 afios de vida

MACIMIENTO ~ 2afi0s
Figura 2.2 Crecimiento Cerebral: posterior al nacimiento, se presentan pocas células nerviosas y axones, no hay un 6ptimo
desarrollo de las conexiones nerviosas; a los dos afios se observa un patrén ya de madurez, existen ya billones de células

nerviosas en la corteza y miles de conexiones nerviosas.

Cuando existe una desnutricidon durante el embarazo, se asocia con problemas de bajo peso en el
recién nacido, asi como el tamanfio y circunferencia cerebrales son mas pequefios en comparaciéon con
nifos sanos. Varios estudios se han realizado a lo largo de anos, los cuales han podido identificar la

relacidn entre estos nifios y retrasos en procesos cognitivos.
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Incluso, nifios que presentan una desnutricién, ya a edades mas avanzadas (entre 1 y 5 afios),
presentan de igual forma un crecimiento cerebral menor, asi como la baja produccidon de
neurotransmisores. Otro factor que se ha observado en estos nifios, es la desmielinizacién neuronal, la
cual disminuye la velocidad de conduccién nerviosa. En estados de deficiencia que afectan a las
neuronas, el axén usualmente muestra los primeros signos de dafio y es la parte mds afectada. Las
partes mas distales de axones muy largos, son los primeros en ser afectados, debido a que llegan a ser
las partes que estdn con mayor privacidon nutricional, lo cual llega a producir degeneracidon axonal y

desmielinizacion [16].

Algunos factores que pueden ser determinantes del desarrollo de la degeneracion neuronal, son la
severidad del deterioro, el tiempo y la privacién de nutrientes. La estimulacidon neuronal es una parte
importante para tratar de rehabilitar un poco la funcién neuronal, esto para intentar hacer que la

sinapsis se pueda llevar por otras conexiones.

Las deficiencias nutricionales, pueden producir una gran variedad de desérdenes que afectan tanto
al Sistema Nervioso Periférico (SNP), como al Sistema Nervioso Central (SNC). Lo mas comun es que

ambos sean afectados al mismo tiempo.

Con el avance de la tecnologia, se ha podido describir de mejor manera mads sindromes
neuroldgicos que llegan a estar relacionados con la deficiencia de micronutrientes. Estas descripciones,
han permitido que haya mejoras en las opciones para la recuperacién de pacientes, pudiendo hacer que
haya reversibilidad en las diversas manifestaciones neuroldgicas si es que se utiliza un tratamiento

adecuado y oportuno.
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Deficiencia Desorden Neuroldégico

Tiamina (B1) Encefalopatia: Sindrome de Wernicke-Korsakoff,
Degeneracion  Cerebelar, Neuropatia  Periférica,
Neuropatia de Nervios Craneales (ocasional)

Niacina (B3) Pelagra: Demencia, Mioclonias de Sobresalto,

Piroxidina (B6)

Mielopatias/Neuropatias
Polineuropatias, "Tamano infantil",
Hiperhomcistenemia, Infartos Cerebrales

Depresion,

Cobalamina Degeneracion gradual de la médula espinal,
Polineuropatia/Neuropatia Optica Reversible.
Leucoencefalopatia: Déficit Cognitivo,
Hiperhomocistenemia/Infartos  Cerebrales, Retraso
Mental

Zinc Dislexia, Mielopatia/Neuropatias, Sindrome Infantil de
Tremos
Magnesio Infartos, Hipomagnesemia, Parkinsonismo, Demencia
Yodo Cretinismo - Retraso Mental Endémico
Cobre Neuropatia Periférica, Mielopatia
Folato Defectos en el Tubo Neural, Sindrome Cerebral de
Deficiencia de Folato/Autismo/Neuropatia Optica,
Hiperhomocistenemia: Infarto, Demencia
Vitamina A Problemas de visidon nocturna/Keratomalacia
Vitamina E Polineuropatia Sensorial, Degeneracion

Espinocerebelar/Demencia
Tabla 2.1 Clasificacion de relacion de Desérdenes Neurolégicos con Desnutricion

2.3 Desnutricion y Desarrollo Cerebral

El cerebro no se desarrolla uniformemente durante la etapa fetal ni en la vida neonatal. Tiene
etapas caracteristicas de desarrollo y crecimiento, tanto anatdémica como bioquimicamente. El
desarrollo de cualquier parte del cerebro, sucede en etapas: induccidn del revestimiento neural,
proliferacién localizada de células en distintas regiones, migracién celular, formacidn de estructuras por
adicion de células, diferenciacion de neuronas inmaduras, formacién de conexiones, selectividad de
células y modificaciones en las conexiones restantes. La mayoria de estos cambios ocurren de la parte

caudal a la rostral [16].

Los cambios estructurales, son resultado en un incremento de tamafio y peso del cerebro, el mayor
cambio en tamafo, ocurre antes de que se comience la etapa de mayor aumento en el peso corporal.

No todas las regiones del cerebro crecen a la misma velocidad. Alrededor del 70% de las células
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cerebrales totales se forman en las primeras 8 semanas posteriores al parto. Alrededor del 60% de la

energia que el feto obtiene de la placenta se emplea para que se realice la neurogénesis.

En la gliogénesis, se producen células gliales que acompanan la produccién neuronal en cualquier
parte del cerebro. La produccién de células gliales contintda durante la etapa adulta y principalmente se
considera como un evento postnatal. A pesar de la heterogeneidad de la poblacién celular, el arreglo
neuronal debe completarse satisfactoriamente para tener un funcionamiento adecuado para poder
tener resultados funcionales satisfactorios. Cada una de las regiones cerebrales tienen una serie de

eventos seriales para los procesos de maduracién [16].

El descubrimiento de los procesos de maduracion cerebral en mamiferos, abrié la puerta para
poder ver que existe cierta vulnerabilidad en el desarrollo cerebral cuando se presenta un cuadro de
desnutricién, causando un dafio cerebral. Los estudios anatdmicos han confirmado esto a grosso modo,
mientras que microscopicamente se ha observado variaciones en las zonas sindpticas y en la
arquitectura celular. Aunque antes se pensaba que los dafos eran graves e irreversibles, informacién
reciente ha demostrado que el cerebro puede llegar a recuperarse después de una desnutricidn a edad
temprana. Las anormalidades mds comunes incluyen un nimero reducido de de dendritas corticales en
espinas sinapticas, reduccion de mielina en el cerebro y un nimero elevado de mitocondrias en

neuronas corticales.

El cerebelo, es una de las estructuras del sistema nervioso mds vulnerables cuando existe una
desnutricién en una edad temprana. Existen grandes anormalidades en actividad electrofisioldgica de las
células de Purkinje y una baja velocidad de la sinapsis neuronal, todo esto se ha sabido por estudios en
animales. Algunas anomalias parecen irreversibles, como la proporcidn reducida entre las células de
Purkinje y granulares, pero el significado funcional de estos hallazgos no estd totalmente claro. Sin
embargo, algunas de las alteraciones son reversibles con rehabilitacion nutricional. Las pruebas
psicomotoras generalmente fallan al momento de revelar efectos a largo plazo de la desnutricion tanto
en animales como en seres humanos, pero pruebas mds sensibles de la coordinacion psicomotora, han
demostrado diferencias sutiles a nivel motor. Se ha pensado que algunos cambios secundarios
provocados por la desnutricidon afectan la liberacion de neurotransmisores y/o la sensibilidad de los

receptores, los cuales darian lugar a cambios en el comportamiento y la funcidn. Sin embargo, los datos
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definitivos sobre la influencia de la nutricién en esta zona y del desarrollo neurolégico en humanos son

dificiles de encontrar.

Existen dos clases generales de desdrdenes en el desarrollo del sistema nervioso central. El primero
ocurre durante el inicio de la primera mitad de gestacion y afecta la citogénesis y la histogénesis. El
segundo ocurre durante la segunda mitad de gestacidn y a principios del periodo postnatal, que afecta

el crecimiento del cerebro y la diferenciacién [16].

2.4 Desnutricion en modelos animales

Los modelos animales, principalmente utilizando ratas y ratones, han sido ampliamente utilizados
para estudiar los efectos de desnutricién a diferentes niveles. Ademas, los modelos animales han sido
utilizados para estudiar los efectos de desnutricion en edades pre y postnatales. Muchos estudios han
demostrado la importancia del periodo de lactancia, el cual es critico en el proceso de crecimiento y

desarrollo.

Las principales razones, por las cuales se emplean modelos animales para distintos tipos de

estudios y extrapolacién de los resultados a niveles de los humanos, son:

e alta resistencia a enfermedades e infecciones, como se menciond
anteriormente, cuando se presenta un alto grado de desnutricion, los pacientes son mas
propensos a enfermedades de tipo infeccioso y generalmente son pacientes que deben
ser hospitalizados

e existen diversas sepas (razas) de ratas y ratones, lo cual permiten un mayor
estudio y extrapolacién en cuanto a resultados entre diversos tipos de animales que nos
ayudan a darnos una mejor idea en cuanto a semejanzas funcionales y estructurales

e tienen un tamafio ideal para su manejo

e anivel nervioso, se tienen identificadas las estructuras que son semejantes a los
humanos, desde nivel celular (las neuronas son la base nerviosa), hasta niveles mas

complejos, como corteza sensorial, areas de asociacién, etc... (ver Figura 2.3y 2.4).
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Hypothalamus
Pineal Gland

Olfactary Bulb

‘Pituitary Gland

Figura 2.3 Semejanzas entre cerebro de una rata y cerebro humano

Wisual

Bulbo
ot acare Bl

Figura 2.4 Vista lateral ce la Corteza Cerebral Humana (izquierda) y de Rata (derecha)

Basicamente, se han empleado dos métodos para inducir desnutricidon durante la etapa de lactancia

en animales de experimentacion:

e Baja calidad de la leche

e Por competencia
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En el método de baja calidad de la leche, las crias son alimentadas por madres que se encuentran
desnutridas. Asi, al haber desnutricidn por parte de la madre, no se encuentran los nutrientes necesarios
(carbohidratos, proteinas) en la leche, la cual puede decirse que es de una baja calidad. Este método es
una forma de induccién de desnutricion de manera indirecta a las crias [17]. Actualmente no se emplea
mucho este método, ya que sus resultados son muy malos, debido a que es muy dificil poder determinar
la calidad de la leche de la madre y las probabilidades de que las crias desarrollen una desnutricién

debido a esto, es muy bajo.

El método por competencia, basicamente se basa en reducir la cantidad de alimento a las crias.
Esto se realiza aumentando el nimero de crias en una camada, por ejemplo, si en una camada normal
nacen entre 6 y 8 ratas, lo que se hace es tomar crias de otra camada desde el primer dia de nacimiento
para evitar el rechazo de la madre que funge como nodriza, aumentando asi ahora la camada de entre
15 a 20 crias. Al existir un mayor numero de crias, entonces habra una competencia entre éstas para
poder alimentarse y satisfacer sus necesidades nutritivas. Por lo cual existirda una mayor probabilidad de

gue gran parte de esta nueva camada presente una desnutricién grave [17].

En el presente trabajo de investigacidn, se empled el método por competencia para obtener los
animales desnutridos a los cuales se les realizd el estudio de IRMf, como se detalla en los siguientes

capitulos.
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CAPITULO 3

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Como ya se menciond en el capitulo anterior, la desnutricién conduce a varios padecimientos o
deficiencias neuroldgicas. Actualmente, no se ha encontrado en la literatura cientifica algun trabajo
realizado en desnutricion empleando la técnica de Imagenologia por Resonancia Magnética funcional,
Unicamente se han realizado experimentos para observar la respuesta a estimulos sensoriales en ratas
saludables y en cuestion de desnutricién se han realizado estudios Unicamente empleando IRM a nivel
anatdémico.

Los estudios con modelos animales proveen una excelente herramienta para estudiar los
mecanismos del funcionamiento del cerebro. Obviamente existen grandes diferencias entre los estudios
en animales y en humanos, pero el cambio en la sefial estd regido por el mismo principio. Gracias a que
existen grandes similitudes entre las estructuras cerebrales, podemos estudiar lo que llega a suceder en
humanos.

La presente metodologia de investigacidn, constd de varios procesos:

. Investigacion de los parametros de adquisicién de las imdgenes por Resonancia
Magnética. Esto implicd la seleccién y optimizacidn de las diversas secuencias de pulsos para
la obtencion de las imagenes. Esto con el fin de obtener imagenes con una buena resolucion

espacial y temporal, debido a la respuesta hemodinamica.

. Optimizacién del método de anestesia, para que no se inhiba el flujo cerebral.
. Estudio y optimizacién de la estimulacién del modelo animal

. Procesamiento de las imagenes por Resonancia Magnética

. Analisis estadistico de las imagenes procesadas

3.1 Desnutricion y Régimen Nutricional

Se emplearon ratas de la sepa Wistar, facilitadas por el Bioterio de la Universidad Autdnoma
Metropolitana - Iztapalapa. El modelo de desnutricién empleado es por medio de competencia, el cual

CAPITULO 3 Pagina 39



UAM - |
POSGRADO EN INGENIERIA BIOMEDICA

fue mencionado en la seccién 2.4, basandonos en los resultados obtenidos por Ortiz y colaboradores
[17], en un protocolo de desnutricidén que se realizé en el mismo Bioterio de la unidad. La relacién entre
peso y edad que se presentan durante este protocolo de desnutricidén, se puede observar en la Figura
3.1

60

50

40 ——Controles

——Desnutridas

Peso [g]

20

10

1 3 5 8 10 12 15 17 19 21
Edad [dias]

Figura 3.1. Grafica de la curva de crecimiento comparativa entre ratas controles y desnutridas durante la lactancia

En este protocolo el grupo control consistié de 194 ratas sanas, mientras que el grupo experimental
consistio de 422 ratas desnutridas. Los pesos de las ratas experimentales resultaron ser
significativamente mas bajos de las ratas control a partir del tercer dia de nacimiento, esto fue obtenido

conuna p <0.001.

Es importante recalcar, que se tiene hasta el dia 21, porque es el dia de destete de las crias,
posteriormente a esta edad, las crias comienzan a alimentarse por si mismas y en el caso de las ratas
desnutridas, éstas comienzan a recuperar su peso y talla de una manera un tanto acelerada.
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Se formaron dos grupos de ratas. Al grupo testigo, se le dard una alimentacién normal en cuanto al
contenido caldrico - proteico. Al grupo de prueba se le alimentara con una deficiencia en proteinas y
calorias, lo cual ocasionara una desnutricién grave, de segundo y tercer nivel.

El grupo testigo estuvo constituido por una camada normal, de entre 6 y 8 crias. El grupo
experimental se conformara por una camada entre 16 y 18 crias. La rata que funge como nodriza, no
podra alimentar adecuadamente a este nimero de crias ain cuando su produccién de leche sea
adecuada. Las crias no se desarrollaran adecuadamente presentando una disminucion en talla y peso
con caracteristicas propias de la desnutricion.

. Norm H
or, 5 Dias om 10 Dias

Norm

B

b)

Norm CTa

Nom 15 Dias or, 21 Dias  oo% 2a%

0.0% 3.506

c)

Figura 3.2 Porcentaje de grado de desnutricion y edad obtenidos con este modelo de desnutricion a) a los 5 dias, b) alos 10

dias, c) a los 15 dias y d) a los 21 dias

En las graficas mostradas en las Figuras 3.1 y 3.2, se puede observar una de las ventajas para
seleccionar este modelo de desnutricidn, ya que en los ultimos dias antes del destete, practicamente el
98% de las crias presentan una desnutricion severa, de segundo o tercer grado. Por lo tanto, las edades
en las que se manejaron las ratas fueron entre los dias 18 al 21, aunque se pudo variar entre el dia 21y
23, esto porque en esos dias todavia es dificil para la cria comenzar a alimentarse por si misma debido al

shock de la separacién de la madre. Para determinar el grado de desnutricién se observd el peso
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promedio por dia de las ratas control y posteriormente se empled el criterio de grado de desnutricidn

(véase Apéndice A).

3.2 Protocolo de estimulacion

Se propuso realizar una estimulacion eléctrica del nervio trigémino de las ratas, con el fin de
observar la respuesta presente en la corteza somatosensorial. Los roedores se caracterizan por la
presencia de vibricias localizadas a ambos lados del hocico. Cada vibricia se encuentra dentro de un
foliculo que esta inervado por derivaciones del nervio infraorbitario provenientes de la rama del nervio
trigémino. Durante la estimulacion, la informacién viaja por la via del trigémino y la sefial entra en el
tallo cerebral a través de las células nerviosas del trigémino, yendo por el complejo del trigémino y el
talamo hacia la corteza. Debido a la correlacion morfoldgica y funcional entre las vibricias y la corteza,
las vibricias se llegan a representar como el eje de un modelo atractivo para el estudio de la estructura,

funcién, desarrollo y plasticidad de la corteza somatosensorial [18].

Corlezs
!nmnu:nnr.urn]

a)

Bigoies .L o
[vibricias] ﬁ"“un
B

2)

Figura 3.3. a) Comunicacion de la via nerviosa de las vibricias al encéfalo; b) Distribucidn de las areas sensitivas a nivel cortical

en ratas
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Este tipo de estimulacidn ha sido reportada por Just y colaboradores, en un articulo presentado en
2008, [18]. Dicha estimulacion fue realizada mediante un estimulador eléctrico, que basicamente es un
generador de pulsos al cual se le puede ir modificando tipo de pulso, amplitud, frecuencia y duracién de
los pulsos empleados. En nuestro caso, contamos con un estimulador GRASS, modelo S$48. Se estimuld
con una corriente de 2 mA, ya que a esta magnitud de corriente, Just y colaboradores observaron que
hay menor variacidon entre la respuesta observada a nivel de la corteza cerebral. Para esto como la
impedancia de salida del estimulador es de 250 ohms, se ajusté el voltaje de salida a 500 mV, con una

frecuencia de 1 Hz, asi se espera tener pulsos cada segundo, ver Figura 3.4.

Duraciondel pulso Voltaje de salida del pulso

Velocidad del estimulo Retraso entre pulsos

Figura 3.4 Controles del estimulador GRASS para modificar amplitud, duracién de pulsos, tipo de pulsos, frecuencia,
retraso entre pulsos

3.3 Sistema de adquisicién

Todos los experimentos fueron realizados en un sistema Varian de 7 Tesla (Figura 3.5), con un
didmetro de bore de 21 cm. Ademads, se empled una antena volumétrica de tipo jaula de perico, de

transmision y recepcidn de 16 patas con un didmetro de 6.5 cm y 16 cm de longitud (Figura 3.6).
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Figura 3.5. Sistema de IRM Varian de 7 Tesla

e 2% = |

Figura 3.6. Antena volumétrica Varian en sus dimensiones a) longitudinal y b) radial

3.4 Pruebas y colocacion de electrodos

Se realizaron algunas pruebas para observar si se podia presentar algin tipo de artefacto que
pueda afectar la calidad de las imagenes que se obtendrian posteriormente de los animales. Estas
pruebas se realizaron colocando electrodos de aguja (subcutaneos) a los lados de un fantoma elaborado
en el Laboratorio, el cual consiste en un tubo de acrilico con un diametro de 2 cm aproximadamente, el
cual contiene dos cerebros de rata, facilitados por el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia y
del Instituto Nacional de Psiquiatria (Juan Ramon de la Fuente), inmersos en agar, Figura 3.7a.
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Figura 3.7. a) Fantoma de dos cerebros de rata en agar, b) Colocacién electrodos sobre fantoma

Colocados los electrodos, como se muestra en la Figura 3.7 b), se introdujo el fantoma en el sistema
y se empled una secuencia Espin Eco Multicorte, con los siguientes parametros de adquisicion: TR/TE =
200/4.58 ms, Matriz = 256 x 256, FOV = 40 x 40 mm, se obtuvieron 7 cortes con un grosor de 1 mm cada

uno y un intervalo entre rebanada de 1 mm.
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Figura 3.8. Imdgenes adquiridas con electrodos colocados a los lados del fantoma

Como puede observarse en la Figura 3.8, se puede apreciar un poco de distorsion en las imagenes
debidas a los electrodos, lo cual nos hizo pensar que probablemente el artefacto sea provocado por la
soldadura entre el cable y la aguja del electrodo. En la Figura 3.8 a), se observa un artefacto de tipo
zipper, este artefacto generalmente se presenta por ondas de radio frecuencia externas al sistema que
afectan la adquisicion de las imagenes. En los incisos c) y d), se observa el artefacto debido a la
susceptibilidad magnética producida por un elemento metdalico, mientras que en b) no se observa

artefacto alguno.
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3.5 Sistema de anestesia y monitoreo

Después de revisar diversa bibliografia sobre métodos de anestesia empleados en IRMf, se observé
gue una de las mejores formas para poder tener anestesiada a los animales, es por medio de anestesia

inhalada. En este trabajo se manejo el anestésico Isoflurano [19].

El isoflurano, es un liquido no-inflamable, claro, incoloro, quimicamente estable, que en su
presentacién no precisa de ningun preservativo, y no reacciona con los metales. Su preparacion
industrial es compleja y cara. En comparacién con otros agentes anestésicos inhalados, posee un bajo
coeficiente de solubilidad sangre-gas, que hace la induccidn de la anestesia y su recuperacion sea mas

rapida.

Una de las principales ventajas de este anestésico, es que no se inhibe la respuesta hemodindmica
cerebral [19], ademas de que se ha observado que sigue existiendo respuesta cerebral a distintos tipos
de estimulos sensoriales [20]. De acuerdo con estos articulos, la anestesia que se aplicé a los animales

fue a una relacién de entre 1.5 y 2% de Isoflurano con un flujo de oxigeno de 2 I/min.

Ya anestesiado el animal, se mantuvieron constantemente sus signos vitales, como son la
respiracion, frecuencia cardiaca (mediante ECG) y la temperatura corporal, ver Figura 3.10. La
respiracion es monitorizada por medio de una almohadilla que estara sensando los cambios producidos
durante la inspiracién y espiracion; la temperatura corporal es monitorizada a través de un transductor
de temperatura rectal; y finalmente el ECG es monitorizado colocando unos electrodos de aguja cerca
del pecho de la rata. Estos sensores son conectados a sus respectivos mddulos, los cuales estan en
comunicacion con la computadora por medio de fibra dptica, esto con el fin de evitar interferencias o

atracciones magnéticas y el iman, ver Figura 3.9y 3.10.
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Figura 3.9. Esquema del sistema de monitoreo y el sistema de adquisicién
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Figura 3.10. Monitoreo de Signos vitales

3.6 Preparacion y colocacion del animal

3.6.1 Sistema de fijacion

Se cuenta con un dispositivo estereotaxico no magnético (hecho de plastico), Figura 3.11, en el cual

se puede colocar la cabeza de los roedores.

Figura 3.11. Dispositivo estereotaxico de fijacion

El dispositivo consta de una mordedera movil para poder fijar el hocico del roedor; unos pinceles
para introducirlos en las orejas del roedor con el fin de evitar que se mueva. Estos tienen la posibilidad
de cambiarse a la altura deseada vy se fijan mediante dos tornillos, también contiene un tornillo que fija

la barra de la mordedera y dos tubos que permiten entrada y salida de anestesia, Figura 3.12.

CAPITULO 3 Pagina 49



UAM —|

POSGRADO EN INGENIERIA BIOMEDICA

Tofhillgilladorde
_# barea

Mordedera

Pinceles

A\
Entradaysalida de
anestesia

Figura 3.12. Partes del dispositivo estereotaxico

3.6.2 Preparacion del animal antes de introducirlo al sistema

Antes de colocar al animal en el dispositivo estereotaxico, se introdujo a cada animal en una caja de
acrilico con tapa movil (Figura 3.13), para anestesiarlo y evitarle estrés al momento de colocarle los

pinceles en las orejas y los dientes en la mordedera, mostrados en la Figura 3.12.

Figura 3.13. Cdmara de anestesia

Ya dormido el animal, se procede a colocarlo en el estereotaxico y abrir inmediatamente el sistema
de anestesia que va directamente hacia el hocico, asi permanece dormido el animal y podemos colocar

los pinceles dentro de los canales auditivos, colocaciéon de la mordedera y fijacién de la misma.
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Asegurados de que continla anestesiado el roedor, se colocaron los sensores para el monitoreo de sus

signos vitales, como son el sensor de respiracion, el ECG y el sensor de temperatura, Figura 3.14.

3.14. Colocacion de la rata en el dispositivo estereotaxico y colocacidn de sensores

Colocados los sensores, se colocé también la manguera que estara mandando el aire caliente hacia
el animal, con el fin de mantenerlo a una temperatura constante, ya que como el imdn es un
superconductor, hay que recordar que para que se mantenga el campo magnético, deben circular
criogénicos constantemente por el iman, ademas la temperatura del cuarto donde se encuentra el
sistema debe tener una temperatura baja para que se mantengan las caracteristicas superconductivas,
de esta forma podria hacer que la temperatura corporal del animal baje y le pueda producir la muerte

por hipotermia.

3.6.3 Colocacion de electrodos en el animal

Como ya se mencioné en este mismo capitulo, los electrodos fueron colocados en los bigotes del
animal para estimulacién del nervio trigémino. Se colocé el dnodo en la linea media de los bigotes, ver
Figura 3.15, mientras que el catodo fue colocado a la altura de los musculos masticatorios, a la altura de
la mandibula inferior del roedor. Todo esto procurando que sélo el electrodo haga contacto con el

cuerpo, evitando que los cables y la unidn de éstos con el electrodo hagan contacto con el cuerpo del
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animal para evitar artefactos en la imagen que pueden hacer que tengamos problemas con el posterior

procesamiento de las mismas.

Figura 3.15. Colocacién de los electrodos en la rata en vista lateral (izq.) y superior (der.)

3.7 Pruebas in vivo

Las primeras pruebas se realizaron con una rata Wistar con un peso entre 150 y 200 g. Los
electrodos fueron colocados como se ha descrito en las secciones anteriores. En la primera prueba, se
empled una secuencia rapida Gradiente Eco Multicorte (GEMS) con pardmetros de adquisicion: TR/TE =
63.2/2.99 ms, flip angle = 20°, matriz = 128 x 128, FOV = 80 x 80 mm, grosor cortes = 1 mm, tiempo de
adquisicion de la secuencia = 9.5 sy 11 cortes. Obteniendo las siguientes imagenes:
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Figura 3.16. Primeras imagenes de cerebro de pruebas en vivo con electrodos

Podemos observar en la Figura 3.16, que la presencia de susceptibilidad magnética inducida por los
electrodos es minima, marcada con el circulo amarillo en las ultimas dos imagenes, ademds no
representa un problema para los fines de este trabajo, ya que el cerebro, que es la parte que nos
interesa, no es modificado en su morfologia.

3.8 Diseilo experimental para la técnica de Imagenologia por Resonancia funcional

Se trabajé empleando un modelo experimental por bloques donde podemos observar que la forma
de estimulo se da como un “on" y "off" , o haciendo la analogia con ldgica digital, podemos ver un
sistema de ceros y unos, donde representan un apagado y encendido del estimulo, Figura 3.17.
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| = aplicacidn estimulo

0 = reposo

0 ] 0 a 0 ] 0

Figura 3.17. Diagrama del modelo empleado para el experimento por bloques que se utilizd

El diagrama de la Figura 3.17 nos muestra el sistema como un tren de pulsos, donde el 0 no
representa estimulacion y el 1 representa cuando se aplica la estimulacién. En total se tuvieron 12
experimentos, cada uno de los cuales contiene 10 series, divididas en dos, la primera parte se
adquirieron 5 series en reposo y posteriormente 5 series con estimulacion. Se dejé un minuto de reposo
sin adquirir imagenes para permitir que la respuesta hemodinamica llegara a una linea basal. En total se
obtuvieron 120 stacks de imagenes, de las cuales 60 corresponden al reposo y los 60 restantes a

imagenes cuando se aplicaba el estimulo.

3.9 Pruebas in vitro y in vivo de las secuencias rapidas

Como se menciond en el Capitulo 1, existen varias secuencias que se emplean para la adquisicion
de imagenes en Imagenologia por Resonancia Magnética funcional. Por lo general, en este tipo de
estudios se emplea mas la secuencia EPI, aunque en muchas ocasiones por limitaciones del sistema se

llega a emplear la secuencia Gradiente Eco.

Se realizaron pruebas in vitro con el fantoma de cerebros de rata en agar, y se obtuvieron los
siguientes resultados de la Figura 3.18:
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Figura 3.18. Imédgenes obtenida empleando secuencia EPI con un fantoma de cerebro de rata fijado en agar (Figura3.7).
Parametros de secuencia: TR/TE = 1000/15.64 ms, Promedios = 4, Repeticiones = 1, Matriz = 64 x 64, FOV = 25 x 25 mm, Grosor
corte = 2 mm, Intervalo entre cortes = 0 mm

Observando los resultados obtenidos en la Figura 3.18, parecia que era factible realizar los
experimentos con esta secuencia, asi que se procedid a repetir estos mismos experimentos pero ahora

en vivo con una rata Wistar con un peso menor a los 100 g, Figura 3.19.

Figura 3.19. Imagen obtenida in vivo con secuencia EPI, con parametros de adquisicion: TR/TE = 1000/16.05 ms, Promedios = 4,
Repeticiones = 1, Matriz = 64 x 64, FOV = 35 x 35, Grosor corte = 2 mm, Intervalo entre cortes =0 mm.

Como podemos observar, en la Figura 3.19, la secuencia EPI no ofrece resultados adecuados, aun

cuando se modificaron varios parametros y se ajustaron los gradientes para tener una mejor
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homogeneidad del campo. Este problema se nos presentd, debido a que la carga en la antena es mucho
mayor ya cuando se introduce a la rata que cuando se tiene el fantoma Unicamente. Por lo tanto, es mas
complicado hacer el ajuste adecuado de la homogeneidad del campo. Por consiguiente se empleé la
secuencia Gradiente Eco, ver Figura 3.20, que como ya se menciond en el Capitulo 1, también es una

secuencia rapida.

Figura 3.20. Serie de imdagenes in vivo con secuencia GEMS, perteneciente un barrido del cerebro. Los parametros de
adquisiciéon: TR/TE=63.2/2.99, Flip angle=20°, Matriz=128 x 128, FOV=30 x 30 mm, Grosor=2 mm, Intervalo entre cortes=1 mm
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Esta secuencia nos permite tener una buena calidad de las imdgenes, se distingue claramente el
cerebro, los electrodos no deforman la region de interés, y podemos obtener una sola imagen en menos

de 1 segundo, importante para poder detectar la sefial debida a la respuesta hemodinamica cerebral.

3.10 Ruido y procesamiento de las imagenes funcionales

Para hacer el andlisis de los datos obtenidos (imagenes), se deben llevar varios pasos que son

cruciales para obtener y visualizar los cambios en las zonas de activacidon que se presentan en el cerebro:

e Obtencidon de las imagenes en "crudo", sin ningln tipo de procesamiento o de
compresion

e Pre-procesamiento de las imagenes

X Realineacion
X Filtrado
X Normalizacién de Imdagenes

0'0

Co-registro de Imagenes
e Analisis Estadistico

e Presentacion Final

Para el procesamiento y analisis estadistico de las imagenes, se utilizd la herramienta Statistical
Parametric Mapping (SPM), la cual es una herramienta especializada para imagenes cerebrales, como es
el caso de IRMf y PET, ademas de que tiene la ventaja de realizar también analisis de EEG. En la Figura
3.21, se muestra la ventana principal de en la herramienta SPM para el analisis de IRMf, que esta

dividida en 4 secciones principales:
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Figura 3.21. Ventana de procesamiento de SPM5

3.10.1 Fuentes de Ruido
El ruido en los datos en IMRf pueden ser caracterizados en tres principales grupos: ruido térmico,
ruido debido al sistema de adquisicion, y ruido relacionado con el movimiento y el estimulo dado al
sujeto de experimentacién. Es por este motivo que se emplean diferentes técnicas de filtrado de ruido

para tratar de eliminar la informacién que puede llevar a resultados erréneos.

Esta herramienta, nos permite implementar diferentes tipos de filtros para reducir el ruido
presente en las series de imagenes que se obtuvieron para su posterior analisis, algunos de los filtros
gue se empleados son del tipo:

**  Filtrado espacial pasa bajas (filtro de media). El objetivo de este tipo de filtrado
es suavizar la imagen. Son de gran utilidad cuando se presenta una gran cantidad de ruido
y se desea eliminar. En la Figura 3.22 se muestra la matriz de un kernel para el filtro de tipo

media que es un tipo de filtrado pasa bajas para imagenes.

211

Figura 3.22. Filtro de media
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0,

#»  Filtros recursivos. Son filtros empleados para remover sefiales de corriente
directa, asi como para suprimir el ruido presentado a altas frecuencias o el suavizado de la
sefial. Este tipo de filtro generamente se emplean. Un ejemplo por si vemos la informacidn

de la imagen obtenida como una seiial, ésta seria filtrada por medio de la siguiente

ecuacion:
’ S(x,y) Sx—1,y)+S(x+1,y)+S(x,y—1)+S(x,y+1) Sx—1Ly—-1)+S(x+1,y—-1)+S(x—-1,y+1)+S(x+1,y+1)
Sy ===+ 5 + o (3.1)

donde x y y representan la posicién espacial, S es el valor de pixel que se tiene en las
coordenadas x,y y S’ es el nuevo valor estimado resultante de S.

% Convolucién con funciones gaussianas. Filtro espacial que se puede aplicar en
las tres dimensiones, puede ser bivariante o trivariante. El valor maximo aparece en el
pixel central y se disminuye hacia los extremos. Un ejemplo si se emplea este filtrado en 3

dimensiones, es del tipo:
_ (v 2
flx,y,z) = exp{ (25% + 257 + 2522)} (3.2)

de manera similar que en 3.1, x, y, Z representan la posicidn espacial y S representa el valor

del pixel en la posicién espacial correspondiente.

El filtrado se puede realizar antes del preprocesamiento de las imdgenes, o posterior,

recordando que este paso sirve para tratar de eliminar lo mas posible el ruido de las imagenes.

3.10.2 Preprocesamiento de los datos de Imagenologia por Resonancia Magnética funcional

En los datos que se realiza el andlisis estadistico, no siempre se puede limpiar del todo el ruido
presente. Por lo tanto es necesario realizar un preprocesamiento, o limpieza de los datos antes del
anadlisis estadistico. Por ejemplo, en las imagenes de RM encontramos mucho ruido de fondo que no
puede ser eliminado totalmente, y también debido a que este tipo de experimentos se realizan en vivo,
existen otras variables que llegan a modificar la informacion en las imagenes y meter ruido, como son

los movimientos del paciente.
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3.10.2.1 Realineacion de imdagenes
El cambio en la intensidad a través del tiempo pueden ser producidos por el movimiento de la
cabeza, y afecta los estudios de IRMf. Estos movimientos generalmente se presentan aun cuando el

individuo esté "inmovilizado" y hay ligeros cambios de posicién en el orden de milimetros.

La realineacion de las imagenes comprende: (a) la estimacién de los parametros de afinamiento
en la transformacion que minimiza las diferencias, empleando el método de diferencias de cuadrados
[21], entre imagenes sucesivas y una imagen de referencia (que generalmente llega a ser un promedio
de todas las series), y (b) aplicacion de la transformacién en las imagenes y aplicar cualquier tipo de

interpolacion.

rotacion A ¢ Y
traslacién ;31 /
J )
4
{
— -]
K/ ""J—J -rlempo

Figura 3.23. Realineacion de imagenes.

De la Figura 3.23, J denota una imagen que se emplea como una plantilla (llamada templete),
gue nos describe el espacio y forma en que se va a trabajar el procesamiento de las imagenes. En este
ejemplo, se realiza una transformacidn en 2 dimensiones (x, y), de tal forma que la transformada de la
imagen I sea lo mas cercano posible a la imagen J. La estimacidn de la transformacion es realizada
generalmente empleando una expansién de Taylor de primer orden. Este procedimiento nos permite

tener una realineacién de imagenes con una resolucién de algunos cientos de micrémetros.

La Figura 3.24, es un ejemplo de lo que obtenemos al realizar la realineaciéon de las imagenes

funcionales. Se calcula el movimiento de traslacién y rotacidn en sus tres ejes para los dos casos. Este
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procedimiento es importante ya que estos resultados se utilizan para la estimacion del modelo y asi se

obtiene una mejor estimacion final de las zonas de activacion cerebrales.
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Graficas 3.24. Graficas obtenidas a partir de la estimacion de la realineacidn y rotacidn de una serie de imagenes

3.10.2.2 Corregistro y Normalizacion de las imagenes

Estos dos pasos son fundamentales para definir el espacio de trabajo en las que se van a montar las
imagenes posteriormente. En el caso de tener imagenes de cerebros humanos, se trata de ajustar el
espacio de trabajo con respecto al mapa de Talairach. En nuestro caso, tratamos de tener imagenes que

nos permitan relacionarlas con el atlas definido por Paxinos y Watson.

Basicamente lo que hace el corregistro de las imagenes es una realineacion entre el promedio
de las imagenes obtenidas con una imagen de mucha mejor calidad (llamada imagen estructural). Con el
fin de definir el espacio de trabajo, asi como aumentar la resolucién para "montar" posteriormente los
resultados obtenidos por el método estadistico, y diferenciar en mejor medida las estructuras que
presentan alguna activacién. Podemos hacer que las imagenes obtenidas para el estudio de IRMf, se

escriban dentro de un espacio predefinido, esto generalmente en el caso de cerebros humanos esta
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definido por un cerebro promedio obtenido con una secuencia EPI, o ponderada en T1 o T2. Es comun
encontrar este tipo de cerebro humano promedio con la secuencia EPI, debido a que es la que se utiliza
con mayor frecuencia en el estudio de IRMf en humanos, aunque se puede realizar un promedio
empleando otra secuencia ultra rdpida. A continuacion, en la Figura 3.25, se muestra el resultado del
corregistro entre una imagen de rata obtenida con los pardmetros seleccionados en este trabajo para
una imagen funcional y una imagen estructural ponderada en T2. Estos parametros de adquisicién se

mencionan en el siguiente capitulo en la seccion 4.4.

Figura 3.25. a) Imagen funcional b) imagen estructural c) imagen resultante del corregistro de la imagen funcional y la imagen

estructural.

En la normalizacidn, tanto la imagen anatémica como funcional son empleados para estimar los
parametros que nos permiten transformar las imagenes. De tal forma que se puedan comparar por lo
menos 2 cerebros diferentes, para que éstos queden dentro de un mismo "espacio cerebral". Para
realizar esto, se emplean alguno de los siguientes modelos:

X empleo de 12 pardmetros que conducen a una transformacion afin entre
imagenes

®,

< funciones espaciales a baja frecuencia (tipo de filtrado)

7

< especificacién de un campo vectorial para el mapeo de cada voxel

Para nuestro caso, la normalizaciéon fue realizada en una imagen ponderada en T2, y practicamente
con los mismos parametros de adquisicidn que las imagenes funcionales, pero con la diferencia de que

la imagen con respecto a la que se normalizaron las imagenes funcionales, es de mucha mejor calidad.

CAPITULO 3 Pagina 62



UAM - |
POSGRADO EN INGENIERIA BIOMEDICA

3. 11 Analisis estadistico de las imagenes

Existen diversas maneras de realizar el analisis estadistico de las imagenes para observar los
cambios que se producen en un estudio funcional. El modelo mas empleado, y que en este proyecto se
realizd, es el llamado Modelo Lineal Generalizado (GLM por sus siglas en inglés de Generalized Linear
Model). Este modelo, basicamente analiza pixel a pixel y detecta los cambios de aquellos que presentan
variaciones en el tiempo y que son asociados a diferentes tareas (o estimulos) dentro de una secuencia
de imagenes [21]. Este modelo, tiene una ventaja en que el tiempo de andlisis computacional es

relativamente mas rdpido con respecto a otros y ademas es mucho mas sencillo de programar.

Los pixeles que se consideran estadisticamente significativos pueden ser representados
posteriormente por una superposicion de colores en una imagen de mejor calidad para obtener una

mejor localizacion espacial de las zonas de activacion.

Matematicamente este modelo va observando la variacidon en el tiempo, a partir de términos

asociados a una combinacidn lineal y un error. De forma vectorial, el algoritmo esta definido como:

V. =xXp+g (3.3)
donde ¥; es el vector de valores del pixel, x; es el vector de los valores de contraste en cada punto, 8 es
un pardmetro de ponderacion y g; es el vector del error de acarreo. Si el modelo incluye mas variables,
es conveniente pasarlo a forma matricial:

Y =XB +¢ (3.4)
donde Y es el valor de la serie de datos para un voxel, ﬁ es parametro de ponderacién vectorial, X es la
matriz de contraste disefiada y € es el error. La forma para resolver esta ecuacién, es encontrar las
ponderaciones B, resolviendo la siguiente ecuacion:

X"y = (X"X)B (3.5)

donde B es la mejor estimacion de f3:

g=X"X)"xTy (3.6)
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Esto se puede obtener, a partir de la definicién de la especificacién del modelo estadistico. En
nuestro caso se especificd un modelo de primer nivel, debido a la definicién de nuestro modelo
experimental de bloques. Por lo que sélo tendriamos 2 variables a considerar: el reposo y el estimulo.
Necesitamos construir una “matriz de contrastes” para calcular la estimacion del modelo y hacer el
analisis de las imagenes empleando el GLM.

Para realizar la estimacion del modelo podemos guiarnos con el siguiente diagrama de la
Figura3.26, donde se muestran los pasos que se consideran importantes para poder realizar la

estimacion y definicién del modelo que se analizara:
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Figura 3.26. Diagrama para la definicién del modelo que se empleara para su estimacién.

CAPITULO 3 Pagina 64



UAM - |
POSGRADO EN INGENIERIA BIOMEDICA

Finalmente, se obtiene la “matriz de contrastes” que se podra estimar realizando una prueba t
entre las condiciones o eventos, o una estadistica F. Para nuestro caso, se empled una prueba t para

realizar la comparacién entre ambos eventos.

Contrast(s)
EE E E B

A N B N_N_

246 8 10 12

Figura 3.27. Ejemplo del resultado del disefio de una matriz de contrastes

En la Figura 3.27 se muestra un ejemplo de una matriz de contrastes resultante. Las dos primeras
columnas corresponden a las condiciones que se emplearon para este experimento, mientras que las
columnas siguientes corresponden a los estimadores calculados de la ecuacién 3.6 para resolver la

matriz y de esta forma discretizar los pixeles que se consideraran significativos y mostrar los resultados.

CAPITULO 3 Pagina 65



UAM - |
POSGRADO EN INGENIERIA BIOMEDICA

CAPITULO 3 Pagina 66



UAM - |
POSGRADO EN INGENIERIA BIOMEDICA

CAPITULO 4

RESULTADOS

4.1 Analisis en el dominio de la frecuencia de las imagenes

Al momento de hacer la codificacién espacial, puede ocurrir un corrimiento de fase o frecuencia
debida a las propiedades magnéticas de la muestra y también en nuestro caso debido a la estimulacion,
gue altere la informacién obtenida.

Antes de comenzar la adquisicion de las imagenes, se realizé un estudio en el cual se queria ver si
existia algun tipo de problema al estimular con corriente eléctrica a la rata. Para esto, se transformd la
imagen adquirida, tanto en reposo como la imagen con la aplicacion del estimulo, al dominio de la
frecuencia, como se puede ver en la Figura 4.1.

Figura 4.1. Imagenes obtenidas con el sistema y su transformacion al dominio de la frecuencia. a) Imagen en reposo, b) Imagen
aplicando estimulo, c)Espectro en frecuencia de imagen en reposo, d) Espectro en frecuencia de imagen con estimulo.
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Este estudio se realizd debido a que la susceptibilidad magnética inducida por los electrodos, puede
afectar la codificacién espacial y la reconstruccién de la imagen. Este comportamiento estd descrito por

la ecuacion:
B = po(1+ x)By = uB (4.1)

donde B es la induccién magnética, Uy es la constante magnética (diferente a cada dtomo), y es la
susceptibilidad magnética, B, es el campo magnético externo y u es la permeabilidad magnética.

Posteriormente, se realizé un perfil de linea en la parte media de las imagenes en el dominio
frecuencial, esto para observar si existe alguna modificacién debido a la frecuencia por el estimulo
eléctrico. En la Figura 4.2, se observa que no existe un corrimiento en la frecuencia, Unicamente se
aprecia un cambio marginal en la intensidad de las sefiales.
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Figura 4.2. a) Perfil de linea de las imagenes en el dominio de la frecuencia. b) Lugar de donde se obtuvo el perfil de linea
para ambos casos.

4.2 Pesos de las ratas

Primero se obtuvieron los pesos de una poblacién de ratas que no fueron sometidos al protocolo de
desnutricién. Se pesaron once ratas, y se eligieron 6 de manera aleatoria para realizar el estudio
funcional. A partir de los datos obtenidos del grupo control, se tomd el peso medio de este grupo: 41.94
gramos con una desviacion estandar de 4.99 gramos. Posteriormente, de igual manera, se obtuvieron
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los pesos de un grupo de 6 ratas desnutridas de acuerdo al protocolo que se usé. Los pesos obtenidos
son mostrados en la Figura 4.3, obteniendo un peso promedio de 29.19 gramos con una desviacion
estdndar de 3.03 gramos. Todas ratas empleadas tenian una edad entre 18 y 21 dias, obteniendo los
datos que se muestran en la Figura 4.3.

60

50

o1 1

—
bo
Rl _ T
30
2 ; f 1 b 1
& i
20
¢ Controles
10 ®  Experimental
Promedio minimo
0
0 1 2 3 4 5 6 7

Nimero

Figura 4.3. Gréfica de pesos de ratas controles y desnutridas empleadas.

Para realizar el estudio funcional sobre las ratas del grupo desnutrido, las 6 ratas seleccionadas
tenian que cumplieran con el requisito de que su peso estuviera por debajo del 25% del peso minimo
obtenido de las ratas controles, esto con el fin de asegurar que se tuviera una desnutricidon por lo menos
de segundo grado, como se comenta en el Apéndice A.

De la Figura 4.3, observamos los pesos de las 6 ratas empleadas como grupo control (rombos
azules), y por debajo de la linea se tienen las 6 ratas que se emplearon para el estudio funcional
(cuadros rojos). La linea nos indica el peso minimo en que se puede considerar una rata como "normal"
o bien nutrida. Se realizé una prueba ANOVA, donde se observo que con un nivel de p < 0.05, las medias
de los dos grupos presentan diferencias significativas. Observamos que las dos o tres ultimas ratas
experimentales tienden a la linea media trazada para determinar el grado de desnutricidn, debido a que
fueron ratas con una edad de 21 dias, y recordando el protocolo de desnutricién empleado, es cuando
comienzan a alimentarse por si mismas y recuperan su peso rapidamente.

CAPITULO 4 Pagina 69



UAM - |
POSGRADO EN INGENIERIA BIOMEDICA

4.3 Cambio de cortes

Antes de comenzar los experimentos, se realizaron también unas pruebas sobre el tipo de cortes
gue se emplearon para la adquisicidon de las imagenes. Esto debido a que inicialmente la adquisicién de
las imdagenes fue en el plano coronal, ver Figura 4.4.

Figura 4.4. Corte coronal procesado con la herramienta SPM

Claramente de la Figura 4.4, se observa que al hacer la interpolacion hacia el plano axial (superior
izquierda) y sagital (superior derecha), se aprecia que las imagenes sufren una distorsién importante
gue no permiten su facil visualizacién. Por esto mismo, se sugirié hacer un cambio de plano coronal por
un plano axial, como puede observarse en la Figura 4.5.
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Figura 4.5. Corte axial procesado con la herramienta SPM

Se observa un cambio muy drastico en la interpolacién hacia los cortes coronales (superior
izquierda) y sagitales (superior derecha), por lo cual se emplearon este tipo de cortes para la adquisicion
de las imagenes y asi realizar mas facilmente la interpretacion de resultados posteriores al
procesamiento.

Esto se debe principalmente a la forma en cémo estd programado SPM, ya que se utiliza un método
gue definen como "Voxel Based Morphometry", en el cual se definen las orientaciones de los tres ejes
para cada voxel [22]. Se podrian usar los primeros cortes sugeridos, pero se tendria que modificar parte
de la programacién de SPM para poder observar mejor los otros dos planos, pero ese no es el objetivo
del trabajo.

4.4 Adquisicion de imagenes

Como se menciond en el Capitulo lll, la secuencia empleada para la obtencién de las imagenes fue
una Gradiente Eco Multicorte (GEMS). En el caso de las ratas controles, los pardametros de adquisicion
fueron los siguientes: TR/TE = 107.82/3.8 ms, angulo de brinco = 20° FOV = 35 x 35 mm, tamafio de la
matriz de reconstrucciéon = 128 x 128, grosor de corte = 0.4 mm, espacio entre cortes = 0.2 mm, numero
de cortes = 15, el tiempo total de adquisicion de las imagenes fue de 13.8 segundos. En la Figura 4.6, se
muestran algunas imagenes obtenidas con esta secuencia y pardmetros.
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Figura 4.6. Imagenes obtenidas para el andlisis funcional de una rata control.

Claramente, se observa que las imagenes de la Figura 4.6 no son exactamente de una gran calidad,
pero se tiene la ventaja de que fueron obtenidas mediante una secuencia rapida. Posteriormente
durante el procesamiento de las imdgenes se obtienen los resultados adecuados que serdan montados
sobre una imagen de mucha mejor calidad. Para la imagen en la cual se montaron los resultados del
estudio funcional, se obtuvieron mediante una secuencia Espin Eco con los siguientes parametros: TR/TE
=3000/25 ms, FOV = 35 x 35 mm, tamafio de la matriz de reconstruccion = 128 x 128, grosor de corte =
0.4 mm, espacio entre cortes = 0.2 mm, numero de cortes = 15, nimero de promedios = 4. En la Figura
4.7 se muestran algunas imdgenes obtenidas con esta secuencia y parametros.
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Figura 4.7. Imagenes estructurales de rata control.

La Figura 4.7 claramente muestra una mejor calidad en las imagenes, sobre las cuales podemos
hacer la localizacién espacial de los posteriores resultados obtenidos en el procesamiento de las
imagenes funcionales. Este tipo de imagenes, generalmente se conocen como imdagenes estructurales o
anatomicas.

Para la obtencion de las imagenes de las ratas desnutridas, se empled la misma secuencia
Gradiente Eco, pero se tuvieron que cambiar algunos parametros para la adquisicién: FOV = 30 x 30 mm,
asi como el grosor del corte, que fue de 0.3 mm. Esto debido a que el tamafo de los cerebros de las
ratas desnutridas era menor en comparacion con los cerebros de las ratas controles. En la Figura 4.8,
podemos ver algunas imagenes obtenidas de una rata del grupo experimental.
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Figura 4.8. Imagenes obtenidas para analisis funcional de rata perteneciente al grupo experimental.

De igual forma, en la Figura 4.8 podriamos decir que son imagenes de mala calidad, pero lo
importante es de que tienen la informacién necesaria para obtener los resultados de activaciones y que
fueron montados sobre una imagen estructural obtenida de igual forma que en el caso de las ratas
controles, variando el FOV, asi como el grosor de los cortes, como en el caso de las imagenes
funcionales. Algunas de estas imdagenes se presentan en la Figura 4.9:
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Figura 4.9. Imagenes estructurales para montar resultados de una rata del grupo experimental.

Cabe resaltar que las imagenes mostradas en las Figuras 4.8 y 4.9, tuvieron que ser modificadas, de
tal forma para definir adecuadamente el origen de coordenadas que se emplean para realizar el
procesamiento de todos los volumenes y realizar el analisis estadistico sobre éstas. Es decir, se realizé
un preprocesamiento en las imagenes DICOM para rotarlas un poco, ya que en el caso de las ratas
desnutridas, presentaban mayor movimiento debido al estimulo, por lo cual se modificaron las
imagenes para que el punto de origen, en este caso el término del bulbo olfatorio y el inicio del cerebro,
y asi se pudieran realinear adecuadamente en todos los casos.

A partir de las imagenes estructurales, podemos darnos cuenta de que realmente existe un cierto
grado de desnutricion que se refleja en el cerebro del grupo experimental, como puede apreciarse en la
Figura 4.10.
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Figura 4.10. Imagenes estructurales de ambos grupos, mostrando las diferencias estructurales debido a la desnutricién. La
estructura encerrada en la elipse roja representa al cerebelo, mientras que en el rectdngulo se encuentra una porcion
correspondiente al tercer ventriculo cerebral.

De la Figura 4.10 los incisos a), b) y c) corresponden a ratas pertenecientes al grupo control,
mientras que los incisos d), e) y f) corresponden al grupo experimental. Se observa en el circulo rojo que
en a), b) y c¢), la formacidn del cerebelo es mas regular, mientras que en d), e) y f) el cerebelo no esta
bien desarrollado y existe una mayor presencia de agua en lugar de masa, en estos casos, se realizd una
medicién del area que ocupa el cerebelo para ambos grupos, para el caso control, el cerebelo
aproximadamente tiene un area de 2 017.33 [u.a.], mientras que el espacio promedio que ocupa el
cerebelo de las ratas desnutridas es de 1 994.67 [u.a.] aproximadamente, de esta forma corroboramos
gue el cerebelo en el caso de las ratas desnutridas no estd desarrollado adecuadamente. Dentro de los
rectdngulos, se encuentra encerrada una porcidn perteneciente al tercer ventriculo cerebral, aqui llega a
ser muy clara la diferencia entre ambos grupos, ya que se presenta una mayor cantidad de agua y no se
ocupa ese espacio por masa cerebral, esto se pudo cuantificar realizando segmentacion de esta zona, y
midiendo las areas entre ambos grupos, se obtuvo que el valor promedio en el grupo control fue de
aproximadamente 109.33 [u.a] y para el grupo desnutrido, su area fue de 209.33 [u.a.]. Las estructuras
fueron comparadas por medio del atlas de Paxinos [23]. Un cerebro que presenta desnutricidén, contiene
mayor cantidad de agua y no existe un desarrollo cerebral normal [24], y esto se puede observar
mediante los resultados obtenidos por medio de la segmentacién del ventriculo.
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4.5 Procesamiento de imagenes

El primer paso a realizar para el procesamiento digital de las imagenes, fue la realineacién de las
mismas para que se partiera de un mismo punto de referencia para el andlisis estadistico. Ademas, en
esta parte, como se menciond en el Capitulo Ill en la seccién 3.10.2.1, también se calcula el movimiento
de la rata en los ejes coordenados X, Y y Z, asi como el movimiento de rotacién que se presenta en las
Figuras 3.23 y 3.24 de la seccién 3.10.2.1. Los resultados de este calculo se ingresan en la parte del
analisis estadistico que permite realizar una mejor estimacion final con el analisis estadistico.
Finalmente, la herramienta SPM, calcula una imagen promedio de todo el conjunto de imagenes que se

han realineado. Un ejemplo de los resultados obtenidos en este paso, se muestran en la Figura 4.11.

\ g

Figura 4.11 Imagenes realineadas. Los incisos a) y b) corresponden a imagenes realineadas del grupo control y experimental
respectivamente. Incisos b) y d) son resultado del calculo de los promedios de una serie de imagenes correspondientes a una
rata perteneciente al grupo control y experimental respectivamente.

Posteriormente a la realineacion de las imagenes, se normalizaron las imagenes con respecto a las
imagenes estructurales, para que se pueda tener el mismo espacio de escritura en los resultados y su
posterior montaje dentro de la imagen estructural. En la Figura 4.12, se ilustra el resultado de realizar la
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normalizacién de las imagenes, tanto para una rata perteneciente al grupo control, como una del grupo
experimental.

Figura 4.12. Imagenes normalizadas con respecto a un templete. Imagen de la izquierda, corresponde a una rata del grupo
control y la de la derecha corresponde a una rata del grupo experimental.

Finalmente, se especificé el modelo de primer nivel con el cual se realizé el analisis estadistico de
las imagenes procesadas. En la Figura 4.13 se muestra la matriz resultante con la cual se realizd el
andlisis estadistico.

Figura 4.13. Matriz de contrastes generados para la evaluacidn estadistica de las imagenes
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De la Figura 4.13, el inciso a) nos indica que tenemos dos condiciones (correspondientes a la
columna 1y 2), en este caso fueron el reposo y la estimulacidon respectivamente, mientras que el inciso
b) indica los estimadores ,63 (columnas 3 a 8) que fueron descritos en el Capitulo Ill, en la seccion 3.11.
Las 120 filas que se muestran en el lado derecho de la matriz, corresponde a cada una de las imagenes
qgue fueron analizadas.

4.6 Resultados derivados del analisis estadistico de las imagenes

Después de realizar la estimacion de los resultados derivados de la matriz resultante, se obtuvieron
los valores de pixel que se consideraron significativos, con una p<0.01. Tenemos la posibilidad de
obtener las graficas de la respuesta BOLD de la estimulacidn a lo largo del tiempo. Un ejemplo de estas
graficas obtenidas, se presentan en la Figura 4.14.
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Figura 4.14. Resultados obtenidos a partir del analisis estadistico
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La gréfica mostrada en la Figura 4.14, que se encuentra encerrada en el recuadro, nos indica una
estimacion de cdmo es la respuesta al estimulo en la zona seleccionada, que en nuestro caso, la zona de
interés es la corteza somatosensorial. Esta grafica se produce al ir calculando la intensidad del pixel
cuando sobre una condicion a lo largo del tiempo. La herramienta nos pide el tiempo de repeticion entre
cada imagen y asi va haciendo la correlacion entre tiempo e intensidad de pixel para cada volumen.

Estos pasos fueron realizados para todos los casos de ratas controles y experimentales, para
finalmente obtener todas las graficas y hacer las comparaciones entre ambos grupos.

Las Figuras 4.15a y 4.15b, muestran las respuestas BOLD para todas las ratas empleadas en el grupo
control y desnutrido respectivamente.
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Figura 4.15 a) Gréfica de las diferentes respuestas BOLD del grupo control. b) Gréfica de las diferentes respuestas BOLD del
grupo experimental. c) Grafica del promedio obtenido para cada grupo con su desviacidn estandar

De

las Figura 4.15a y 4.15b,

se observa un mismo comportamiento de

las graficas,

aproximadamente a los 5 segundos de aplicar el estimulo, se obtiene la amplitud maxima de las gréficas.

Estos

resultados

obtenidos

demuestran una gran concordancia

con resultados reportados

anteriormente por Silva y Koretsky [25]. Para realizar el analisis entre ambos grupos, se obtuvo la grafica
promedio para cada uno de los grupos, con el fin de tener una respuesta media para cada uno de los
grupos y realizar posteriormente comparaciones estadisticas.

En la Figura 4.15c podemos apreciar las diferencias en cuanto a la amplitud de la sefial entre los

promedios de ambos grupos. Se observa un cambio de signo en la sefial correspondiente a la respuesta

BOLD posterior a los 12 segundos en ambos casos, este cambio de sefial ha sido reportado como una
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respuesta BOLD negativa, observada con estimulo eléctrico y visual [25] [26]. Esta respuesta es
ocasionada por mecanismos de inhibicién [27].

4.7 Comparaciones entre zonas de activacion

Finalmente, se observan las zonas de activacion obtenidas por medio del andlisis estadistico,
montdndolas sobre las imagenes estructurales que se obtuvieron. A continuacion, la Figura 4.16 muestra
la rata control que mds se asemeja a la rata control promedio.

Figura 4.16. Resultados obtenidos de las zonas donde se presenta la activacion cerebral debidas al estimulo.
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De manera similar, en la Figura 4.17 se muestran los resultados de las zonas de activacion
montadas sobre las imagenes estructurales en el caso de una rata experimental. La rata que se muestra
corresponde a la que se acerca mas al valor promedio obtenido de este grupo.

Figura 4.17. Resultados obtenidos de las zonas donde se presenta la activacion cerebral debida al estimulo.

A partir de las figuras 4.16 y 4.17, se aprecia una diferencia entre ambos grupos. En el caso de la
rata correspondiente al grupo control, se observa que la activaciéon debida al estimulo se presenta en
zonas correspondientes a corteza somatosensorial, mientras que en el caso de la rata experimental,
ademds de observar respuesta en corteza somatosensorial, la respuesta se presenta en diferentes
estructuras a ésta, como por ejemplo en el cerebelo. Con estas imagenes, podemos observar claramente
que el cerebelo efectivamente es una estructura que esta afectada por la desnutricién.

CAPITULO 4 Pagina 83



UAM - |
POSGRADO EN INGENIERIA BIOMEDICA

Efectivamente, observando las imagenes de la actividad cerebral montada sobre las imagenes
estructurales, se aprecia que existe un incremento en la actividad, por lo cual se confirman de cierta
manera los resultados de las graficas mostradas en la Figura 4.15 que sugieren un mayor consumo de
oxigeno, y esto a su vez ocasiona que exista un mayor consumo energético y de ahi derivan tantos
problemas debidos a la desnutricién.

Para observar de mejor manera las zonas de activacion en distintas regiones de interés, se realizd
un cambio en las proyecciones, es decir, fuimos del plano axial, al plano coronal. Con ayuda del atlas de
Paxinos y Watson [23], se comentaron las diferencias entre las estructuras que se activan.

- -15
N Emgml:-"u (1

Control

eﬁ#

*
'._.'.L_Ii.l — L .i_I.L... |

!: rs

: —— ._._'.I._

E:h:penmental

Figura 4.18. Comparacién entre actividad en bulbo olfatorio.

En primera instancia, se observé el bulbo olfatorio, como se muestra en la Figura 4.18. Se observa
un claro incremento en la activacion del bulbo olfatorio de la rata experimental. Esto tiene sentido, ya
que, recordando el tipo de estimulo que se dio, tiene efecto en las vibricias del animal que también
estan ligadas al sentido del olfato. Ademads de observar en la rata experimental un incremento en la
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actividad en el bulbo olfatorio, se aprecian también otras zonas activadas en zonas que corresponderian
a musculo y los ojos. Esto es producto, probablemente a un mayor movimiento de la rata que nos diria
gue existe una mayor sensibilidad al estimulo, o probablemente existe un mayor consumo de oxigeno
en estas zonas que se pueden derivar a otros aspectos sinapticos.

=10
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10 Bregmb O
Corteza Motora

Corteza Insular Agranulada
Putamen Csudado
Cortezade Asccacion Temporal

0 Interawral
Hipoampo [fimbria)

LB el

¥ K
Experimental

Figura 4.19. Comparacion entre grupos que muestran actividad en corteza somatosensorial.

En la Figura 4.19 se observa en la parte superior la zona donde corresponden las imagenes
mostradas de la rata control y la experimental, ademas para hacer una identificacién de las estructuras,
éstas se etiquetaron con diferentes colores. Observamos que mientras que en la rata control se aprecia
Unicamente activacidn en corteza somatosensorial, en la rata experimental, ademas de tener activacion
en la corteza somatosensorial, también existen activaciones en diversas dreas que se ubican por debajo
de la corteza.
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Figura 4.20. Comparacion entre grupos que muestran actividad en zonas anteriores al cerebelo.

De igual manera que en la Figura 4.19, se etiquetaron ciertas zonas que corresponden a diferentes
estructuras y se muestra la zona donde corresponden las imagenes cerebrales en la Figura 4.20. En el
caso de la rata experimental, claramente se aprecia que existe respuesta en zonas muy diferentes a la
control. Curiosamente en el caso de la rata experimental, se observa que la via sensorial del nervio
trigémino se encuentra mas intenso a comparacién con la rata control, una de las probables razones del
porqué ocurre esto, es debido a que el nervio trigémino esta compuesto por fibras de conduccién no
muy rapidas y gracias a la desnutricion que presenta esta rata necesite alin mas consumo de oxigeno
para poder llevar la respuesta hacia la corteza.
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CAPITULO 5

DISCUSION

5.1 Resolucién espacial

El procesamiento de las imdagenes se realizd empleando la herramienta Statistical Parametric
Mapping (SPM5), el cual estd programado en MATLAB. Uno de los principales desafios que se
presentaron en este trabajo para emplear esta herramienta, es que esta optimizado para estudios en
cerebros humanos y no para cerebros de modelos animales. Se tuvieron que hacer algunas
modificaciones al momento de procesar las imagenes, y finalmente se utilizé un toolbox Illamado
SPMMouse [28]. Para ejemplificar esto, veamos la resolucion espacial de las imagenes que estd definida
por el tamafio del voxel:

FOV,
Vx = _Nx (51)
__ Fov,
V, = —Ny (5.2)
V, = Grosor de corte (5.3)

donde FOVx representa el tamafio del campo de visidn a lo largo del eje x, FOVy. representa el tamafio
del campo de visién a lo largo del eje y, Nx es el numero de columnas en nuestra matriz de
reconstruccion y Ny representa el nimero de filas en la matriz de reconstruccién de la imagen.

Si sustituimos los valores de la adquisicién de las imagenes tanto controles como funcionales, se

obtiene:
Imagenes V,(mm) V,(mm) V, (mm) ‘
Controles 0.27 0.27 0.4
Experimentales 0.23 0.23 0.3

Tabla 5.1. Resolucién espacial de las imagenes funcionales de cada uno de los grupos

De la tabla 5.1, si lo comparamos con el espacio humano, tenemos una diferencia
aproximadamente de 10 veces el tamafio del voxel que se emplea generalmente en estudios de IRMf en
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humanos, las dimensiones de este voxel son de 3x3x3 mm?®. Es por esta razdn, por la cual se empled este
toolbox, ya que existen pardmetros ya adecuados para el espacio de ratones. Cabe mencionar, que
debido al tamano de los cerebros de las ratas empleadas tanto controles como experimentales, éstos se
aproximan mucho a un cerebro de ratén adulto que fueron empleados para la construccion de este
toolbox.

5.2 Comparacidn estadistica de las respuestas BOLD

Se realiz6 una prueba t-student para observar si existia independencia estadistica en cuanto a la
amplitud de las respuestas promedio presentadas en la Figura 4.17c

. La diferencia de los promedios entre ambos grupos presenta diferencias significativas, con un nivel
p < 0.05. El valor promedio de las amplitudes para el grupo control, fue de 388.81 y del grupo
experimental fue de 553.14. La prueba t-student indicd que ambos grupos son independientes
estadisticamente con el valor p mencionado anteriormente.

5.2.1 Comparacion entre las pendientes de las respuestas BOLD

Posteriormente, se realizd6 también un analisis en las pendientes ascendentes y descendentes de
cada uno de los promedios de los grupos para ver la razéon de cambio entre ambos grupos, esto se
realizd para observar la razén de cambio en el consumo de oxigeno en ambos casos. En las Figuras 5.1y
5.2 se observan las pendientes analizadas para cada uno de los grupos.
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Pendientes respuesta BOLD control promedio
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Figura 5.1. Gréfica que muestra las pendientes analizadas del promedio del grupo control.
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Figura 5.2. Grafica que muestra las pendientes analizadas del promedio del grupo experimental.
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En ambos casos se muestra en color rojo la pendiente ascendente y en azul la pendiente
descendente. Claramente se observa un comportamiento lineal. Recordando que la ecuacién de la recta
se define como:

y=mx+D>b (5.4)

donde m representa la pendiente y b representa la ordenada al origen. Las ecuaciones obtenidas de los
dos casos fueron:

_ Ecuacion ascendente I Ecuacion descendente
ontrelpromede _|_

Experimental y =189.1x - 265.4 =-98.05x + 1066
promedio

Tabla 5.2. Resultados de las regresiones lineales de las pendientes para los promedios de ambos grupos.

en este caso, de la ecuacidn 5.4, y representa la respuesta BOLD y x representa el tiempo.

De la Tabla 5.2, se observa que la razén de cambio (pendiente) tanto de manera ascendente como
descendente en ambos casos es mayor para el grupo experimental, lo cual nos indica que existe un
incremento en el consumo de oxigeno.

5.2.2 Comparacion entre las areas de las respuestas BOLD

A partir del analisis de las regresiones lineales, se realizd también un analisis del area bajo la curva
positiva para los dos grupos, para observar si existia una diferencia significativa en cuanto al consumo de
oxigeno.
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Figura 5.3. Areas bajo la curva que se calcularon para el promedio de los dos grupos.

La Figura 5.3 muestra el area bajo la curva que se analizé para el promedio del grupo control, y el
area bajo la curva analizada para el promedio del grupo experimental. Se analizé Unicamente la parte
positiva de la curva, porque como ya se menciond en el capitulo IV en la seccidn 4.6, la respuesta BOLD
negativa se debe a mecanismos de inhibicién y por el momento lo que nos interesa es saber la
diferencia en cuanto a consumo de oxigeno. La integral, se definié como el producto de la amplitud por
el ancho de banda presentado por la curva (FWHM) [29], definido como el ancho de banda donde se
encuentra la mitad de la amplitud maxima para ambos casos, como se ilustra en la Figura 5.4.

Limites de la integral
— 2
Amplitud _: I
maxima . :
|
I
f
t
|
|
I
i
I
§
{
|
I

Figura 5.4. Definicion del area bajo la curva calculada.

En ambos casos FWHM se presenté entre los 2.5 y 8.5 segundos, dandonos como resultado
FWHM=6 segundos. Los resultados obtenidos por este método reportado fueron de:
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Control 2332.87

Experimental 3021.08

Tabla 5.3. Resultados del area bajo la curva, mediante la multiplicacion de FWHM y la amplitud maxima de la curva.

También se realizd el calculo del area bajo la curva, por medio de la integracién en ambos casos.
Los resultados obtenidos en este caso, fueron:

Control 4235.80

Experimental 5503.32

Tabla 5.4. Resultados del area bajo la curva realizado por medio de integracion..

Se observa un comportamiento muy similar en ambos casos, la diferencia es practicamente la
misma. Estos resultados, independientemente del método en que veamos el area bajo la curva, nos
indican que existe un incremento en el drea de las ratas experimentales, lo cual nos da un claro indicio
de que existe un aumento en el consumo de oxigeno y por lo tanto existe una mayor actividad neuronal
en las ratas desnutridas.

5.3 Diferenciacion entre las zonas de activacion observadas

Claramente a partir de las Figuras 4.18, 4.19 y 4.20 del Capitulo 4, seccién 4.7, se observan
diferencias entre las zonas de activacién en las dos ratas presentadas. Cabe sefialar que el tejido
nervioso realiza su funcidn gracias a la actividad eléctrica unidireccional que presentan las neuronas;
esto es, las entradas sinapticas que recibe en las dendritas en forma de potenciales postsinatico, se
propagan hacia el soma vy si la despolarizacidon de la membrana alcanza un voltaje umbral, se dispara un
potencial de accién que se propaga a lo largo del axén hacia la terminacidn sinaptica.
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Los potenciales postsinapticos que recibe una neurona pueden ser excitatorios (PPE) o inhibitorios
(PP1) y son producidos por neuronas inhibitorias o excitatorias con las que hace contacto sindptico. La
suma lineal de los PPE y PPI determina si la neurona incrementa o disminuye su actividad eléctrica [30].

El incremento en la actividad eléctrica de las neuronas, puede ser debido a un incremento en las
descargas (PPE) de neuronas excitatorias; o bien, a una disminucién en las descargas de las neuronas
inhibitorias que producen los PPI. Los resultados obtenidos indican que el incremento andmalo en la
actividad eléctrica de diferentes regiones del tejido cerebral, puede ser debido a una disminucion en las
descargas de las neuronas inhibitorias con disminucién de los PPIl. Se ha reportado un proceso de
desmielinizacidn en sistema nervioso periférico en ratas con desnutricion grave [31]; un efecto similar
podria estar sucediendo a nivel encefdlico, afectando la desnutricién principalmente a las interneuronas
inhibitorias, su desmielinizacion ocasionaria una disminucién de los PPl incrementando la actividad
neuronal de manera desorganizada como lo indican nuestros resultados. No se descarta que los
cambios observados indiquen un proceso de plasticidad, aunque esto es poco probable debido al gran
incremento en la actividad de diferentes regiones del cerebro con respecto al grupo control.
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CONCLUSIONES

Este trabajo es uno de los primeros estudios realizados en modelos animales con desnutricion
empleando la técnica de Imagenologia por Resonancia Magnética funcional, el cual ilustra por
medio del efecto BOLD las zonas cerebrales que se activan en ratas desnutridas y no han sido

reportados anteriormente.

El patrén de las curvas obtenidas en las graficas de BOLD para ambos casos es muy similar,
existe una respuesta negativa de estas mismas para los dos grupos, las cuales son causadas por

mecanismos de inhibicidn.

Evidentemente, se observa que existe una respuesta diferente entre los grupos a nivel del
cerebelo, lo cual nos ratifica que efectivamente el cerebelo es una de las estructuras que son

afectadas directamente por la desnutricidn, cosa que no sucede en un cerebro bien nutrido.

Los resultados obtenidos en el drea de las secciones positivas de las graficas calculadas en los
promedios de ambos grupos (capitulo 5, seccién 5.1), nos indican que existe un mayor consumo
de oxigeno en el grupo desnutrido. Al existir un consumo mayor y acelerado en el oxigeno existe
por lo tanto un mayor gasto energético, lo que contribuye al caso de una desnutriciéon de segundo

y tercer grado persista generalmente un estado de cansancio.

Debido al incremento en el consumo de oxigeno se pueden explicar las causas de que en
diversos estudios se han reportado que las personas que presentan una desnutricion moderada y
severa, existe baja en distintas tareas como por ejemplo, de comprension, aprendizaje e inclusive
motoras, probablemente porque pueden presentar alteraciones neuronales con respecto a
personas normales como es la desmielinizacion neuronal y por eso existe una mala conduccion

eléctrica en el encéfalo.

Se podria pensar que habrian mecanismos de plasticidad cuando se presenta desnutricion, asi
como ocurre con otras patologias cerebrales, donde las neuronas cercanas a la zona donde
deberia de haber activacion presentan mayor actividad neuronal para compensar la respuesta a

estimulos a tareas. O por otra parte, se presenten grupos neuronales que presenten cierta
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especificidad para una tarea o estimulo de manera compensatoria, por ejemplo, cuando se tiene
dafio de una parte del hemisferio cerebral, pero existe una zona que se estimula mas en el

hemisferio contralateral.
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PERSPECTIVAS Y TRABAJO A FUTURO...

Durante el andlisis de este trabajo, surgieron varias propuestas para poder continuar sobre

esta linea de investigacion. Algunos de los puntos que quedarian pendientes son:

° Elaboracién de un templete, que nos permita tener una definicion vy
localizacién espacial mas exacta de las imagenes que se analizardn por medio de
estudios de IRMf con ratas que presenten las caracteristicas de las que se utilizaron.

° Seguir con los experimentos como se realizaron en este estudio,
aumentando la poblacién en por lo menos 10 ratas en cada uno de los grupos.

. Estudiar el problema de desmielinizacidon neuronal a nivel encefdlico, esto
mediante histologia cerebral.

. Investigar si existe falla en los mecanismos de potenciales postsinapticos
inhibitorios, esto lo podriamos observar aplicando espectroscopia en vivo mediante
Resonancia Magnética para determinar si existen bajos niveles de neurotransmisores

en zonas donde se encuentran localizadas las interneuronas.

Finalmente, estudiar la posibilidad de realizar estudios de IRMf en humanos mediante un

convenio con alguna institucidn del sector salud
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APENDICE A

Desnutricion

La clasificacion de los distintos grados de desnutricion han sido objeto de terminologia distintay a
veces confusa y poco connotativa. En el presente trabajo, se sigue una terminologia simplista y que
sefiala con bastante claridad, el estado que guarda un nifio desnutrido en sus distintas etapas.

Podemos ver la desnutricion en tres etapas [14]:

- Desnutriciéon de Primer Grado

- Desnutricion de Segundo Grado (moderada)

-Desnutricion de Tercer Grado (severa)

A.1 Desnutricion de Primer Grado

Se refiere a toda pérdida de peso y talla que no pase del 25% del peso que el paciente deberia tener

para su edad, segun los estandares corporales.

El dato principal que se observa, y solamente si se busca, es el estacionamiento en el peso o un
ligero descenso de él que persiste a través de las semanas; el nifio avanza en edad y el peso va

avanzando pobremente o se estaciona [14].

A.2 Desnutricion de Segundo Grado

Se refiere cuando la pérdida de peso y talla fluctia entre el 25 y 40% de los estandares corporales.

A partir de esta clasificacidn, se considera por muchos médicos, como una desnutricion grave.

En esta etapa, la fontanela se hunde, también se van hundiendo los ojos y los tejidos del cuerpo se

hacen flojos, perdiendo su turgencia y elasticidad; el nifio duerme con los ojos entreabiertos.

Si las medidas dietéticas y terapéuticas a que se acuda no son lo suficientemente cuidadosas y
efectivas, el paciente cae en una intolerancia a toda clase de alimentos y a toda cantidad que se le dé.
Esta intolerancia obliga a cambios frecuentes en la dieta, y a nuevos intentos de acomodacién digestiva
por parte del organismo, en los cuales se pierde tiempo, se va aumentando la destruccién de sus
reservas, y el desplome de la curva de peso, que cada vez se aleja mds del paralelismo normal con la

curva de la edad.
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A.3 Desnutricion de Tercer Grado

Se presenta cuando existe una pérdida de peso y talla en el organismo mdas alla del 40%. Las

consecuencias a este grado en la mayoria de los casos son fatales.

La desnutricion de tercer grado, se caracteriza por la exageracidon de todos los sintomas que se

presentan en las etapas anteriores de desnutricion.

El cuerpo del paciente se encuentra en completa falla orgdnica; las células tienen capacidad para
transformar en alimentos de consumo, los aminodcidos que extraen de las reservas proteicas que van
guedando en los musculos; no hay alimento que pueda aprovecharse y a veces ni siquiera tolerarse. En
esta etapa, los balances son negativos en todos los sistemas del organismo que en estado normal se

encadenan, se equilibran y se complementan para la asimilacién.
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APENDICE B

Planos anatomicos

En este trabajo, cuando se menciona el tipo de cortes empleados para la adquisicién de las

imagenes, se hace referencia a los tres planos basicos utilizados en anatomia humana. Estos son:

e Plano sagital. Se denomina asi, por ser paralelo a la sutura sagital del craneo. Divide al
cuerpo entre porcion derecha e izquierda.

e Plano coronal. También se llama plano frontal. Este plano divide al cuerpo en partes
delanteras y traseras (dorsal y ventral o posterior y anterior).

e Plano axial. También llamado transverso. Divide al cuerpo de cabeza a pies (craneal a

caudal).

Plano sagital

Plano coronal

Plano axial

N E P e S e e S
i
F

Figura B.1. Imagen que representa los 3 planos anatémicos principales en humanos.
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En el caso de neuroanatomia de modelos animales, particularmente en roedores que son los mas
empleados en el campo de la neurociencia, la convencidn se ha tratado de realizar la convencidn de tal
forma que coincida lo mayor posible con la definicién en humanos, por lo que en lugar de tener un

plano axial, se tiene un plano coronal.
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APENDICE C

Reconstrucciones volumétricas

Figura C.2. Reconstruccion volumétrica de un cerebro promedio de los controles, incisos a y ¢; y de un cerebro de una rata
desnutrida, incisos b y d.
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Claramente de la Figura C.2, se observan diferencias en un cerebro del grupo control y
experimental. En el cerebro del grupo experimental se observa un menor desarrollo, mientras que en el

cerebro del grupo control, se aprecia un desarrollo mas uniforme.

La reconstruccion mostrada en las Figuras C.1 y C.2, se realizaron mediante un método de

rendering y deteccién de bordes, el cual muestra buenos resultados.
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APENDICE D

A continuacién, se muestran imdagenes que corresponden a una rata del grupo control donde se

aprecian las zonas de activaciéon de dos ratas del grupo control.

Figura D.2. Resultado obtenido en rata control 5.

Las Figuras D.1 y D.2, muestran los resultados obtenidos en dos ratas control. Se aprecia que la
respuesta al estimulo dado se focaliza principalmente en corteza somatosensorial (encerrados en

amarillo).

De igual forma, se presentan imagenes obtenidas para otras dos ratas pertenecientes al grupo

experimental.
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Figura D.3. Resultado obtenido en rata desnutrida 3.

AW 7 e ‘EDM?'. Ul o T

Figura D.4. Resultado obtenido en rata desnutrida 4.

Claramente de las Figuras D.3 y D.4, se observa que existe respuesta en la corteza somatosensorial,
pero ademas existe una respuesta un tanto aleatoria en otras zonas cerebrales en el caso del grupo

experimental.
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