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INTRODUCCION

El funcionamiento del cerebro se ha estudiado tradicionalmente en
términos de las respuestas fisiolégicas a laadministracion de estimu-
los externos o tareas. Desde el estudio temprano de la fisiologia (Hu-
belyWiesel,1962) hasta los paradigmas de activacion cognitivaen hu-
manos (Raichle, 1998), este enfoque ha sido sumamente valioso para
establecervinculos entre la topografia cerebral y las funciones del ce-
rebro; esta perspectiva considera que el cerebro es conducido -prin-
cipalmente- por estimulos externos, ignorando el hecho de que el ce-
rebro humano consume 209/ de la energia total del cuerpo en reposo,
auny cuando sélo constituye menos del 20/0 de la masa corporal total
(Raichle, 1998, 2010).

Enlos ultimos afios se han desarrollado una gran variedad de téc-
nicas deimagenologia funcional pararegistrar de maneraindirectalas
seflales metabdlicas de la actividad neuronal en el sistema nervioso
central. Hace poco mas de un cuarto de siglo aparecio una de las mo-
dalidades mas prometedoras, Ilamada imagenologia por resonancia
magnetica funcional (fMRI). Dicha técnica usa un método no invasivo
que se base en el contraste de nivel de oxigenacion sanguinea (BOLD),
aprovechando las propiedades paramagnéticas de la hemoglobina
desoxigenada HbR (Ogawa et al.,1990).

La motivacion empirica para el estudio de la actividad neuronal
espontanea surgio de la primera observacion de este tipo, cuando se
detectd actividad espacialmente coherente en lasefial BOLD de la fMRI
(Biswal et al.,1995). Ensuarticulo transcendental, Biswal y sus colegas
observaron fluctuaciones espontaneas de actividad en la corteza mo-
trizderecha, las cuales estaban correlacionadas con las fluctuaciones
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espontaneas de su parte homaloga contralateral; esto ocurriaincluso
cuando no se efectuaba ninguna actividad motriz explicita. Este resul-
tado hasido replicado por varios grupos de investigaciéon desde en-
tonces. Estos estudios se han extendido a otras regiones del cerebro,
como la cortezavisual, auditoray las zonas encargadas de procesar el
lenguaje (Cordes etal., 2001; De Luca et al., 2006; Fox et al., 2006; Grei-
cius et al., 2003; Lowe et al., 2000). Existen regiones cerebrales que
muestran un incremento en su actividad BOLD cuando se encuentran
en reposo, respecto a cuando desempefan unaaccion; estas regiones
que muestran un decremento en su actividad al efectuar tareas experi-
mentalesse lesdenomino lared neuronal por defecto (DMN) (Raichle
etal.,2001). La conectividad funcional (fc) es un método que describe
la correlacion temporal entre areas espacialmente remotas (Friston,
2011); lasregiones de actividad coherente que resultan de aplicar mé-
todos de conectividad funcional se denominan redes en estado de
reposo (RSN) (Fox y Raichle, 2007; la Iglesia-Vaya et al., 2013). Lejos
de ser solo ruido bonito, estas fluctuaciones espontaneas se encuen-
tran correlacionadas con zonas cerebrales funcionalmente conecta-
das (Decoy Corbetta, 2011). A pesarde que la fMRI se usa ampliamente
en humanos, su aplicacion en animales pequefios sigue siendo difi-
cil, ya que el tamafio del cerebro del roedor requiere de una imagen
por resonancia magnética (MRI) con una razon sefial a ruido (SNR) y
unaresolucion espacial excepcionalmente buenas (Benveniste y Blac-
kband, 2002; Jonckers et al., 2011); esto complicay hace ardua la tarea
derelacionarlos estudios en humanos con modelos murinos de diver-
sas enfermedades, donde los mecanismos molecularesy genéticos de
la propia enfermedad se encuentran bien caracterizados. La fMRI con
contraste BOLD se emplea ampliamente en imagenologia funcional,
yesunatécnicasujetaafactores de confusion debido alos efectos en
competencia de los cambios en el flujo sanguineo cerebral (CBF) y el
metabolismo del oxigeno. Una alternativa que puede resultar atrac-
tiva, para circundar las limitaciones inherentes a la fMRI, es el uso de
la imagenologia optica en el animal pequefio. Primeramente, puede
presentar |la posibilidad de revelar redes funcionales de manera con-
sistente, con aquellas encontradas en el estado de reposo; segundo,
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al usar multiples longitudes de onda se puede obtener un conjunto
completo de parametros hemodinamicos, los cuales se pueden em-
plear paradesambiguarlos factores de confusién presentes en la sefial
BOLD. Finalmente, al trasladar los avances en las técnicas de conecti-
vidad funcional obtenidos con fMRI, en humanos, hacia las técnicas
opticas en modelos murinos de enfermedad, se amplian las perspec-
tivas de estudio en una multitud de modelos animales, los cuales son
rentablesy eficientes, ademas de poseeralta similitud genéticacon el
humano (European Commission Workshop, 2010). Por consiguiente,
el objetivo de este libro es presentar como se lograla combinacion de
varias modalidades de imagenologia éptica con la cartografia de la co-
nectividad funcional en el estado de reposo.

Losestudios que se presentan en este libro tienen como meta esta-
blecerlautilidad de diferentes técnicas de imagenologia dptica, como
la imagenologia optica intrinseca (0IS) multi-espectral, la imageno-
logia de contraste por granularidad laser (LSCl) y la tomografia foto-
acustica (PAT) para evaluar la conectividad en reposo en varios mode-
los de pequefio animal. Al usar varias longitudes de onda diferentes
para la iluminacion, se pueden estimar cambios relativos en la con-
centracion de hemoglobina oxigenada (HbO,) y desoxigenada (HbR),
alavez que la imagenologia por granularidad da acceso al flujo san-
guineo cerebral (CBF) relativo. La combinacion de dichas variables fi-
siolégicas en un modelo matematico permite la estimacién del con-
sumo metabdlico de oxigeno (CMRO,) el cual es una medicion mas
estrechamente relacionada con laactividad cerebral que las medicio-
nesde hemoglobina porsisolas (Brieu etal., 2010; Zappe et al., 2008).
Asique, debido al acceso a componentes hemodinamicos distintos, la
conectividad funcional (fc) basada en laimagenologia 6ptica de sefia-
les intrinsecas (fcOIS) puede proporcionar informacion adicional que
complementa los estudios en estado de reposo que se han hecho con
la fMRI en el contexto de enfermedades neurologicas y vasculares. La
PAT es una técnica que combinalo mejor de dos mundos: el contraste
intrinseco de laimagenologia 6ptica, con laresolucion espacial y pro-
fundidad de deteccion del ultrasonido (Wangy Hu, 2012). El principio
de funcionamiento es como sigue: un pulso corto de laseresabsorbido
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porlas moléculas presentes en el tejido vivo, lo cual genera una onda
de presion ultrasonica, la cual puede ser detectada con un transduc-
tor piezoeléctrico para formar imagenes de ultrasonido (Wang et al.,
2003). Es una técnica no invasiva y se presta naturalmente para apli-
caciones en modelos neonatos, otorgando acceso a las capas mas pro-
fundas del cerebro.

Las técnicas presentadas en esta obra son un intento de descifra-
miento de los correlatos funcionales en varios modelos de enferme-
dades, que pretenden conducirnos a un mejor entendimiento de los
cambios en conectividad en modelos roedores.

BREVE RESENA BIBLIOGRAFICA
» Mediciones indirectas de la actividad neuronal

Laimagenologiadel cerebro depende ampliamente de las sefiales he-
modinamicas evocadas. En 1878, un cientifico italiano Illamado Mosso
puso a prueba la hipdtesis de que el flujo sanguineo esta relacionado
con laactividad cerebral, registrando cambios en el volumen sangui-
neo del cerebro (CBV) relacionados con variaciones en el flujo sanguineo
cerebral (CBF) de laduramadre expuesta en laregidn frontal de un su-
jeto de37afios (Mosso,1884; Sandrone etal., 2013; Yu et al., 2010; Zago
etal.,2012). El cientifico observo que las pulsaciones en la corteza fron-
tal se incrementaban durante la ejecuciéon de una tarea de calculo.
Aunque las técnicas modernas no se basan en los mismos principios
que el experimento de Mosso, su idea de mediciones indirectas de la
actividad neuronal puede considerarse como la precursora de la neu-
roimagenologia funcional moderna.

Cuando una neurona se despolariza, hay un consumo de oxigeno
local indicado por unincrementoinicial en HbR. Unos cuantos segun-
dos después (1-2s), hay un gran incremento, tanto en el CBF, como en
el CBV, debido a un mecanismo compensatorio al consumo inicial de
oxigeno. Esta amplia discordancia entre el suministroy el consumo
de oxigeno provoca un aumento atrasado en laconcentracion local de
HbO,y, por consiguiente, la subsecuente disolucion de HbR (Maloneky
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Grinvald, 1996). Estas respuestas fisioldgicas tienen una anchura tem-
poralde 4-65, incluso cuando son producto de un muy breve estimulo;
este retraso depende del filtro metabdlico de cada region cerebral,
de laeleccion del estimadory de laduracién del estimulo (tiempo de
actividad) (Liao et al., 2002; Saad et al., 2003). Asi, la actividad de las
neuronas se puede localizar y cuantificar indirectamente a través de
la medicion de cambios hemodinamicos en respuesta a la activacion
eléctrica: esto eslo que se denominarespuesta hemodinamica (HDR).

No obstante, la relacion entre la actividad neural y la HDR sigue
siendo una relacién compleja, incluso no lineal (Devor et al., 2003).
Estano-linealidad se vuelve aun mas pronunciada cuando se compara
la HDR contra un amplio rango de estimulos (Buxton et al., 2004).
Existe otro resultado sujeto a controversiaen la literatura (Cheny Pike,
2009), el lamado «caidainicial»: un decremento en lasefial de laHDR
(debido a un aumento en la HbR) que dura 1-2 s, antes del aumento
estandar de la HbO ; esta caida inicial se ha reportado en imagenolo-
gia optica (Maloneky Grinvald, 1996) pero su efecto es pequefio y no
siempre esta presente (Buxton, 2001); en algunos estudios incluso se
ha demostrado que el aumento inicial de la HbR se balancea por una
disminucionigual de laHbO (Devor et al., 2003).

Una nocién comunmente aceptada es que la regulacion precisa
del flujo sanguineo involucra la dilatacion de las arteriolas (Cox et al.,
1993), pero no hay explicacion satisfactoria al mecanismo de transfe-
rencia de sefial de las neuronas hacia la vascularizacion circundante.
Una hipotesis sostiene que la activacion de conjuntos especificos de
interneuronas vasomotrices puede evocar de manera directa la dila-
tacién o la constriccion de los vasos sanguineos adyacentes, trans-
mutando asi las sefiales neuronales en respuestas vasculares (Cauli
etal., 2004). Otra hipotesis manifiesta que el glutamato liberado por
las neuronas que se disparan inicia ondas de calcio en los astrocitos;
este calcio postsinaptico asuvezinduce laliberacion de varios agen-
tes vaso-activos que son fundamentales en el aumento de CBF (lade-
cola, 2004). Es mas, existe evidencia creciente que los astrocitos pue-
denseruncomponentecriticoen elacoplamiento neuro-vasculary la
HDR (Petzold y Murthy, 2011; Yu et al., 2010).
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Este acoplamiento neurovascular complejo hace que lainterpre-
tacion de la imagenologia optica resulte dificil. Sin embargo, la acti-
vidad neuronal se ve reflejada sin duda alguna en los cambios hemo-
dinamicos, los cuales son detectables por medio de las técnicas de
imagenologia dptica utilizadas en esta obra.

» Conectividad funcional

El término conectividad funcional (fc) se aplicaa una granvariedad de
estudios que examinan las correlaciones coherentes entre regiones
de actividad neuronal, tanto durante actividades cognitivas, como du-
rante el reposo (Foxy Raichle, 2007). En el presente trabajo, se exploro
lafcenausencia de estimulos externos. Es una técnica sensiblealasin-
cronia espacio-temporal de las fluctuaciones en laactividad neural de
diferentes areas del cerebro, las cuales pueden estar espacialmente re-
motas (Waites et al., 2006). En el contexto de neuro-imagenonologia
funcional, lafcse emplea paradescribirlas relaciones entre los patro-
nes de activacion neuro-vascular de regionesanatémicamente distan-
tes. El grado de sincronizacion se hamedido através de diferentes mé-
todos, que van desde mediciones directas de actividad neuronal como
potencial de campo local (LFP) (Bressler et al., 1999; Ding et al., 2000;
Magill et al., 2006; Nir et al., 2008; Shmuel et al., 2006), electroence-
falografia (EEG) (Aarabi et al., 2008; Green et al.,1998; Mormann etal.,
2003; Stam et al., 2007; Thatcher et al., 1986) y magnetoencefalogra-
fia (MEG) (Brookes et al., 2011; Douw et al., 2013; Douw et al., 2010; Liu
et al., 2010; Pasquale et al., 2010), hasta las mediciones indirectas de
fluctuaciones de sefiales fisioldgicas relacionadas con laaccién neuro-
nal como laimagenologia por resonancia magnética funcional (fMRI)
(Beckmann, Deluca et al., 2005; Biswal et al., 1995; Damoiseaux et al.,
2006; De Luca et al., 2006; Fox y Raichle, 2007; Greicius et al., 2003) y
una gran variedad de técnicas de imagenologia optica: la espectros-
copia en el cercano infrarrojo (NIRS) (Lu et al., 2010; Mesquita et al.,
2010; Sasai et al., 2011; Wolf et al., 2011; Zhang et al., 2010), la tomogra-
fia optica difusa (DOT) (Liao et al., 2012; Niu et al., 2011; White et al.,
2009; White et al., 2012), laimagenologia optica de sefiales intrinsecas
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(OIS) (Bero et al., 2012; Li et al., 2012; White et al., 2011) y |la tomografia
fotoacustica (PAT) (Xiang et al., 2012). Mencionaré laaplicacion de las
técnicas anteriormente mencionadas en la siguiente seccion.

» Técnicas de imagenologia

EEG y MEG en humanos

EIEEG es unatécnicatradicional que hace uso de electrodos para cap-
turar la actividad eléctrica espontanea del cerebro (Gibbs et al., 1937).
Se puede inferir lafc entre redes de neuronas midiendo la sincroniza-
cion de sus actividades respectivas (Thatcher et al., 1986), dicha téc-
nica ha sido ampliamente estudiada con mediciones de EEG en va-
rios estudios, que van desde la enfermedad de Alzheimer (Stam et al.,
2007), pasando por lesiones en la médula espinal (Green et al., 1998)
hasta epilepsia (Aarabi et al., 2008; Mormann et al., 2003; Ponten et
al.,2007; Schindler et al., 2007; Wendling et al., 2005). A pesar de que
las medicionesinvasivas con LFP se han usado parainvestigar la conec-
tividad relacionada con laactividad en la corteza cerebral del macaco
(Bressler etal.,1999; Ding etal.,2000; Shmuel et al., 2006; Stevenson
yKording, 2010), y en el cerebro del roedor (Magill et al., 2006), suapli-
cacion a estudios en humanos se limita a condiciones intra-operato-
riasdonde la cirugia es obligatoria, por ejemplo en casos de epilepsia
resistente a farmacos (He et al., 2008; Nir et al., 2008). El MEG es una
tecnologia no invasiva en la cual los campos magnéticos inducidos
por el flujo de corriente en el cerebro se miden por encima del cuero
cabelludo (Cohen, 1972). La exploracion de la fc mediante MEG le ha
afiadido peso a las bases neuronales de la fMRI ( Liu et al., 2010); esta
técnicase haaplicado al cerebro de sujetos sanos (Brookes etal., 2011;
Pasquale etal., 2010), a pacientes epilépticos (Douw et al., 2013; Horst-
mann et al., 2010) y a casos de esquizofrenia (Hinkley et al., 2010).

fMRI en humanos

Varios estudios han demostrado que la fMRI puede utilizar la sangre
como contraste indirecto para medir la respuesta de las neuronasala
estimulacion sensorial (Kwong et al.,1992; Ogawa et al.,1992). Una téc-
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nicasimilar que usaba MRI para cartografiar la corteza visual humana
aparecio unos meses antes (Belliveau et al., 1991), empero, con el in-
conveniente de usar un agente de contraste que tenia que ser inyec-
tado al sujeto de prueba. La fMRI se considera una alternativa mas se-
guraycomodaalatomografia poremision de positrones (PET), la cual
emplea glucosa modificada radioactivamente, lamada fluorodesoxi-
glucosa (FDG); se traza su curso al fluir dentro del cuerpo humanoy su
consumo indica las areas concretas del cerebro con un metabolismo
elevado, signo de actividad neural elevada (Alavi et al.,1986). La PET se
ha aplicado ampliamente, tanto en sujetos sanos, como en aquellos
que sufren de alguna enfermedad (Friston et al., 1993), a pesar de su
pobre resolucion espacial, la cual es unaseria limitante en laimageno-
logia del cerebro humano (Dharmarajany Schuster, 2012).

La fc se demostro por primera vez empleando fMRI para detectar
variaciones de baja frecuencia (<0.1Hz) en la corteza motriz, sin ningun
estimulo externo, es decir, en «estado de reposo» (Biswal et al., 1995).
El descubrimiento fundamental de Biswal y sus colegas fue que las re-
giones hemisféricas izquierday derecha de la corteza motriz primaria
no permanecen en silencio, sino que muestran una alta correlacion
entre sus series de tiempo BOLD; las correlaciones espaciales resul-
tantes corresponden a los mapas de activacion funcional obtenidos
mediante respuestas evocadas.

La comunicacion funcional entre regiones cerebrales distantesy
separadas desempefia un papel importante en procesos complejos.
Estas correlaciones producen mapas detallados de sistemas neurona-
les complejos (Biswal et al., 2010). Dichas RSN son consistentes, tanto
al interior de los grupos, como en diferentes sujetos (Damoiseaux et
al.,2006; De Luca et al., 2006). Por consiguiente, analizar la conectivi-
dad funcional podria ser de relevante importancia porque podria apor-
tar perspectivas en la organizacion cerebral intrinsecay su reorganiza-
cion con los procesos cognitivos, patologias y efectos de los farmacos
(Gusnard etal., 2001; Raichle, 2011; Raichle et al., 2001; van den Heuvel
y Hulshoff Pol, 2010). Varios estudios interesantes han surgido a partir
de estas observaciones, descubriendo una disminucion en la conecti-
vidad conforme al envejecimiento (Damoiseaux et al., 2008; Sun et al.,
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2011), en casos de demencia (Gili et al., 2011; Greicius et al., 2004; He et
al.,2009; Rombouts et al., 2009; Sanz-Arigita et al., 2010), en patologias
epilépticas(Liao etal.,2011; Luo etal., 2012; Mankinen et al., 2012; Waites
etal.,, 2006;Wang etal.,2011;Zhang et al.,2009), en enfermedades car-
diovasculares (Cheng etal., 2012; Sun et al., 2011; van Norden et al., 2011),
esquizofrenia (Lawrie et al., 2002; Liu et al., 2008; Whitfield-Gabrieli
et al., 2009) asi también como en la depresion (Greicius et al., 2007).

El descubrimiento de la conectividad funcional basada en MRI
ha conllevado a amplias y variadas aplicaciones en investigaciony
neuroimagenologia (Biswal et al., 2010; Fox y Raichle, 2007; van den
Heuvel y Hulshoff Pol, 2010), incluyendo avances en el conocimiento
del desarrollo cerebral infantil (Fair et al., 2007, 2008; Fransson et al.,
2007), enel cerebrodelinfante prematuro (Damaraju etal., 2010; Do-
riaetal,2010; Liuetal.,, 2008; Smyser et al.,2010) y en el sindrome de
Tourette pediatrico (Church et al., 2009).

Imagenologia 6ptica en humanos

La dptica biomédica promete un fuerte potencial clinico, debido a su
habilidad para monitorear el funcionamiento del cerebro de forma
noinvasivay en estudios longitudinales, de manera similar a la fMRI,
sdlo con la diferencia que la dptica ofrece mejor resolucién temporal
yaltasensibilidad ados fuentes de contraste endogeno HBO, y HbR. La
transferencia de técnicas de fMRI en estado de reposo hacia técnicas
opticas, talescomo laNIRS, ha permitido nuevos estudios sobre el de-
sarrollo infantil. Aun asi, suaplicacion en clinica presenta retos signi-
ficativos debido a la influencia de la fisiologia sistémicay las sefiales
hemodinamicas superficiales. Las fluctuaciones lentas espontaneas
delahemodinamicacerebral se han estudiado con la NIRS desde hace
mas de una décaday media (Elwell et al., 1999; Mesquita et al., 2010;
Obrig et al., 2000). Mediante el uso de la NIRS se han encontrado di-
ferentes correlaciones en adultos en estado de reposo (Toronov etal.,
2000; Wolf et al., 2011), en personas mayores (Schroeter et al., 2004) y
eninfantesdurmiendo (Taga etal.,2000). Losavances anteriormente
mencionados han motivado diferentes estudios que hacen uso de la
tecnologia NIRS, demostrando con éxito la conectividad funcional (Lu
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etal., 2010;Zhang et al., 2010), algunos de ellos destacando caracteris-
ticas especificasalafrecuencia delas sefiales estudiadas o particulares
a ciertas regiones cerebrales (Sasai et al., 2011). A pesar de los resulta-
dos interesantes que muestran dichos estudios, existen limitaciones
importantes en sudesempefio, como una bajaresolucién espacial (...3
cm, apenas suficiente para distinguir la extensién espacial de la res-
puesta BOLD lacual esde...4cm3[Saad et al., 2003]); esta pobre resolu-
cion puede promediar correlaciones espacialesy se requiere un amplio
campo devision (FOV) para cubrir las regiones, tanto correlacionadas,
como anticorrelacionadas (White, 2012). Estas limitantes han motivado
el uso de sistemas DOT con una alta densidad de fuentesy detectores;
este enfoque presentala capacidad de proporcionar reconstrucciones
tridimensionales de mapas de hemoglobina, todo ello mediante la re-
solucion del problemainverso. La conectividad funcional en estado de
reposo ha sido encontrada tanto en el cerebro de adultos (Niu et al.,
2011; White et al., 2009) como en el de neonatos (White et al., 2012).

fMRI en animales

La aplicacidon de la fMRI en el cerebro animal no ha sido sumamente
extendida, debido a que se requiere un campo magnético de alta in-
tensidad para obtener una SNR suficientemente alta para conseguir
una resolucion espacial adecuada para los animales pequefios (Ben-
veniste y Blackband, 2002; Jonckers et al., 2011); hasta unas recien-
tes demostraciones, la conectividad funcional basada en MRI (fcMRI)
se havisto limitada al cerebro de la rata (Bifone et al., 2010; Biswal y
Kannurpatti, 2009; Hutchison et al., 2010; Kalthoff et al., 2011; Kannur-
patti etal., 2008; Magnuson et al.,2010; Pawela et al., 2008, 2009, 2010;
van Meer et al., 2010; Zhao et al., 2008) o al cerebro del simio (Moe-
ller etal.,2009; Shmuely Leopold, 2008; Teichert et al., 2010; Vincent
etal.,2007). El extender estos estudios a un modelo bien establecido
y ampliamente utilizado en investigacion clinica, tal como el raton,
nos permitiria emplear esta herramienta en multiples modelos ro-
bustos de enfermedades. Cabe mencionar, dentro de este contexto, el
reciente esfuerzo para establecer una comparacion de mapas funcio-
nalesen estado dereposo entre laratay el raton (Jonckers et al., 2011).
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Imagenologia dptica en animales

A pesar de las multiples ventajas que ofrece la naturaleza no invasiva
de la fMRI, ha existido un intenso debate en el origen de la sefial que
se mide, especialmente porque el efecto BOLD que es medido resulta
de la combinacion de varios subproductos metabdlicos: concentra-
cion de HbR, la cantidad de CBF y de CBV que se encuentran dentro de
unvoxel de alrededorde un milimetro cubicoy dentro delaresolucién
temporal (tiempo de repeticion, TR) de 2-3 segundos, para una adqui-
sicion fMRI tipica (De Luca et al., 2006). Por consiguiente, la capacidad
de obtener medidas independientes de HbR, HbO , CBV'y CBF con alta
resolucion espacial ("so um)y temporal ("5 Hz) es un factor clave para
caracterizar mejor ladinamicavascular al nivel de la corteza cerebral.

Laimagenologia dpticade sefialesintrinsecas (OIS) es una técnica
que puede utilizarse para efectuar mediciones de la oxigenacion de la
sangre, se basaen el hechoquelaHbO,yla HbRtienen distintos espec-
tros de absorcion dptica. El montaje es relativamente sencillo: se hace
incidir luz de las longitudes de onda adecuadas en el tejido nervioso
expuestoyse capturaunaserie deimagenescon unacamarade dispo-
sitivo de carga acoplada (CCD). La actividad neuronal induce cambios
en laconcentracion local de HbO, y HbR. Por consiguiente, las propie-
dades de absorcion de la luz por parte del tejido nervioso se modifican
debido a fluctuaciones en estos componentes de lasangre, lo cual sig-
nificaque la proporcion de luz reflejada también cambia. La OIS se ha
aplicado ampliamente en investigacion en neurociencias (Frostig et
al.,1990; Grinvald et al.,1986; Ts'o et al., 1990) y, desde entonces, se ha
convertido en un método bien establecido para obtenerimagenes de
laactividad neuronal en la corteza cerebral expuesta del animal (Cang
etal.,2005; Dunn etal., 2005; Luo et al., 2007).

Aunque la OIS proporciona mediciones sobre la oxigenacion de la
sangre, no mide el flujo sanguineo de manera explicita. En este caso
se utiliza imagenologia de contraste por granularidad laser (LSCI), la
cual proporcionavariaciones relativas en CBF. LSCl utiliza un montaje
experimental similaral de la OIS, pero lailuminacion se reemplaza por
un diodo laser divergente (Hillman, 2007). Cuando esta luz coherente
se hace incidir en un medio turbio, como lo es el tejido bioldgico, se
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esparce produciendo un patrén de interferencia llamado granulari-
dad (speckle en inglés) (Boasy Dunn, 2010). El contraste por granu-
laridad se puede cuantificar de las imagenes borrosas en cada punto
temporal, mediante larazon de la desviacion estandary laintensidad
promedio. Si existen dispersores en movimiento en el tejido, como los
globulosrojos, cada punto de laimagen fluctuard en intensidad. Estas
fluctuaciones causan una especie de suavizado de la granularidad, lo
cual reduce su contraste. Por lo tanto, las variaciones en el flujo san-
guineo pueden determinarse mediante variaciones en el contraste por
granularidad (Boasy Dunn, 2010; Dunn et al., 2001).

EI CMRO, puede estimarse a partir de mediciones de volumeny
flujo sanguineos (Dunn et al., 2005; Jones et al., 2001; Mayhew et al.,
2000). Haciendo la suposicién que los cambios en CBV son proporcio-
nales a los cambios en HbT, podemos emplear la ecuacion de Grubb
para explorar larelacion entre HbTy CBF (Grubb et al., 1974). La medi-
cionsimultanea de multiples parametros hemodinamicos nos permite
describir un panorama mas completo de la respuesta hemodinamica
alaactivacion funcional (Dunn et al., 2005). Se ha hecho uso de esta
técnica paraevaluar lesiones de la médula espinal (Brieu et al., 2010)
asi también como en la evaluacion de los efectos de laisquemia cere-
bral en la corteza del cererbro (Jones et al., 2008; Luckl et al., 2010).

Tomografia fotoactstica en animales

La tomografia fotoacustica (PAT) es una técnica no invasiva que com-
binalas capacidades de contraste intrinseco de laimagenologia dptica
conlaventajadelaaltaresolucion espacialy el leve esparcimiento del
ultrasonido (Wangy Hu, 2012). Un pulso ultra corto de laser se absorbe
por las moléculas del tejido vivo, lo cual genera una onda de presion
ultrasonica, la cual se detecta mediante un transductor ultrasonico
para formar imagenes (Wang et al., 2003). La aplicacion de la PAT al
estudio de la conectividad funcional no es un procedimiento comun.
Recientemente se mostro una aplicacion (Xiang et al., 2012), donde las
redes cerebrales epilépticas se analizaron a través del método de cau-
salidad de Granger (Granger, 1969).
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» Aplicaciones

La primera aplicacién descrita en esta obra se desarrolld para el ana-
lisis de conectividad funcional mediante técnicas de imagen optica.
Posteriormente, se validaron estas herramientas en un modelo mu-
rino de epilepsia. En este primer trabajo se pusieron a prueba un parde
hipotesis: la primera establece que la fc se ve afectada porlainyeccién
de unagente epileptogénico local, mientras que la segunda menciona
que existe una correlacion entre cambio de fcy la duracion de la crisis
epiléptica (Guevara et al., 2013).

La segunda aplicacion trata sobre el uso de métodos de conecti-
vidad funcional para investigar cambios en un nuevo modelo murino
derigidezde la carotida. Asi, se probaron otras dos hipdtesis: primera-
mente que existe un desacoplamiento entre las medidas hemodina-
micasy laactividad metabdlica en las correlaciones funcionales bila-
teralesy, finalmente, que las redes en estado de reposo derivadas de
sefiales hemodinamicas se ven afectadas por la calcificacion unilateral
dela carotida (Guevara etal., 2013).

Finalmente, la tercera aplicacion consistio en el empleo de la PAT
en estado de reposo paraevaluarel impacto de unalesion inflamatoria
agudaen el cerebro neonatal de ratas. De manera similar, se sometie-
ron a prueba otra pareja de hipotesis: la primera sugiere que los valo-
reslocales de saturacion de oxigeno (SO,) son significativamente mas
bajosenel grupoconlalesion, en comparacién con la muestra control
falso; mientras que la segunda establece que la fc bilateral disminuye
de manerasignificativa en los cachorros con lesion cerebral inflama-
toria (Guevara, Berti et al., 2013).

Las aplicaciones aqui mostradas fueron posibles por los fondos
NSERC proporcionadosaF. Lesage. La beca No. 304501 del Consejo Na-
cional de Cienciay Tecnologia al autor. También quisiera agradecer a
Tri Truong Van porsu asistenciaen la preparacion animal, N. Sadekova
porsutrabajoenlacalcificacion de la cardtida. Finalmente el autor ex-
presasu gratitud a P. Pouliot, H. Girouard, G. Lodygensky por las fruc-
tiferas discusiones.
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Imagenologia optica intrinseca

Los métodos basados en la optica, tales como laimagenologia intrin-
secay por granularidad han demostrado su utilidad para estudiar el
funcionamiento neuronal del pequefio animal. Estas técnicas opti-
cas pueden distinguir diferentes tipos de hemoglobina (HbO, y HbR)
asi como también CBF, proporcionando un conjunto completo de pa-
rametros hemodinamicos. Ambas técnicas se han aplicado con éxito
para evaluar la actividad neural en la corteza expuesta del pequefio
animal (Dunn et al., 2003, 2005; Jones et al., 2001).

DESCRIPCION DE UN SISTEMA DE
IMAGENOLOGIA OPTICA INTRINSECA (OIS)

Las imagenes opticas basadas en imagen intrinseca se capturaron con
una camara CCD de 12 bits CCD (Pantera1M60, DS-21-01M60-12E, Tele-
dyne Dalsa, Waterloo, ON), la cual posee un tamafio de pixel de 12 um
y una resolucién plena de 1024x1024 pixeles. El montaje utilizado en
este trabajo sedescribe enlafiguraiA del apéndicelll.

Unainterfaz personalizada, programada en LabView, nos permite
controlar la camara, capturar las imagenes y signos vitales, a la vez
que sincroniza la adquisicion de datos con la secuencia de ilumina-
cion. Unalente macro (1o5 mm f/2.8 max, Sigma Corp., Ronkonkoma,
NY) con pequefa profundidad focal (350 um) se utiliza en la camara.
Seregistran imagenes de reflectanciade la corteza cerebral utilizando
un esquema de iluminacién multiplexada en el tiempo (525, 590, 625
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nm), la cual es producida por LED de 10W de potencia (LZ4-ooMAoo,
Led Engin, San Diego, CA). La fuente de iluminacion para laimageno-
logia por contraste de granularidad es un diodo laser de go mW de po-
tenciay unalongitud de onda de 785 nm (L785Pog0, Thorlabs, Newton,
NJ); laaperturade la camaraseajustd af/8, de modo tal que el tamafio
del pixely el tamafio de la granularidad fueran iguales (Briers, 2001).
El ajuste de la apertura esimportante para asegurarnos de muestrear
adecuadamente el patron de granularidad: el tamafio de un granulo
debe serigual al ancho del tamafo, del punto limitado por la difrac-
cionyvienedado por2.44A(f/#),dondeAeslalongitud deonday f/#
esel numero-f del sistema (Dunn etal., 2001). Los cuatro diodos deilu-
minacion se encienden de maneraintercalada, lo cual produce image-
nesacuadrocompletoaunatasade5Hz. Serealizaun promediado de
pixeles de 2x2 en la camara para permitir una transmision continua
de datosal disco duro. Se debe ajustar lailuminacion de modo tal que
no haya partes del cerebro hipersaturadas ni hiposaturadas, en cual-
quieradelaslongitudes de onda. El tiempo de exposicion de lacamara
se ajusté a1o ms. Todo el ensamble dptico se monta en una mesa 6p-
tica con amortiguamiento activo (RS 2000, Newport, Irvine, CA) para
evitar sefiales espurias debido a las vibraciones.

TEORIA DE LA OIS

Laabsorcion dptica, en el espectrovisible, por parte del cerebro, tiene
suorigen principalmente en dos tipos de hemoglobina: HbO_ y HbR. Al
conocer sus coeficientes de extincion molar g, (1), sus factores de lon-
gitud de camino diferencial D (A) y haciendo la suposicion sobre una
concentracion molar de base C, podemos estimar los cambios locales
en la concentracion de la hemoglobina mediante mediciones de, al
menos, dos longitudes de onda. La figura 12 muestra los coeficientes
de extincion molar paraambos tipos de hemoglobinaen funcion de la
longitud de onda, junto con los perfiles espectrales de los LED utiliza-
dos en el montaje OIS.

El analisis de imagenes espectroscopicas se basa en trabajos pre-
viamente publicados (Dubeau et al., 2011; Dunn et al., 2003). De ma-
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nera breve se describe en estaseccion: se toma unaserie de imagenes
de reflectancia para cada longitud de onda de los LED con la camara
CCD. Estaseriedeimagenesseinterpretacomo cambios en la atenua-
cion (densidad optica) AOD=1log (I /1), donde | es laintensidad de la
luzreflejada el eslaintensidad deluzincidente. Despuésse calculan
los cambios relativos en oxi-y desoxihemoglobinaa través de laley de
Beer-Lambert modificada (Delpy et al., 1988) y una pseudoinversa
de Moore-Penrose:

SOHA E) =z¢.f-{}t',|frh'llfﬂ (1.1)

Los valores para D(A) se tomaron de (Dunn et al., 2005) y se ex-
trapolaron para el rango de 560-610 nm a partir del trabajo de (Kohl
etal., 2000). Se hizo la suposicion de que se tiene una concentracion
basal de hemoglobina total de 100 UM con un 6096 de saturacion de
oxigeno (Dunn et al., 2005) para el analisis espectroscopico. Dichos
valores de hemoglobina se estimaron para el cerebro de larata en su
totalidad en un estudio de Mayhew et al. (2000). Los coeficientes de
extincion molar de las hemoglobinas e (A) (ver figura2, apéndice ll) se
obtuvieron del sitio web de Prahl (1999); € (A) describe la probabilidad
de que un fotdn interactle con el medio (ya sea mediante absorcion
o esparcimiento) en funcion de lalongitud de caminoy de la concen-
tracion molar (Wangy Wu, 2007). Los valores de reflectancia se corri-
gieron de acuerdo a la respuesta espectral de la camara CCD cameray
se hizo la convolucion con ladistribucion espectral de potencia de los
LED empleados (Brieu et al., 2010).

El calculo de las concentraciones de hemoglobina se baso en el
supuesto de que la absorcién de la luz es uniforme en todo el campo
devision (FOV). Ya que la penetracion de la luz, en el tejido bioldgico,
depende de sulongitud de onda, algunos colores son mas sensibles a
cambios de absorcion en tejido mas profundo. Este es un factor que
nosetomoen cuentaen laecuacion (1.1). Enlafigura11B se muestra un
perfil de sensibilidad obtenido a partir de simulaciones Monte Carlo,
valido para mediciones tomadas a A=625 nm; los resultados de las si-
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mulaciones indican que la OIS es mas sensible hasta profundidades
de "soo pm.

CARACTERIZACION DE UN SISTEMA OIS

Se estimaron la SNRy la resolucién con una mascara de microscopio
negativa USAF 1951 (R3L3S1N, Thorlabs, Newton NJ), se adquirid una
serie de imagenes a una sola longitud de onda (A=525 nm) y usando
los mismos parametros (modo de operacion de la camara, apertura,
tiempo deintegracion, promediadoy ganancia) que se emplearon en
los experimentos en animales. Se considero la SNR diferencial SNR,.
como métrica de calidad de imagen, la cual viene dada por la ecua-
cion (1.2); la SNRd,.ﬂ,se obtuvo calculando adiferencia entre los valores
de intensidad del objeto f,y el fondo f,, integrados sobre el area A del
objeto; esta diferencia se dividié entonces por la desviacion estandar
o, de los valores de intensidad en un area Adel fondo (Princey Links,
2005). La SNRdl.ffasi calculada fue de aproximadamente 112:1 (41 dB).

SRy = Wt — ol (1.2)
. &y [A)

Se tomo el ancho a media altura (FWHM) del elemento mas pe-
quefio que se pudiera distinguir como medida de resolucion espacial.
En este caso corresponde al elemento 3 del grupo 3 (10.10 pares de li-
neas/mm)y el FWHM que se midié fue de "60 pm, como se muestraen
lafigura3zenelapéndicell, enlasiguiente pagina.

IMAGENOLOGIA POR CONTRASTE DE
GRANULARIDAD

Ademas de las imagenes de cambios en la concentracion de hemo-
globina, podemos calcular cambios en el CBF por medio de la LSCI. La
granularidad de estas imagenes tiene su origen en las interferencias
aleatorias de luz coherente que ha sido esparcida multiples veces. El
campo deinterferenciafluctua debido ala presencia de particulas es-
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parcidoras en movimiento, lo cual creavariaciones deintensidad, de-
nominadas patrones de granularidad (Boasy Dunn, 2010; Dunn etal.,
2001, 2005). Cuando el patron de interferenciase integraalo largo del
tiempo de exposicion de la camara, se vuelve mas borroso en areas de
flujo elevado. Asi, podemos obtenerimagenes de flujo sanguineo mi-
diendo el contraste espacial delagranularidad C, el cual esta definido
comolarazondeladesviacion estandary laintensidad promedio a/<D.
El contraste es una funcion del tiempo de exposicion T de la camara
CCDy depende del tiempo de decorrelacion tc de la granularidad, el
cual se supone inversamente proporcional a la velocidad de las par-
ticulas esparcidoras (Briers, 2001; Briers y Webster, 1995).
Paraalcanzar un consenso entre laresolucion espacial y la estima-
cion adecuada del contraste por granularidad se eligié una ventana
deslizante de 5x5 pixeles. Bajo la suposicion de que los esparcidores
siguen una distribucién Lorentziana, se calculo el contraste por gra-
nularidad mediante la ecuacion (1.3), la cual se graficaen la figura 4.

1.0

0.8

0.6

0.4 |

T
10 102 10° 10? 104
/T

Contraste por granularidad

Variacion del contraste por granularidad C respecto a la razén tiempo de decorrelacién a
tiempo de integracion t,/T.
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= 55= |G (1-) "

Cuandoeltiempo deintegracion Tes mucho mas grande que el de
decorrelacion de la granularidad t,, nos encontramos en el régimen
asintotico (Duncany Kirkpatrick, 2008), por consiguiente la ecuacién
(1.3) se puede simplificar a la expresion (1.4). A pesar de que la varia-
cion relativa de los esparcidores ABl/Bl, no esta relacionada directa-
mente con el CBF, latécnica de granularidad laser subestima el CBF en
menos de un 59o (Luckl et al., 2010), de modo tal que consideramos
ambas cantidades como iguales en este trabajo. Los cambios relativos
en flujo sanguineo se obtienen a través de la siguiente formula:

2AC  Av  ACBF
C W CBF (1.4)

Cabe notar que hay un signo negativo en la ecuacion (1.4) debido
a la conversion de valores de contraste por granularidad a tiempo de
caida de la autocorrelacion, el cual es inversamente proporcional al
flujo sanguineo (Bonnery Nossal, 1981).

CONSUMO METABOLICO CEREBRAL
DE OXIGENO

Al combinarlos cambios medidos de manera experimental en CBF, he-
moglobina total (HbT) y HbR en un modelo matematico de estado es-
table (1.5), podemos estimar los cambios en el consumo metabdlico
cerebral de oxigeno (CMRO,) (Jones et al., 2001; Mayhew et al., 2000):

o, ACEF L., DHBE

ACMRO, (1 CHF, [ 1 HEH;.] 1 (5)
: i AHBT N 15
EMROes (17 om,)
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Las RSN se identifican a partir de una banda especifica de frecuen-
cias (0.009-0.08 Hz); estas fluctuaciones de baja frecuencia se consi-
deran concordantes con la hipdtesis central del modelo mencionado
con anterioridad, la cual establece su validez mientras no haya tran-
sitorios en los componentes hemodinamicos. Las constantes y,y v,
seeligieron dentro de un rango fisiolégicamente plausible (0.75-1.25)
(Jones etal., 2001); porlo general, se consideran igual a la unidad.

CONCLUSIONES

En este capitulo he demostrado cdmo la OIS, en combinacion con la
LSCI, nos permite obtener imagenes con diferentes contrastes: HbO,,
HbRy CBF. Asi, podemos combinar estas tres mediciones hemodinami-
cas en un modelo fisiologico para caracterizar a la respuesta hemodi-
namica a través de cambios relativos en el metabolismo. Todos estos
diferentes contrastes se emplearon paraidentificar las redes en reposo.
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Tomografia laminar optica

Laimagenologia 6ptica bidimensional, comola OISy laLSCl han resul-
tado extremadamente Utiles para cartografiar laactividad neuronal en
la corteza cerebral (Dunn etal., 2005; Jones et al., 2001; Luo et al., 2007),
no obstante, suaplicacion ala médulaespinal no es precisamente co-
mun (Beaumont et al., 2014; Beaumont et al., 2008a, 2008b; Brieu et
al.,2010; Brieu et al., 2008; Lesage et al., 2009; Sasaki et al., 2002; Sa-
saki et al., 2003) debido a multiples dificultades, como la preparacion
delanimal, minimizacién de movimientos del téraxy, sobre todo, de-
bido a la localizacion profunda de las interneuronas (de1ai.s mmen
larataadulto) yaquelamateria blanca envuelve ala materia gris. Todo
ello sugiere la necesidad de una tecnologia 6ptica que pueda cuanti-
ficar cambios de absorcion luminosa a una profundidad de1”2mm,
lo cual nos permitiria observarlaactividad hemodinamica de la materia
grisincrustada en la médula espinal, y asi, de este modo, complemen-
tar la informacion que nos proporcionan las técnicas bien estableci-
das. Dicha técnica optica tridimensional se describe en este capitulo.

LaTomografia Laminar Optica (LOT) es una técnicarecientemente
desarrollada parallevara caboimagenologia tridimensional en medios
turbios, como el tejido vivo; es una modalidad sensible a cambios re-
lativosen laabsorcion delaluz por parte de los cromoforos oxi-y des-
oxihemoglobina (Hillman et al., 2004). En la LOT, la luz se inyecta de
maneraserial en la muestra, recorriendo la superficie del tejido aana-
lizar con un haz de luz guiado por dos espejos galvanométricos. Esta
técnica utiliza fuentes y detectores con distintas separaciones para
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recolectar la luz que emerge a diferentes distancias de la posicion de
la fuente. Entre mas alejado se encuentre el detector de la fuente, la
luz recolectada ha viajado mas profundamente en el tejido. Esto re-
sulta en un conjunto de datos con una gran riqueza de informacion
acerca de las propiedades opticas del tejido profundo (Hillmany Bur-
gess, 2008). La figura 22 muestra el esquematico del sistema desarro-
llado para este trabajo.

TEORIA DE LA LOT

Afin de obtenerimagenes completamente en 3D a partir de las medi-
cionesde LOT uno necesita un conocimiento a prioride la propagacion
delaluz. Unmodelodelapropagacion de los fotones en un medio tur-
bio, como el tejido bioldgico se describe por medio de la ecuacion de
transporte radiativo (RTE) (Arridge y Hebden, 1997),

1 ; 5 : i e o
——+ & - FI(r. e 4) + (my + m00r, 6. 50 — [.II:.'. Wi, ¢ 8 hd 2" = gir 6.5 (2-1)
C ol

1

Donde los parametros u_ 'y u_son respectivamente los coeficien-
tes de absorciony esparcimiento, cdenota lavelocidad de laluz en el
medio, I es el fulgor (también denominada intensidad especifica) en
la posicion ren la direccién de §. El primer término == representa el
cambio de fulgor porelemento deangulo solido; el término§V I(1,t3)
esuna peérdida debido adivergencia, independientemente de las pro-
piedades 6pticas del medio difusor D; el término (u +u )I(r,t,3) repre-
senta la probabilidad de la extincion de fotones, ya sea mediante ab-
sorcion o esparcimiento; la funcion f{5,8°) constituye la probabilidad
de que laluz que se esta propagando en la direccion de $» se disperse
hacia el elemento diferencial de angulo solido d2§,en direccion de §
y el lado derecho de la ecuacion (2.1) es la contribucion de la fuente
deluzq.Apesardequelaformulacion de (2.1) ignorala polarizaciony
considera unicamente colisiones elasticas, es mas que suficiente para
describir las interacciones luz-tejido que se describen en esta obra.
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Las colisiones inelasticas se desprecian porque representan solo una
pequefa fraccién (aproximadamente1de cada1o millones) de los fo-
tones esparcidos (Le et al., 2010) y las técnicas de imagenologia optica
descritas en el presente libro no tienen la capacidad para distinguir
entreambos tipos de colisiones.

El sistemade LOT que se describe utiliza un hazde luzde corriente
continua, potencia constante, asi que se mide unarespuesta indepen-
diente del tiempoy el primer término de (2.1) se anula, produciendo la
formainvariante en el tiempo de la RTE:

£ WINr 8) + (g # e dIr 8) = g jf{.*'-'..'i"’:l|'[r.§','lrl'".'i" = gir.&) (2.2)

Para definir completamente nuestro problema en un domino D
limitado por la superficie dD, las condiciones de frontera vienen da-
das por:

fr.8)=0 r & i E-di{r)<n (2.3)

La convencion aceptada es queii (r) eslanormal salientealasu-
perficie de fronteradD. Fisicamente, la ecuacion (2.3) significaque no
hay fotones viajando al interior de la frontera, excepto aquellos pro-
ducidos por la fuente q. Cuando la fuente g es una fuente puntual di-
fusa q(r,5)=6(r-r’)8(3-§’) sujeta a las condiciones de frontera (2.3) y la
soluciona(2.2) eslafuncion de Green G(1,3; r’,$’) dada por la siguiente
ecuacion:

Hr.4) = ﬂﬁcr,s;r',.:-'..,u[r',;'mig'mr* (2.4)

=

En aplicaciones neuronales de la LOT, los cambios locales de ab-
sorcion que se miden reflejan la respuesta hemodinamica. Para mode-
lar estos cambios, podemos descomponer el coeficiente de absorcion
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inhomogéneap (1), en una parte homogénea_ y una parte quevaria
espacialmente 8y (r):

||"'.| I:.r..:l e -ulll.l + ‘Enuu |:i"_| (25)
Al sustituir (2.5) en (2.2), uno llega a:
RN, 20+ (g + pa M e, 41 = p, ] FUE AT 808 = glr 81 = dpdin 81 (2.6)

Y de acuerdo con (2.4) lasoluciona(2.6) es:
(27)

fir 2} = J|| Golr, §: 7. 5 boir, 5 28 ||rr;q.;-_:_.'_q‘].-.',-,,w";.'.y R
g 4
nEe |;l:.

Donde /se expresa como lasumade I, el fulgor incidente,y de [,
explicada como el fulgor esparcida; la cual se puede interpretar como la
propagacion de unafuente secundaria de laforma q(r,$)=-8ua(r)i(r,s),
la cual es el equivalente RTE del principio de Huygens's (Kim y Schot-
land, 2006). G, es lafuncion de Green en un medio espacialmente ho-
mogéneo. Al sustituir q(r,5)=6(r-r’)8(s-s’) en (2.7) y usar la aproxima-
cion de Born de primer orden, obtengo:

Glr 8,77 8" = Lyl & 07§ — Galr, &, 3718, [ Wr (™, =5 ) 2 2-8)

Aqui (r, §) se puede representar comor,, la cual es la ubicacion de
la fuente en la frontera con el medio; del mismo modo (r’,§’) puede
representarse como r,, donde se encuentra localizado un detector;
(r”8”) el cual se reemplaza porr, llevando a cabo laintegracion angu-
larsobre §%? en (2.8). Finalmente, se obtiene la ecuacion siguiente para
cada par fuente-detector:

frlr, ra) — Galn,ry) = — th'-':,{:l'.. rdp, (r g [, 2 bel ¥ r (2.9)
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Ahora podemos reconstruir lasimagenes tridimensionales del co-
eficiente de absorcion espacialmente variable 6y, (r) a partir de me-
dicionesde G(r,r,) yde G,(r,r,), obtenidas de los estados perturbado
y no perturbado, respectivamente. A fin de completar el proceso de
reconstruccion se calculan Gy (r,r) y G,(r,r,), las funciones de Green
para fuentesy detectores, que se conocen a partir de las propiedades
opticas del medio de fondo, para finalmente invertirlaforma discreta
de (2.9) paraasi encontrar 8y (r). Laformadiscreta de laecuacionin-
tegral (2.9) puede expresarse de lasiguiente forma:

AM g = Al )Ap () (2.10)

La ecuacion (2.10) denota que un cambio pequefo en el coefi-
ciente deabsorcion4p (r) resultaraen un cambio en la medicion AM_,
tomada entre la fuente, en la posicién s, y el detector en la posicién
d, que se efectua en la superficie de la muestra (Hillman y Burgess,
2008). Estos cambios se relacionan a través de la matriz de sensibili-
dad espacial 4 , (también conocida como la funcion de ponderacion
olafuncion dedensidad fotdnica), la cual se derivaa partirde las fun-
ciones de Green fuente-detector. El calculo practico de las funciones
de Green, derivadas de la ecuacion RTE, involucra el modelado de las
interaccionesindividuales de los fotones, gobernadas por las propie-
dades opticas locales del medio de propagacion; esta migracion de
fotones puede simularse numéricamente mediante el método Monte
Carlo, debido, principalmente, a que se conocen las soluciones anali-
ticas de Green para |la RTE en geometrias relativamente simples (Kim
y Schotland, 2006). Para generar las funciones de Green fuente-ede-
tector,empleamos un modelo Monte Carlo preciso (Boas et al., 2002).
La implementacion practica de (2.10) requiere que las mediciones se
normalicen por M , la cual representa lasefial sin perturbar. El lado de-
recho de (2.10) también se debe dividir de manerasimilar por I, que re-
presentalasefal simulada que se detectaria de la muestra cuando no
hay inclusion:

AM, g A, qlF) (211)
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Unavez obtenido el modelo de propagacion, se llevaa cabo lare-
construccion de laimagen resolviendo el sistema de ecuaciones (2.11),
no obstante A4, es decir, la matriz de sensibilidad obtenida a partir de
las mediciones A, , esunamatrizno cuadraday no se puede obtener su
inversade maneradirecta. Para llevaracabo estasolucion, se requiere
obtenerla pseudoinversa generalizada de Moore-Penrose A7, multipli-
cando ambos lados de la ecuacion (2.2) por su transpuesta conjugada
Afyasi crear una matriz cuadrada que puede invertirse:

AYAM = A" Al
(AVAYVAVAM = Ap, (2.12)
ATAM = Oy,

El proceso de reconstruccion es un problema mal condicionado
(Vogel, 2002) en el sentido de que el ruido en los datos AM puede dar
origenaerroressignificativos en los coeficientes de absorcion estima-
dosu, . Masadelante detallo como se pueden usar simples técnicas de
regularizacion paralidiar con este mal acondicionamiento. La técnica
de regularizacion empleada se basa en la descomposicion por valo-
ressingulares (SVD) truncada de la matrizde sensibilidad 4, donde se
consideraigual a cero cualquiervalorsingular por debajo de un cierto
valor de tolerancia. Dicho umbral de tolerancia se puede determinar
de manera empirica para proporcionar imagenes con el maximo con-
traste. La pseudoinversa de Moore-Penrose tiene un alto costo com-
putacional, aun asi, esta técnica de regularizacion es factible para re-
solverel problemainverso enimagenologia, espacialmente modulada
(SMI) (Belanger et al., 2010; Guevara et al., 2010). Sin embargo, 1a LOT
genera muchas mas mediciones para unareconstruccion 3D, deahila
necesidad de otra técnica de regularizacion que sea computacional-
mente menos cara. Seaplico el método de inversién descrito en las re-
ferencias (Hillman et al., 2004; Hillman y Burgess, 2008), donde una
regularizacion de Tikhonov se emplea para encontrar una solucion a
este problema subdeterminado:

A, = AT(AAT + al)-1aM (2.13)
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Aqui aes el parametro de regularizacion e Irepresenta a la matriz
identidad. Un reto comun atodas las técnicas de tomografia dpticaes
encontrar un parametro de regularizacion adecuado. Existen varios
meétodos que permiten seleccionar un parametro o de modo tal que,
la correspondiente solucion regularizada 4u,, minimice alguna me-
trica de la magnitud del error de la solucion. Uno de estos métodos
eseldelacurval; paraimplementarlo, uno grafica el logaritmo de la
magnitud de lasolucién regularizada contra la norma cuadrada del re-
siduo para un rango de valores del parametro de regularizacion a. Di-
chacurvaseilustraen lafiguras. El criterio de seleccion de a consiste
enseleccionarel parametro correspondiente al punto de maxima cur-
vatura de dicha funcion o, dicho de otro modo, la esquina de dicha
curva (Vogel, 2002), lo cual minimiza la curva del error. Todas las re-
construcciones LOT se efectuaron mediante el mismo método de regu-
larizacion de Tikhonov.

10° ‘ ‘ L
, 10°
[1A, Au-AM_ |

Curva L

Ejemplo de analisis de la curva L para una reconstruccién LOT con SNR=60dB. El parametro
que minimiza el error corresponde al punto de maxima curvatura de la funcion. En este
caso en particular se eligio un valor de a=5e-4.
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DESCRIPCION DEL SISTEMA LOT

El montaje experimental utilizado en este estudio ha sido descrito
con detalle en varios articulos (Burgess et al., 2007; Guevara et al.,
2010; Hillman et al., 2007, 2004; Hillman et al., 2006; Hillman y Bur-
gess, 2008; Hillman, 2006; Ouakli et al., 2010; Yuan et al., 2009), pero a
continuacion describiré brevemente las principales caracteristicas del
sistema. Se utiliza un diodo laser (HL6738, Opnext Inc.) como fuente
de iluminacidn, su potencia nominal es de 35 mW, aunque puede di-
ferir de la que se utiliza realmente para obtener las imagenes, ya que
seve disminuida porlos componentes opticos del montaje. El rayo la-
ser se colima, se polariza linealmente y se manda hacia un divisor de
haz (50:50, 25.4 mm de diametro, Y43736 Edmund Optics). El haz que
emerge del divisor se hace incidir en el sistema de barrido. Dicho sis-
tema de barrido consiste de dos espejos moviles, y de la electrénica
adecuada para moverlos, controlarlosy monitorearlos. Para alcanzar
una tasa de imagenes elevada y un numero adecuado de pixeles en
las imagenes, el dispositivo de barrido debe operar a varios kHz. Un
dispositivo que cumple con dichos requerimientos es el sistema de
barrido resonante (SC-10 con el controlador PLD-XYG, Electro-Optical
Products Corp.) el cual oscila sinusoidalmente a una frecuencia reso-
nante fija de 1.5 kHz. El retraso resultante varia de manera sinusoidal,
distorionando asilaimagenalo largo del eje rapido. Unalgoritmo fue
implementado en el software para corregir esta no linealidad. El se-
gundo espejo controlado por ese mismo dispositivo es un galvanome-
tro (6810P, Cambridge Technology, Inc.) el cual opera a 15 Hz para ge-
nerar un barrido lineal con unavelocidad efectivade 7.5imagenes por
segundo. Podemos ajustar las magnitudes de los angulos de barrido de
los espejos mediante dos perillas en la cajadel controlador, ajustando
asuvezel FOV del sistema. El haz laser se refleja en los espejos galva-
nometricosy se enfoca mediante la lente de barrido (f, . =25.4mm,
25.4 mm de diametro, LB1761-B, Thorlabs, Newton NJ) en un plano fo-
cal intermedio. Este plano se proyecta directamente sobre la muestra
mediante el lente de objetivo (fobjetim:5o mm, 25.4 mm de diametro,
LB1471-B, Thorlabs, Newton NJ). La luz reflejada por el objeto de interés
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es captada mediante el objetivo, pasa através de la lente de barridoy
llega al sistema de espejos galvanométricos, donde sigue el proceso
inverso de barrido. Pasa entonces a través del divisor de haz, de donde
serefleja haciael plano de deteccion. Estaluz que regresa de la mues-
trase compone de la luz reflejada especularmente de la superficie de
la muestra (y de los componentes 6pticos) y de la luz retro-esparcida
por la muestra. Se coloca entonces otro polarizador antes del arreglo
de detectores para reducir el efecto de las reflexiones especulares,
las cuales retienen su polarizacion original (Hillman et al., 2006). La
imagen en cuestion se produce mediante una lente de longitud focal
fimagen:wo mm (LB1676-B, Thorlabs, Newton NJ) cuyo plano focal se lo-
calizaenlalente de barrido. En este plano se coloca un arreglo de 4x8
fotodiodos avalancha (APD) (S8550, Hamamatsu Photonics K K., Ja-
pan), el cual captura luz a diferentes posiciones radiales relativas al
centro del punto de barrido, el cual se enfoca en el primer elemento.
Porel momento solo se utiliza una linea de siete elementos. El primero
que se encuentraalineado con el eje dptico del sistema se dejo de uti-
lizar paraadquirirdatos, porque la sefial contenia rastros importantes
de reflexion especularauny con el uso de polarizadores cruzados. Las
imagenes formadas equivalen a las siguientes mediciones tomogra-
ficas de reflectancia: 192x80 = 15,360 posiciones de fuente (en un FOV
de [5.5 mm]?) y 192x80x7 = 107,520 posiciones de deteccion, aunque
posteriormente se submuestraron a una cuadricula mas pequefia para
[levara cabo lareconstruccion 3-D. El tamafio del punto de deteccién
a,, sedetermina mediante el area de deteccion del APDy el aumento
optico del sistema m, que en nuestro caso es:

- !rlrr!r.'.lrﬂ - ]“'_n"”r_" = (2.14)

m == = :
| A— 25

Porlo tanto, el area de deteccion a,, conseguida en la configura-
cion actual se puede calcular como la razén del area efectiva de de-
teccion a,y elaumento m:

Qapy  2.56mm?

[ [.64mm* (2.15)

51} 4

UNIVERSIDAD DE LAS AMERICAS PUEBLA

47



48

El radio del punto de barrido se midio experimentalmente conun
valoraproximado a1o0o um, resultando en una fuente sobre la mues-
tracon un areade 0.0314 mm2. Las distancias entre los detectoresy la
fuente también se determinan mediante larazon deladistanciaentre
los elementos APDy el aumento m; actualmente las distancias fuente-

detector minimay maxima,r_, . yr_  respectivamenteson:
sd_min sd_max

2.3mm 0525 rmss
I = e = .57 S,
il _muin i (2.16)
16, 1 et
Fid max = ""'_i"' - = 4025,

Las sefiales de cada elemento APD son leidas por un canal analo-
gico individual de la tarjeta de adquisicion de datos (16 bits, 8 cana-
les, 250kS/s por canal, PCl-6143, National Instruments, Austin TX). La
adquisicién de datos se sincroniza con los espejos galvanométricos a
través de unainterfaz grafica personalizada desarrollada en LabView™
(National Instruments, Austin TX) figura 6 en el apéndice Il

RESULTADOS DE LA SIMULACION

Para validar el proceso de reconstruccion de las imagenes LOT se fijo
un marco de trabajo con una geometria fuentes-detectores idéntica
al montaje experimental que se utilizd. Se ejecutd unaserie de simula-
ciones numeéricas de varios fantomas (phantoms) generados por com-
putadora, cadaunadeellasadiferente nivel de ruido paraencontrarel
parametro optimo de regularizacion que produciria la reconstruccion
mas precisa (en detrimento de laresolucion de laimagen). Los parame-
tros de simulacion del tejido de fondo fueron p_=o0.o1mm~, g =1omm”
y g=0.9, los cuales se eligieron para emularlas propiedades opticas de
la materia gris cortical (Bevilacqua et al.,1999). El modelo Monte Carlo
se utilizé parasimularladifusion delaluzen unvolumen homogéneo
de 10x10%2.5 mm (64%64x16 voxeles); se lanzaron 10° fotones, cuya
propagacion tomé aproximadamente una hora de procesamiento en
un CPU dual Xeon E5440 2.83 GHz, con 32 GB of RAM.
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La figura 7 en el apéndice Il presenta los resultados de la simula-
cionde unareconstruccion tomograficade un fantoma numeérico sim-
ple, el cual consiste de unavarilla absorbente de 150 pm de diametro
inmersa en un medio homogéneo turbio; este fantoma simple se uso
paraencontrarlafuncion dedispersion de linea (LSF) del sistema. Po-
demos observar que se presenta un ensanchamiento y degradacion
delareconstruccion tomograficaa medida que la SNRdisminuye con-
forme se aumente la profundidad de lainclusion. Laanchuraa media
altura (FWHM) se eligio como un criterio para obtener un estimado
conservador de laresolucion optica. El panel Cde lafigura7zilustrael
efectode la profundidad del objeto deinterés en lareconstruccion; las
secciones transversales normalizadas del objeto linea son masanchos
y con menoramplitud a medida que el objeto de interés se encuentra
amayor profundidad.

Otro criterio a considerar es la razén contraste a ruido (CNR),
donde se define el contraste como el 4u_ pico del volumen recons-
truido, mientras que el ruido se define como la distribucion de voxeles
<A *>* (Culver et al., 2003). Esta métrica también se considero para
evaluar la calidad del volumen reconstruido en la fase experimental.
El efecto del ruido es mas importante cuando el objeto de interés se
encuentra a una profundidad no mayor a1 mm. Después de esta pro-
fundidad las reconstrucciones produjeron un CNR similar indepen-
dientemente de [aSNR, lo cual demuestra el efecto adverso de |a pro-
fundidad en la calidad de la reconstruccion. La figura 7b muestra que
laCNR disminuye con la profundidad, mientras que el FWHM se incre-
menta con la profundidad, como se ilustra en la figura 7d. La resolu-
cion medida experimentalmente se encontro enelrangode o.5aimm,
dependiendo de la profundidad del objeto de interés.

También se simuld un fantoma numérico mas complejo en medio
turbioy a diferentes profundidades. La figura 8 de la siguiente pagina
muestra la simulacion de dicho fantoma complejo localizado a1 mm
de profundidad. Para generar mediciones realistas, se afiadid un nivel de
ruido de 19/ a las simulaciones Monte Carlo, dicho nivel de ruido co-
rresponde al medido experimentalmente (SNR=40dB). Para evitar pro-
blemas como el lamado «crimen inverso», la matriz de sensibilidad
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Figura 8
Resultados de la simulacion

Secciones representativas del volumen a1 mm de profundidad (A) Fantoma numérico
complejo con 100% de contraste, (B) Su reconstruccion a partir de datos simulados.

del problemainverso se genero a partir de simulaciones Monte Carlo a
unaresolucion espacial diferente ala que se utilizé en el problema di-
recto. Enseguida se empled un esquema de regularizacion Tikhonov,
cuyo parametro a se selecciond mediante latécnicade lacurva-L. Los
resultados de esta simulacion se presentan en la figura 8.

Este marco operativo de simulacion con geometria fuente-detec-
tor idéntica al montaje experimental nos permitio validar el proceso
de reconstruccion LOT.

RESULTADOS EXPERIMENTALES

En esta subseccion se presentan los resultados LOT, tanto para los ex-
perimentos con fantomas, como la prueba de concepto in vivo, donde
se tomaron imagenes tridimensionales de la méedula espinal de una
rata de tipo silvestre.
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» Imagenes del fantoma

Para validar las capacidades del sistema LOT es importante caracteri-
zar lasimagenesreconstruidas obtenidas adiferentes profundidades.
Nuestro objeto de interés consistio en la colocacion de un alambre
fuertemente absorbente (150 pm de diametro) a diferentes profun-
didades en una solucion de intralipido con tinta china (p,=o.1mm™,
K=10 mm™at68o nm) cuyas propiedades dpticas se asemejan alasde
la materia gris (Yaroslavsky et al., 2002). El FOV se eligio del mismo ta-
mafo que el del campo devision simulado (5.5x7 mm). LafiguragAen
el apendice Il muestra las funciones de sensibilidad para diferentes
separaciones fuente-detector en la columna de la izquierday las me-
didas obtenidas con el alambre situado a diferentes profundidades;
el panel Bdela mismafigurag muestra unaseccion representativa de
la reconstruccion tomograficaa1 mm de profundidad. El alambre ab-
sorbente aparece en laimagen cuando la fuente esta colocada sobre
él, mientras que la sombra aparece cuando el detector se coloca por
encimade éste. Ladistanciaentreelalambreysusombraindicaladis-
tancia fuente-detector. El objeto de interés se reconstruyo con éxito
hasta1.5 mm de profundidad, fijando asi el limite paralas recons-truc-
ciones in vivo posteriores.

» Imagenes in vivo

En este trabajo de prueba de concepto seemplearon dosanimales para
probar laimagenologia LOT en la médula espinal (Ouakli et al., 2010).
Los animales se anestesiaron con isoflurano (5 9%o), y Se mantuvo su
temperatura corporal a 37°C con una almohadilla calefactora contro-
lada alazo cerrado. Tanto el ritmo cardiaco, como el nivel de CO, expi-
rado se monitorearon. Ademas del isoflurano, antes de la cirugia, se
aplico un bolode so mg/kg de alfa-cloralosa (Bonvento et al.,1994). Una
tragueotomia se llevo a cabo y se ventilaron artificialmente con aire
ambiente. El ritmo respiratorio se mantuvo entre 60y 8o ciclos/min,
conaproximadamente 2-ml de volumen corrientey una concentracion
expiradade CO, igual a3%%o. Las ratas se colocaron en un aparato este-
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reotactico personalizado parainmovilizar la médula espinaly minimi-
zar los artefactos de movimiento debido alarespiracionyalaestimu-
lacién eléctrica de pata trasera. Los segmentos lumbares de la médula
comprendidos entre el area toracica (T10) y la sacra (S1) se expusieron
mediante laminectomiay se cubrieron con aceite mineral para evitar
que sesecaralamédula. Se dejo de administrarisoflurano después de
la cirugia para pasaralainyeccion continua de alfa-cloralosaa unave-
locidad de 40 mg/kg/h. Se espero treinta minutos para permitir la es-
tabilizacion del animal. Transcurrido ese tiempo, sefijo firmemente la
espinadorsal por medio de dos pares de pinzas paraimpedir cualquier
movimiento longitudinal de la médula inducido por la respiracion. El
craneo se adelgazoé a un espesor de aproximadamente 100 pm en la
region somatosensorial y se removio la sangre con un hisopo de algo-
don humedecido en solucion salina. Finalmente se cubrio6 el craneo
con aceite mineral parallevaracabo latomasimultaneadeimagenes
de la corteza cerebral en conjunto con la médula espinal.

La adquisicion de datos se efectud en sesiones de 40 minutos.
Cadabloque de estimulacion duré un segundo, con un intervalo inter-
estimulo aleatorizado de, al menos, 20 segundos. Las mediciones ad-
quiridas se promediaron por bloques paradisminuir el ruido de carac-
teraleatorio. Los estimulos consistieron en enviar pulsos de corriente
de 3-ms a una tasa de repeticion de 3 Hz. El umbral de movimiento
muscular determina las tres diferentes intensidades de estimulacién
(0.9%,1.2xy1.5x), las cuales se intercalaron. El protocolo de imageno-
logia consistio entonces de grabaciones LOT de la médula espinal de
manerasimultaneaala OIS del cerebro.

Los pares fuente-detector se alinearon de manera paralela al
eje rostro-caudal (figura10B en el apéndice Il), cubriendo un FOV de
2.5x7.5mm en el area lumbar (segmentos L3 - Ls). El recorrido tempo-
ral promediado a bloques de la region de interés (ROI) ipsolateral a la
estimulacion (figura 10A) muestra mayor amplitud respecto a la ROI
contralateral (figura1oC); aqui indicamos los estimulos con lineas ver-
ticales azules. Asimismo, la activacién contralateral muestra mayor
varianza, desplegada como sombras grises alrededor del valor medio,
en linea negra. La amplitud de la activacién resultd proporcional a la
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intensidad de la estimulacion en ambos lados de la médula espinal.
Observamos que la sangre se drena a través de la vena dorsal aproxi-
madamente un segundo después del pico de activacion ipsolateral,
como se muestraen la parte inferiorde lafiguraioB en el apéendice ll.

También se investigd la factibilidad del uso concurrente de la OIS.
La figura11 en el apéndice Il representa imagenes simultaneas de la
corteza cerebral y de la médula espinal. El comportamiento previa-
mente descrito porlas graficas de lafiguraio puede localizarse de ma-
neraespacial enlamédula. En el panel A, se observa una disminucién
ligera inicialmente localizada en la vena dorsal a aproximadamente
"3.6 sdel estimulo, es entonces que se incrementa la activacion en el
lado izquierdo de la médula espinal a los "7.20 s, enseguida la sangre
esdrenada por mediodelavenadorsala™o0.8s. Adiferenciadelo que
ocurre en lamédulaespinal, donde la respuesta hemodinamicaes ip-
solateral al estimulo, la respuesta en la corteza somatosensorial fue
contralateral, como se muestra en la figura11B e, confirmando nues-
tras hipotesis. Cabe destacar un parche de lo que aparentaser unaac-
tivacion ipsolateral en el hemisferio cerebral izquierdo; esto se puede
explicar por el hecho de haberaplicado un umbral arbitrario al mapa
funcional de activaciony porel no haber corregido los falsos positivos.

Los datos LOT para cada par fuente-detector seintegraron entre 4.5
y9s, posestimulacion (ao.9x el umbral muscular) para generar medi-
cionesaser utilizadas en el problemainverso en el pico de activacion.

Se emplearon simulaciones Monte Carlo (Boas et al., 2002) para
modelar la propagacion de la luz en la espina dorsal utilizando infor-
macion anatomica obtenida de un atlas (figura12B en el apéndice II).
Se generd una matriz de sensibilidad para relacionar los cambios en
absorcion alos datos medidos experimentalmente usando la primera
aproximacion de Born (Kimy Schotland, 2006). Al resolver el problema
inverso se logro recuperar un mapa3D de laactividad neural evocada;
debido al ruido presente en las mediciones se uso laregularizacion de
Tikhonov, escogiendo el valor éptimo para el parametro de regulari-
zacion, el cual se encontro en las reconstrucciones previas de fanto-
mas liquidos.
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Los resultados de las reconstrucciones se muestran en los pane-
lesAyCdelafigurai2enelapéndicell. Lasefal de la mitad dorsal de
la médula en z=0.4 mm es representativa de la activacion interneu-
ronal (Willis y Coggeshall, 1991), y esta de acuerdo a las expectativas
anatomicas para las aferentes del nervio ciatico. En la parte profunda
de la materia gris la sefial es mucho mas difusa y se observa activa-
cion contralateral, que puede tenersuorigen en las conexiones de las
interneuronas.

La prueba de concepto aqui presentada consiste en el uso concu-
rrentede laLOTyla OIS paratomarimagenes de lameéedulaespinalydela
corteza cerebral respectivamente. Este montaje multimodal puede
allanarel camino parainvestigar la plasticidad cortical después de una
lesion medular (SCI)y como se adapta el cerebro a esta reorganizacion.
No obstante, laslimitaciones de alcance en profundidady la pobre re-
petibilidad de los resultados debido a una SNR débil siguen siendo un
problema. Otra limitante de la LOT es que el proceso de reconstruc-
cion involucra el uso de un modelo anatomico de la médula para la
propagacion de fotones. A pesar de que las dimensiones de la médula
espinal son bastante similares entre miembros de una misma espe-
cieaunacierta edad, el procedimiento no es 0ptimo para generalizar
resultados. El modelo directo general tendria que producirse de una
imagen anatomica MRI de cada sujeto, lo cual es caro; o considerar la
alternativa de analizar |a histologia, lo cual consume mucho tiempo.

Para cuantificar el efecto de los errores en el supuesto anatémico,
se construyeron varios modelos en los cuales la materia gris se des-
plazo £209/, tanto de manera horizontal, como de modo vertical, tal
como se muestraen lafigurai3enelapéndicell. Se eligio lamétricaL,
para cuantificar los errores en la reconstruccion. A pesar de ser relati-
vamente pequefios los errores (+2090) en la anatomia, se produjeron
errores considerables en la reconstruccion: “80-100%0 mayores, que
usando el modelo anatémicamente correcto. Estos resultados sugie-
ren que la regularizacion de Tikhonov ajustada por la curva-L es alta-
mente sensible al modelo a prioriusado parala propagacién de foto-
nesy en futuros trabajos se deberian investigar técnicas mas robustas
como el analisis Bayesiano (Abdelnour et al., 2010).

ESCUELA DE INGENIERIA



B error L,

Errores anatémicos

1.6
15
14
13
12
11

1.0

S 09
+20% 08

+20%0

= -
-20% 0 +20% A,

Figura 13
Errores anatomicos

(A) Modelos para la propagacion de la luz donde se coloco la materia gris en diferentes
lugares. (B) Error de reconstruccion L, producidos por dichos errores en la anatomia.

CONCLUSIONES

En este trabajo se demostro que la LOT puede cartografiar la respuesta
hemodinamicaen tres dimensiones, son unasensibilidad hasta1.5 mm
de profundidad en la médula espinal de la rata; sin embargo la SNR del
sistema no permitio tomar imagenes de las respuestas hemodinami-
cas de todos los especimenes de manerarepetible.

En miopinion esto puede remediarse con un redisefio del montaje
optico, colocando un objetivo de bajaamplificacion con una apertura
numeérica (NA) mayor y actualizando el resto de la dptica a piezas de
2" para capturar mas fotones retroesparcidos. Otro aspecto a mejorar
eslaresolucién del problemainverso; se podrian aplicar técnicas mas
robustas como lareconstruccion Bayesiana envezde laregularizacion
de Tikhonov, la cual es muy sensible a errores en los supuestos ana-
tomicos usados como medio de propagacion en el problemadirecto.

Nuestra meta inicial consistia en observar la respuesta hemodi-
namicaaprofundidad en la médula espinaly el cerebro. A pesarde al-
canzar un éxito moderado, latécnica es mal condicionaday poco apta
para develar las redes en estado de reposo. Por lo tanto, nuestros es-
fuerzos se encaminaron atécnicas alternativas, mejor adaptadas al es-
tudio de la conectividad funcional en estado de reposo.
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Tomografia por coherencia optica

La tomografia por coherencia éptica (OCT) se aplico en la caracteriza-
cion de los efectos de un nuevo modelo de rigidez arterial (Sadekova
etal.,, 2013) enel cerebro del ratdn; de manera mas especifica, se uso la
OCT para medir la pulsatilidad del flujo sanguineo en las arterias per-
tenecientes a diferentes areas del cerebro del ratén. Los datos adqui-
ridos con la OCT sirven como preludio a nuestros estudios en estado
de reposo, asi las cosas, describo a continuaciéon dicha técnicade ima-
genologia. Este capitulo cubre los aspectos técnicos referentes al di-
seflo optico, mecanicoy electrénico del aparato OCT. La figurai7 en el
apéndice Il ofrece una representacion esquematizada de los diferen-
tescomponentes del sistema.

LaOCT esunatécnicadeimagen biomédicarelativamente reciente.
Puede decirse que llena el vacio entre la microscopia confocal (CM)y
el ultrasonido (US) de alta resolucién en términos de resolucién y de
profundidad de penetracion (figura14A en el apéndicell). ElUSclinico
estandar puede tomar imagenes profundas con limitada resolucion.
Al usar frecuencias mas altas se puede obtener una resolucion mas
fina, aunque seincrementalaatenuacion de ondas ultrasonicas, limi-
tando asi la profundidad de penetracion. La resolucion axial de la OCT
fluctia entre1-15 umyse encuentradeterminada por las propiedades
de la fuente de luz. La resolucion lateral se determina por el objetivo
empleado para tomar imagenes de la muestra. En la mayoria de los
tejidos biologicos, la profundidad de penetracion se ve limitada a 2-3
mm debido al esparcimiento dptico. LaCM posee mejor resolucion (<1
um), pero la profundidad de penetracion se ve limitada a unos cuan-
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tos cientos de micrémetros en la mayoria de los tejidos, nuevamente
debido al esparcimiento.

LA OCT se basa en una técnica de retroesparcimiento desarrollada
duranteladécadade198oenel campodelastelecomunicaciones, de-
nominada reflectometria opticaen el dominio de la frecuencia (OFDR),
la cual se usaba para detectar fallas en las fibras épticas (Ghafoori-Shi-
raz y Okoshi, 1985, 1986). Al mandar un pulso de luz en la fibra se de-
tectasuretorno si hay unafalla que provoca esta reflexion.

El concepto de medicion dpticade distanciase aplico por primera
vez al tejido biologico en 1991 por el grupo de James Fujimoto en el
Massachusetts Institute of Technology, quienes tomaron imagenes in
vitrode laretinahumanay de la arteria coronaria (Huang et al., 1991).
La OCT se lleva a cabo dirigiendo un rayo dptico al objeto de interésy
midiendo los ecos retrasados de la luz retroesparcida. Adiferencia del
US, estos ecos no pueden medirse directamenteya que lavelocidad de
laluz es extremadamente alta (figura14B en el apéndice ll), porlo que
deben usarse técnicas interferométricas.

La primeraaplicacion de la OCT fue la oftalmologiay sigue siendo,
alafecha, el areamasimportante de uso clinico de la OCT (Fujimoto et
al.,2000). Afinales de los afios noventa la OCT se adaptd a un endos-
copio, y se le denomind «biopsia opticay utilizandose para visualizar
tejido en un animal viviente (Tearney et al.,1997).

En los primeros afios del nuevo milenio hubo un cambio paradig-
matico en la forma de efectuar OCT, se cambid de un sistema de de-
teccion en el dominio del tiempo (TD-OCT) a uno en el dominio de la
frecuencia (FD-OCT), resultando en mejoras de laSNRy lavelocidad de
barrido (Leitgeb et al.,2000). La primera mencién del método se hizo
en 1995 por Fercher et al. (1995) y los primeros tomogramas in vivo se
presentaron en 2002 (Wojtkowski et al., 2002).
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TEORIA DE LA OCT

En el montaje basico de OCT mostrado en lafigurais en el apéndice ll,
la sefial detectada corresponde a la transformada de Fourier del per-
fil de reflectanciade la muestra en profundidad. Lasalida de la fuente
sedivide en el brazo de referencia, que ilumina un espejo estaticoy el
brazo de la muestra que ilumina la muestray recibe la luz que refleja
dicho espécimen. En esta modalidad se registran medidas de reflec-
tancia del tejido a diferentes profundidades de manera simultanea.

La luz reflejada de la muestra interfiere con la luz que regresa del
espejo, pero solo puede ocurrir interferencia cuando los caminos 6p-
ticos de ambos brazos son practicamente idénticos, dentro de la lon-
gitud de coherencia de la fuente. La corriente captada por el detector
sedefineen laecuacion (3.1):

(i LE) = :';':I:.". i B | rilzhde + ZJP-F, J-|'|.-:|i'|.s|-.||a::£J.'lI.'].-: ' -I"I.-!::I..'.-':I (3.1)
Dondeneslasensibilidad del fotodetector, g esla carga elemental
yhveslaenergiade unfoton. El primertérmino P_esla potencia optica
reflejada del brazo de referencia. El segundo término depende de la
potenciaopticaque iluminala muestra P, I'(z) representaa la funcion
de coherenciainstantaneadel lasery k(t) es el numero de onda, el cual
eslinealmente barrido porla fuente laser. El tercer término representa
lasefial interferométrica, la cual se relaciona con el perfil de reflexion
de la muestra a traveés de la transformada de Fourier. En practica, la
sefial se digitalizay se lleva a cabo una transformada rapida de Fou-
rier (FFT) para obtener un barrido axial, llamado linea-A (figura16A en
el apéndice Il). Se pueden obtener imagenes transversales, haciendo
unaserie de lineas-A para generar un conjunto de datos bidimensio-
nal (barrido-B), el cual se despliega en escala de grises 0 como imagen
de falso color (figura16B en el apéndice Il). Para generar conjuntos de
datos en tres dimensiones (3D-0CT) se hace una serie de barridos-B a
lolargo de ladimension transversal (figura16Cen el apéndice I1).
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DISENO DE UN SISTEMA OCT

El montaje OCT se basa en un interferometro de Michelson con com-
ponentesadicionales para efectuar un barrido y adquisicion de datos
rapidamente. La primera etapa del disefio consiste en elegir los com-
ponentes opticosy electrénicos para creary detectar un patrén de
interferenciay para efectuar el barrido del laser sobre la muestra. Al
elegiradecuadamente los componentes optomecanicos se asegura la
estabilidad del montajey se facilita el ajuste rapidoy preciso de las par-
tesopticas. El sistema OCT se representaen lafiguraizenelapéndicelll.

El sistema OCT descrito en esta seccion usa una fuente de barrido
laser (Axsun, 1310 Swept Source Engine) con unalongitud de onda cen-
tral A,=1310 nmy ancho de banda AA=100 nm (figura 18A en el apén-
dicell). Se midio una potencia promedio de salida del laser de "18 mW.
Al tener una intensidad luminica, distribuida en suancho de banday
repartida en picos de alta potenciaen cada longitud de onda discreta,
nos permite tener una mayor sensibilidad con bajo riesgo de dafio 6p-
tico (Liuy Brezinski, 2007), mientras que la tasa de barrido de 5o kHz
permite obtener imagenes en tiempo real. El corazon del sistema es
un interferometro de tipo Michelson construido con dos acopladores
de fibra opticay dos circuladores. La luz que llega de la fuente de ba-
rrido pasa por un acoplador de fibrago/10 de banda ancha (Thorlabs,
FC1310-70-10-APC). La porcion de 909/ llega a un circulador (Thor-
labs, CIR-1310-50-APC) que manda la luz al brazo de muestray colecta
laluzretroesparcida de la muestras. La porcion de 1090 Se pasa a otro
circulador que manday colecta luz del brazo de referencia. La luz re-
troesparcida, tanto de lamuestra, como del brazo de referencia, se re-
combina en el acoplador de fibra 6ptica 50/50 (Thorlabs, FC1310-70-
50-APC), produciendo asi el patron de interferencia que va hacia las
entradas del fotodetector balanceado (Thorlabs, PDB120C). El contro-
lador de polarizacion (Thorlabs, PLC-900) se emplea para optimizar el
contraste del patron de interferencia.

Todas las fibras usadas son monomodo, con revestimiento de
125 pmy terminaciones con conectores FC/APC (angulo de 8° de con-
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tacto fisico) los cuales minimizan las retroreflexiones en el sistema
defibras.

» Brazo de muestra

El brazo de muestra efectua el barrido del haz laser sobre |a superfi-
cie del tejido vivo, para obtener secciones transversales o imagenes
completamente volumétricas de la muestra bajo escrutinio. La figura
18B en el apéndice Il despliega el esquematico del brazo de muestra.
Para propagar el haz de la fibra dptica, se acopla un colimador (Thor-
labs, F280APC-C) al conector FC/APC, para generar un haz colimado de
“3.27 mm de diametro. Para tener una guia visual del FOV se hace uso
de unlaserapuntador (Thorlabs, LP660-SF40), incorporado al brazo de
muestra. Selogré colimar el laserapuntador con una lente plano-con-
vexa sin recubrimiento (Thorlabs, LA1951). El alineado preciso de di-
cho laser se consiguid gracias a un espejo con recubrimiento de plata
(Thorlabs, PF10-03-Po1) colocado en una montura cinematica. Tanto
el laser de imagen, como el apuntador, se acoplan con un espejo di-
croico pasa-cortas (Thorlabs, DMSP1000, 5090 a A=1000 nm) donde
secentranyalinean con el eje dptico. Entonces se dirigen ambosa un
par de espejos galvanométricos (Thorlabs, GVSMoo2/M) montados en
unajaulade1” (GCMoo2/M). Después del sistema de galvos se encuen-
tra un telescopio unitario o relé optico, el cual consiste en dos lentes
idénticas colocadas en un arreglo afocal (de foco infinito) (Thorlabs,
LAn31-C, f =f =50mm, 1050 < A <1620 nm). Este relé optico se usa para
conjugar el punto pivote de los espejos a una distancia de "18.9 mm
de la placa de montaje de la lente telecéntrica de barrido (Thorlabs,
LSMog). Este lente representa una gran ventaja en nuestra aplicacion
ya que permite tener una imagen plana cuando se hace el barrido de
la muestra. Ademas, el tamafio del haz es uniformealolargoyancho
del FOV ensutotalidad, lo que mantiene constante laresolucion late-
ral. En el camino de regreso la luz retroesparcida por el espécimen es
recolectada por lalente telecéntrica mencionada, después pasa porel
telescopio unitario, y se refleja nuevamente en los espejos oscilantes
para enviarse al colimador. Todas las lentes y colimadores estan fa-
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bricados de vidrio dptico comun N-BK7y poseen un recubrimiento en
ambos lados que minimiza la reflexion en el rango de 1050 - 1620 nm.

» Brazo de referencia

El brazo de referencia (figura18C en el apéndice Il) es el equivalente
optico del brazo de muestra: tiene la misma longitud de camino 6p-
ticoy cantidad de dispersion inducida por el vidrio. Ademas permite
regularlaintensidad de lasefial con un filtro de densidad neutra (NDF)
ajustable (Thorlabs, NDC-50C-2M), de 0 a 2 densidades dpticas (OD), es
decir, nivelesde transmision de1o°a102 Dado que se tratade un filtro
reflectivo, hay que tenerespecial cuidado en evitar que la luz reflejada
ingrese, de nuevo, al colimador de fibra, de modo que el NDF se coloca
ligeramente inclinado, respecto al eje optico, para prevenir esos pa-
trones deinterferencia espurios en nuestra sefial OCT. Primeramente,
lalongitud de camino dptico debe igualarse a la del brazo de muestra.
Estadistancia debe tener un ajuste grueso para obtener un patrén de
interferencia, deslizando el espejo con recubrimiento de plata (Thor-
labs, PF10-03-Po1) en una guia colade milano. Unavez que se realiza el
ajuste grueso, debe de existir un ajuste fino para colocar la muestra a
la profundidad adecuada. Este ajuste fino se consigue por medio de un
montaje micrométrico acoplado a la guia colade milano. En seguida,
debido al gran ancho de banda de la fuente de barrido, las diferentes
longitudes de onda viajaran a diferentes velocidades cuando se pro-
pagan por medios de dispersion, como el vidrio en las fibrasy en las
lentes. Existe una diferencia de dispersion entre los brazos interfero-
métricos que afectaria la resolucion axial del sistema. Por lo tanto, es
necesario balancear esta diferencia de dispersion entre el brazo de
muestray el de referencia para alcanzar la resolucion optima. En el
brazo de referencia coloqué la misma cantidad de vidrio que existe en
el brazo de muestra. La cantidad de vidrio contenida en el objetivo te-
lecéntrico se compensa facilmente mediante un bloque de compen-
sacion de dispersion (Thorlabs, LSMo4DQ) y el vidrio del relé éptico se
compensaatravés de un parde prismas (Thorlabs, PS9o8L-C), acopla-

ESCUELA DE INGENIERIA



das conaceitedel mismo indice de refraccion que el vidrio BK7 (Cargi-
lle, BK-7 Matching Liquid 11510).

PROGRAMA DE ADQUISICION DE DATOS

La sefial del fotodetector balanceado se digitaliza mediante la tarjeta
de conversion analdgica digital (ADC) (Altera, Data Conversion HSMC
Daughter Board). Brevemente, losvalores del ADCse guardan en la me-
moria externadel FPGA (Terasic, DE4 board), entonces cuando sellena
lamemoriaintermedia, se envian los datos alacomputadoravia TCP/
IP para la reconstrucciéon de imagen y almacenamiento en disco. El
control de los espejos galvanomeétricos oscilantesy las sefiales de sin-
croniase manejan mediante otra tarjeta de adquisicion (National Ins-
truments, USB-6351). La transferencia de datos se midio en "110 Mbps,
lo cual no essuficiente para generarimagenes en tiempo real, las cua-
les necesitan unavelocidad de transferencia de 878 Mbps ("20 Mb por
linea-Aa unatasa de 45Khz).

CARACTERIZACION DEL SISTEMA

En esta seccion presento la caracterizacion del sistema descrito con
anterioridad. Ya que es un sistema con multiples aplicaciones en po-
tencia, su plena caracterizaciéon esimportante. Por consiguiente, se re-
quieren mediciones cuantitativas para evaluar el desempefio de nues-
tro sistema de imagenologia optica.

» Resolucion

El esparcimiento multiple afecta las imagenes OCT de manera adversa.
Larazén de esparcimientos multiples contra esparcimientos Unicos se
incrementa en funcion de la profundidad. Este incremento en los es-
parcimientos multiples resulta en un ensanchamiento de la PSF del
sistema, dicho de otro modo, una disminucion de la resolucion axial
como resultado de incrementar la profundidad de las imagenes. En
la OCT las resoluciones axial y lateral son independientes entre si. La
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resolucion axial depende de la longitud de coherencia de la fuente,
mientras que la resolucion lateral esta determinada por las condicio-
nes de enfoque: la opticay el paso lateral de barrido.

Resolucion axial
La resolucion axial viene determinada por las caracteristicas de la luz
coherente empleada como fuente (Lexer et al.,1997). De manera mas
especificalalongitud de coherencia, definidacomo el ancho espacial
Az del campo de autocorrelacion producido por el interferémetro, el
cual viene dado por:

Zin2 i

o i) 2
Az —F (3 )

Su valor tedrico es Az =7.33 um, sin embargo, la PSF medida fue
de 17 um. La discrepancia se debe principalmente a dos razones: pri-
mera, el uso de unaventana Hanning para calcular 1a FFT de un reflec-
tor unico (un espejo en este caso) ensancha el FWHM, segunday mas
importante, los datos se adquirieron a una frecuencia de muestreo fija
debido alimitaciones del equipo electrénico, y después se interpola-
ron al espaciok, lo cual deviene en unaresolucion degradada. Esto se
puede remediar usando el reloj-k de la fuente laser como temporiza-
dor externo de muestreo en una tarjeta de adquisicion de datos ade-
cuada. Este problema se confirmo al medir la PSF con un digitalizador
PCI Express de 12 bits a 500 MS/s (ATS9350, Alazar Technologies Inc.,
Canada), capaz de usar un reloj externo de muestreo; su FWHM resulto
de "13pum.

Compensacion de dispersion

Paraalcanzarlaresolucion 6ptimase necesitaigualarla dispersion op-
tica entre ambos brazos del interferémetro, lo cual se consigue par-
cialmente colocando prismas devidrio en el brazo de referencia, como
se describe en la seccion Brazo de referencia. En |la etapa de pospro-
cesamiento se aplicaunalgoritmo de compensacion de dispersion de
segundoytercerorden deacuerdo con el procedimiento detallado en
(Wojtkowski et al., 2004). Se efectla esta compensacion para mini-
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mizar el desbalance en los brazos del interferometro. El criterio de op-
timizacion se eligio de modo tal que se incremente el contraste de la
imagen maximizando una métrica de calidad de imagen, en este caso
la PSF axial del sistema (definida como el FWHM de un reflector unico).
A continuacion se muestran las PSF a diferentes profundidades antes
(figuraigAenelapéndicell)y después (figura1gBen el apéndicell) de
implementar el algoritmo de compensacion de dispersion. Notese en
la figura19Cen el apéndice Il como el algoritmo mejora la calidad de
imagen para todas las profundidades, aunque hay un deterioro en la
calidad deimagen con el incremento de la profundidad.

Resolucion lateral

La profundidad de foco define el rango en el cual se mantiene la reso-
lucion lateral. Tienen que hacerse concesiones al momento de elegir
eldiametro focal y lazona focal del haz luminoso, entre mas pequefio
seaeldiametro del haz, mas cortaeslazonafocal. Unalente conaltaNA
se usasoloenbarrido-C(en faceo frontal), no obstante, en aplicacio-
nessensiblesala profundidad, es deseable un FOVamplio (14x14 mm).
Por lo tanto, se utiliza una lente telecéntrica con una débil NA=0.09.
La resolucion lateral tedrica (dada por (3.3)) es Ar=26.5 um, y la zona
focal es4f=0.84 mm.

. I | aAre

Ar = .rl_-. == Af. = T

S (33)

» Profundidad de penetracion,
sensibilidad y rango dinamico

En OCT de fuente de barrido (SS-OCT) el rango en el cual se puede for-
mar una imagen viene dado por la maxima diferencia de camino 6p-
tico AZNq, determinada por la condicion de Nyquist (Hauslery Lind-
ner, 1998). La profundidad de penetracion depende entonces del
nimero de muestras tomado en cada barrido del Iaser Ns =1152. Supo-
niendo un indice de refraccion n=1.38y considerando las caracteristi-
casdelafuentelaser: longitud de onda central A_=1310 nmyanchode
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banda éptico 4A=100 nm, existe una diferencia de camino maxima de
AZNq:3.58 mm en tejido biologicoy de AZNq:4.94 mm en el aire.

(3.4)

No obstante, la penetracion en medios turbios es aiun menor. En
un fantoma esparcidor construido a base de resina, TiO_y un tubo de
polietileno (0.28 mm de diametro interior, 0.61 mm de diametro ex-
terno, BD Intramedic #PE-10-100) la maxima profundidad lograda es
de aproximadamente3 mm (figura2oA en el apéndicell). La profundi-
dad de penetracion in vivo es aun menor,1mm en una yema de dedo
humana (figura 20B). Notese la presencia de unalinea horizontal sélida
a1 mm de profundidad. Este artefacto se debe a la presencia de una
modulacion parasitaen el espectro de lafuente (Gelikonov et al., 2010).

La sensibilidad se define como la minima sefial detectable capaz
de producir unasalida igual a la de las fluctuaciones aleatorias (Brez-
inski, 2006). Se coloca un espejo como sefial de entraday se alinea
para obtener la maxima cantidad de luz en la fibra dptica. Esta inten-
sidad de luz saturara el detector, porlo que se colocan NDF en el brazo
de muestra parareducir laintensidad captada. Con cada filtro afiadido
los prismas del bloque de compensacion de dispersidn se ajustan para
tener la misma diferencia de camino dptico. Se siguen afiadiendo fil-
tros hasta que se deje de distinguir el espejo. La sensibilidad del sis-
tema equivale al doble de la atenuacion total ya que el haz viaja dos
vecesalolargo del brazo de muestra. Se midio un valorde "114 dB con
este método.

El rango dinamico se define como la razon entre la maxima sefial
detectableyla minima. Idealmente este rango estaria limitado por la
capacidad de la tarjeta de adquisicion con un ADC de 14-bits, es decir
"84 dB. Se emplea el mismo montaje que el descrito en el parrafo an-
terior. La atenuacion necesaria para obtener una imagen no saturada
fuede 40dB, la cual corresponde a “74 dB de rango dinamico.
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OCT DOPPLER

Un aspecto clave de la OCT es su capacidad de medir la velocidad de
particulas en movimiento gracias al efecto Doppler. El efecto Doppler
esel cambioen lafrecuenciade unaondadebido al movimiento rela-
tivo entre lafuentey el receptor; las particulas en movimiento desem-
pefian el papel del receptor en este caso. La frecuencia observadade la
luz retroesparcida porla particula difiere de la frecuencia de la fuente
de manera proporcional a su velocidad. La frecuencia f,Doppler es la
diferencia entre la frecuencia observaday la frecuencia de la fuente.
Existenvarias técnicas para medirla frecuencia Dopplery en estaobra
uso unatécnicasensible alas particulas esparcidoras en movimiento
adaptada de Ren et al. (2006) y Srinivasan et al. (2010). En sintesis, se
define la sefial compleja de la transformada de Fourier de la j-ésima
linea-AcomoT'(z), en funcion de la profundidad z, luego se calcula la
diferencia entre dos lineas-A adyacentes Mj(z) :

M;(z} = [, (2) — (2) 3.5)

Luego se define una region de interés (ROI) como la interseccion
de Nlineasy Krenglones,y se promedia la seﬁaIAj(z) sobre esta ROI:

mEK maN

.'1._||:E] - Z Z HI'['H]'HI.-I -_|:;'f.| (36)

Después se calcula la frecuencia Doppler local promedio a partir de
A(2):
’ _ IS[A,{;}]

| 1 i
falzl = ml.m "."il.-"l_.[i-!:ll

(37)

Donde tes el periodo de adquisicion de una sola linea-A. La ven-
taja de esta técnica radica en que permite cambiar lazona de prome-
diado.Siseelige una ROl grande, la técnica es menos sensible aveloci-
dades pequefias, pero también se ve afectada en menor medida por el
ruido Doppler que proviene de los difusores Doppler estaticos.
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METODOS EXPERIMENTALES

Se ha demostrado que el endurecimiento de las arterias es un factor
predictivo en el deterioro cognitivoy en lademencia (Pase et al., 2012),
aun asi no existe un modelo especifico de rigidez arterial. Reciente-
mente se desarrolld un nuevo modelo de calcificacion unilateral de la
carotida (Sadekova et al., 2013), y se empleo 1a OCT para evaluar el im-
pactodelacalcificacion de la carotida en el cerebro, midiendo la pul-
satilidad del flujo sanguineo alo largo de un ciclo cardiaco. Enlafigura
21 en el apéndice Il se muestran ejemplos de mediciones de pulsati-
lidad. Debido a que el sistema descrito en este capitulo no se encon-
traba funcionando al 10090, al momento de los experimentos in vivo,
seempled otro OCT (Baraghis et al., 2011).

En nuestro trabajo se usé un tomografo de coherencia dptica en
el dominio de la frecuencia (FD-OCT) para efectuar la toma de image-
nes. Este sistema se describe a detalle en Baraghis et al. (2011). En re-
sumen, el sistema se basa en un LED de 870 nm (Exalos EXS8710-2411,
Langhorne, PA), con 65 nm de ancho espectral y 2.5 mW de potencia
incidente en la muestra, a través de un objetivo 10x corregido al infi-
nito (Olympus UMPLFLN 10XW, Markham, Ontario). Las resoluciones
axial y lateral son 5y 10 um, respectivamente. La deteccion se lleva a
cabo mediante un espectrometro personalmente construido que usa
una camara lineal de 2048 pixeles (Basler Sprint spL2048 -140k, Ex-
ton, PA). Latasadelineas-Aselimité a1 kHz debido alas capacidades
de escritura de datos al disco duro. La maxima velocidad Doppler de
flujo sanguineo detectable fue de 3 mm/s sin repliegue de la fase. Se
efectuaron unaserie de adquisiciones en cada raton con un FOV de di-
mensiones of 200-800 pm, dependiendo del tamafio de las arterias
bajo observacion. La atenuacion de la luz permitio obtener imagenes
de vasossanguineos hasta 5oo um de profundidad. Se midieron entre
4y 6 diferentes arterias por cada animal.

Las imagenes se reconstruyeron a posteriori utilizando progra-
mas personalizados escritos en Matlab (The MathWorks, Natick, MA).
La compensacidn de dispersion se implemento de acuerdo al proce-
dimiento descrito en (Wojtkowski et al., 2004). El flujo sanguineo
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Doppler se calculé empleando la técnica sensible a difusores en mo-
vimiento, adaptada de Ren et al. (2006) y Srinivasan et al. (2010). Fi-
nalmente se aplico un filtro pasa-altas para remover los componentes
esparcidores estacionarios de laimagen.

Paraobtenerel perfil de flujo sanguineo durante un ciclo cardiaco
se tienen que hacer multiples barridos-B (cada uno compuesto por
840 lineas-A) en el mismo lugar, en nuestro caso se efectuaron 400.
De manera simultanea se registra la sefial electrocardiografica (ECG)
durante este protocolo, lo que permite la reconstruccion de la evolu-
cion de lavelocidad sanguinea durante un latido del corazon. Se de-
tectan los picos QRS del ECG, después se asigna la diferencia de tiempo
entre el complejo QRS y cada linea-A; esta diferencia se denomina
tiempo deciclo cardiaco. Tipicamente se adquieren "8 imagenes cada
ciclo. Cada linea-A se coloca en una matriz 3D cuyas otras dimensio-
nes son la posicion y el tiempo de ciclo cardiaco, lo que nos permite
reconstruir el perfil de velocidad del flujo sanguineo para cada pixel
durante todo el latido del corazén.

RESULTADOS EXPERIMENTALES

El impacto de larigidez arterial en la pulsatilidad del flujo sanguineo
cerebral se evaluo por medio de imagenologia OCT. El grupo al cual se
le trataron las arterias con CaCl,, la pulsatilidad se incremento signifi-
cativamente, tanto para las arterias de tamafio medio, como para las
grandes (>95um), respecto al grupo control. Es mas, este incremento
resulto significativo solo para el lado derecho de la corteza, la cual es
ipsolateral a la arteria carotida tratada con CaCl . En lo que respecta a
las regiones especificas del cerebro, la pulsatilidad se incremento de
manerasignificativaen laregion de la arteria media cerebral, sin em-
bargo, la corteza somatosensorial no mostro ninguna diferencia sig-
nificativa. Estos resultados sugieren que la pulsatilidad inducida por
larigidez de la carétida depende de la localizacién especifica de los
segmentos arteriales.
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CONCLUSIONES

En este capitulo se demostro la aplicacion de la FD-OCT para evaluar
la pulsatilidad del flujo sanguineo cerebral. Laimplementacion com-
pletay total del sistema SS-OCT que se disefié no se pudo llevara cabo
debido alimitaciones del propio equipo; no obstante, si seactualizala
tarjeta de adquisicion de datos, cambiandola por un digitalizador de
altavelocidad, capaz de efectuar un muestreo lineal en el dominio k,
se tendria un sistema capaz de tomarimagenes en tiempo real. Dicha
actualizacion no requeriria mayores modificaciones a la optica exis-
tenteysuimplementacion deberia ser trivial.
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Conectividad funcional

En el presente capitulo se describen las técnicas que nos permiten ob-
servarlasincroniaentre diferenteszonas del cerebroyvercémo cam-
bia en presencia de una enfermedad, ya sea cardiovascular o de tipo
neuroldgico. El término conectividad funcional (fc) se define como la
evaluacion delacorrelacion temporal entre eventos neurofisiolégicos
espacialmente remotos (Friston et al.,1993). Esta definicion se aplica,
tanto a estudios basados en tareas, como a paradigmas en estado de
reposo, el trabajo presentado en esta obra, empero, se limita a estu-
dios en reposo.

En este capitulo describo los algoritmos usados para extraer in-
formacién de fc a partir de mediciones opticas. El trabajo presentado
enlasaplicaciones (capitulo s, 6y7) se efectud principalmente con fc
basada en regiones de interés y mediciones de teoria de grafos. Para
elanalisis de datos en OISy PAT, desarrollamos dos paquetes de herra-
mientas en MATLAB compatibles con la interfaz grafica de mapeo es-
tadistico parameétrico (SPM) (The FIL methods group, 2010), capaz de
ejecutarse en lotes, se ponen a disposicion copias de este programa
solicitandose al laboratorio del Prof. Lesage. Ademas de lo mencio-
nado, se exploraron algunas otras técnicas como descomposicion en
valores singularesy agrupamiento (cl/ustering) jerarquico, aunque no
se implementaron plenamente para efectuarse el analisis a nivel de
grupo. Algunos otros meétodos como modelos de ecuaciones estruc-
turales (Gongalvesy Hall, 2003), herramientas de informacién mutua
(Salvador et al., 2007) 0 mapas auto-organizables (Peltier et al., 2003)
estan fueradelos limitesyalcances de esta obra.
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DESCRIPCION DE LOS ALGORITMOS

» Conectividad funcional basada
en regiones de interés

Una de las primeras técnicas para identificar patrones espaciales de
actividad cerebral coherente (y la mas ampliamente utilizada) es el
analisis basado en regiones de interés (Biswal et al., 1995). Este mé-
todo conlleva la extraccion de la trayectoria temporal de la sefial fun-
cional sobre unaregion de interés, tambiéen llamada semilla (seed),
paradespués calcularla correlacion temporal entre esta sefial extraida
y el curso temporal de todos los pixeles que pertenecen al cerebro.
Este analisis también puede limitarse ala correlacion temporal entre
regiones de interés (ROI).

Las sesionesde grabaciéon duran aproximadamente quince minu-
tosy se llevan a cabo en estado de reposo. Las trayectorias tempora-
les de cada pixel se filtran en la banda 0.009-0.08 Hz, usando un filtro
Butterworth de cuarto orden cero desfase, de acuerdo a estudios pre-
vios de fc (Bero et al., 2012; Brian R White et al., 2011). Se elige un di-
seflo Butterworth debido a surespuesta planaen labanda de paso; se
consigue un desfase de cero en el filtrado, procesando los datos en las
direcciones delanteray reversa, usando la funcién filtfilt de MATLAB
(Oppenheim et al.,1999). Después del filtrado temporal cada pixel se
submuestreade 5 Hza1 Hz.

Paratomaren cuentalavariabilidad coherente comun a todos los
pixeles se debe crear una sefial global del cerebro promediando las
trayectorias temporales de aquellos pixeles pertenecientes al cere-
bro. Enseguida se incluye esta sefial global cerebral en laregresion de
la trayectoria temporal de cada uno de los pixeles, usando un modelo
lineal general (GLM) del paquete de funciones mapeo estadistico pa-
ramétrico (Friston etal., 2006) (SPM8) que se ejecuta bajo MATLAB ver.
7.10.0.499 (R2010a) (The MathWorks, Natick, MA). Este procedimiento
tienesuorigen en la fc-MRI para mejorar la calidad de las mediciones
al remover las fluctuaciones espontaneas BOLD comunes a todos los
voxeles del cerebro (Fox et al., 2009).
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Representemos los datos OIS como la matriz y de dimensiones
nxm, donde n es el numero de puntos temporales (cuadros) y m es el
numero de pixeles. Lasefial global cerebral g se define como la trayec-
toria temporal promedio de todos aquellos pixeles marcados como
pertenecientes a la corteza cerebral. Esta sefial global g es un vector
columnade nx1elementos. La regresion pixel a pixel de losdatos OIS y
sobrelasefial g produce laimagen:

Ay = g7y (4.1)

Donde g* (que es un vector renglén de 1xn elementos) es la pseu-
doinversadeg, esdecirg*=[g"gl'g"y g *g=1. Ahora B, es unvector (ima-
gen)renglon de1xmelementos. Al remover la sefial global de los datos
OIS ygeneramos la nueva serie de imagenes:

_}'J =y- _||'|"|!!.I. (4‘2)

Esta serie temporal de imagenes y'es el residuo de la regresiony
se usa entonces para generar los mapas de correlacion basados en re-
giones deinterés.

Laregresion de lasefal cerebral global provoca que la distribucién
de las correlaciones se centre alrededor de un valorigual a cero (sin
correlacién), engendrando laaparicion de correlaciones negativas ar-
tificiales (anticorrelaciones). Por lo tanto, se debe tener precaucion al
interpretar lasanticorrelaciones que se generan en esta etapadel pro-
cesamiento de datos.

Todas las ROl se colocan manualmente a prioriusando las coorde-
nadas correspondientesalas regiones corticales frontal, cingulo, mo-
triz, somatosensorial, retrosplenial y visual (Brian RWhite et al., 2011).
Las series temporales se calculan como el promedio dentro de siete
pixeles alrededor del locus.

El principio de funcionamiento de la fc basada en ROl se ilustra
conunejemploenlafigura22enelapéndicell.
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Cuando el modelo animal implica una modificacion unilateral, es
de esperarse que se observen diferencias entre las regiones y sus ho-
mologas contralaterales, asi que lamétricaempleada en la evaluacion
delafcfue unacorrelacion funcional bilateral; la cual se define como
el coeficiente de correlacion de Pearson rentre la trayectoria tempo-
ral de cada ROl y su contraparte lateral, produciéndose asi seisvalores
paracadaraton. Enseguida se convierten losvalores de coeficiente de
Pearson ramedidas Z de Fisher Zusando Z(r)=%In [(1+r)/(1-r)] an-
tes de efectuar las pruebas de clasificacion de Wilcoxon. Se corrigie-
ron losvalores p para comparaciones multiples utilizando el ajuste de
porcentaje de falsos descubrimientos (FDR). Los valores ya ajustados
se consideraron como significativos para p<o.os.

Este enfoque es usado ampliamente en neuroimagenologia fun-
cional dadasusimplicidad, altasensibilidad y facilidad de interpreta-
cion (Cordes et al., 2001; Fox y Raichle, 2007; Greicius et al., 2003). No
obstante esta técnica no esta exenta de limitaciones: se genera solo
un mapa por cada region de interés, y estos mapas no son capaces de
proporcionarunavision completa de todas lasinteracciones entre ROI.
La informacion de un mapa individual se limita a las conexiones fun-
cionalesdelaregién seleccionada, lo que dificulta examinar patrones
de conectividad funcional a gran escala. Ademas, los resultados de-
penden de lainformacion a prioridel emplazamiento de cada region
(FoxyRaichle, 2007).

» Analisis de componentes independientes (ICA)

Este enfoque es probablemente la segunda técnica mas empleada
para analizar la fc (Fox y Raichle, 2007). EI ICA minimiza |la dependen-
cia estadistica entre sus componentes. Cada componente se asocia
con un mapa espacial, y algunos de éstos reflejan sistemas neurofun-
cionalesy otros representan componentes de ruido. La técnica no re-
quiere la colocacion a priori de las ROI, sin embargo, si requiere que
el usuario determine manualmente cuales componentes son los mas
importantesy se asemejan a sistemas neurofuncionalesy cuales re-
flejan el ruido. Es una técnica prometedora debido a que esta basada
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unicamente enlosdatosysuusoseincrementadiaadia. No obstante,
todavia existen inconvenientes. El primero es que los resultados de-
penden enormemente del numero de componentes que el usuario le
solicite al algoritmo. El segundo, ya mencionado con anterioridad, es
la separacion manual entre los mapas funcionalesy el ruido. El ultimo,
esque ha habido un debate entre laindependencia espacial y la tem-
poral (McKeown et al., 2003).

En este trabajo se exploro unaalternativa al ICA: el analisis de com-
ponentes principales (PCA) y su herramienta equivalente, la descompo-
sicion envaloressingulares (SVD) (Worsley et al., 2005). El PCA es simi-
lar al ICA en términos de resultados y de interpretacion, pero supone
que las fuentes de datos estan meramente no correlacionadas, no pre-
cisamente independientes estadisticamente. El objetivo del PCA es mi-
nimizar el error de retroproyeccion de datos comprimidos (Draper et
al., 2003). Representemos los datos OIS mediante la matriz espacio-
temporal X donde n=1,2, .., N, siendo N el numero de pixelesy t=1,
2,.., Tdonde Tesel numero de muestras temporales. Las trayectorias
temporales de cada pixel se correlacionan entre si para generar la ma-
trizde autocorrelacion:

Ryx (1) = corr(X0LOLXTLE), LjEN (43)

Almacenaren memoria esta matrizde autocorrelacién o de conec-
tividad puede ser prohibitivo, ya que el tamafiode R_es NxN, de ahila
necesidad de recurrira medios de almacenamiento un tanto mas so-
fisticados, tales como el mapeo de memoriaadisco duro. AdemasR
se puede aproximar como:

i
Ry = Z”.r.'.- Mo Veke (4.4)
L]

Donde Uy Vson matrices ortogonales interpretadas como las ba-
sesde los modos de correlacion, donde cada unarepresenta un patron
de conectividad espacial, y A eslamatrizdiagonal con las ponderacio-
nes de los componentes. Los valores singulares indican la contribu-
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cion de cada vector en particular a la varianza total en los datos. Por
lo tanto, los primeros vectores singulares representan los patrones de
conectividad mas dominantes, taly como se ilustra mediante la figura
23 enelapéndicell.

» Agrupamiento jerarquico

Elagrupamiento (clustering) jerarquico intentaaglomerar aquellos pi-
xeles cuyo comportamiento temporal es similar (Cordes et al., 2002).
De manerasimilaral PCA, se construye una matriz de autocorrelacion
con las trayectorias temporales de todos los pixeles. Aqui aplicamos
un algoritmo de agrupamiento a todos aquellos pixeles cuya similitud
exceda un cierto umbral. Existen diferentes métodos para medir la si-
militud entre grupos (clusters); en el ejemplo aqui mostrado se em-
pled el método de la distancia mas corta. Al obtener esta informacién
se puede construir un dendrograma o arbol jerarquico, que resulta
util para concebir las relaciones existentes entre diferentes regiones,
como seilustraen lafigura 24 en el apéndice Il. Esta técnica no se ex-
ploré en profundidad debido alalimitante impuesta porla necesidad
de definirun nimero maximo de grupos a priori, ya que no existe una
medida unica de definir el nuUmero 6ptimo de grupos en los cuales se
deben repartir los datos (Margulies et al., 2010).

» Teoria de grafos

Cualquier tipo de sistema complejo se puede representar como una
red, esdecir, un conjunto de elementos enlazados por conexiones (Pe-
trella, 20m). La teoria de grafos es una rama de las matematicas que
tratade caracterizaralas redes; suorigen se atribuye a Euler, quien en
el sigloXVIlI, resolvio el problema de los puentes de Kénigsberg (Euler,
1741). El problema consistia en encontrar unarutaatravés de la ciudad
atravesando los puentes exactamente unavezy regresando al punto
inicial. Euler demostrd que era imposible representando el problema
como unared abstracta: un grafo (Stamy Reijneveld, 2007). Cualquier
clase de elementos que interaccionen puede ser visto como una red,
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desdelas conexionessociales, el Internet, redes eléctricas, sistemas de
transporte publico, genes, proteinas o neuronas (Bassett y Bullmore,
2006). La técnica de fc basada en ROl previamente explicada se en-
foca principalmente en cartografiar la extension espacial de las redes,
mientras que lateoria de grafos, al contrario, proporciona los métodos
complementarios para caracterizarvarias propiedades de la organiza-
cion cerebral vistacomo unared.

En un grafo G, la representacion matematica de una red, los vér-
tices (nodos N) corresponden a los elementos del sistemay las lineas
(bordes K) que conectan cadaveértice simbolizan las interacciones en-
tre ellos (Latora 'y Marchiori, 2001). Asi, la corteza cerebral se puede
modelar como un grafo donde los nodos se asocian con las ROl y los
bordes se asocian con la amplitud de la conectividad funcional z(r)
existente entre esas regiones. Después de calcularla matrizde conec-
tividad region a region, generalmente se aplica un umbral para defi-
nir la matriz de adyacencia, la cual caracteriza al grafo G. Se elige un
umbral apropiado de costo para que la red exhiba las propiedades de
mundo pequefio, caracteristicas de las redes funcionales cerebrales
(AchardyBullmore, 2007; Bassetty Bullmore, 2006).

Un grafo G formado por un conjunto de nodos (vértices) Ny un
conjunto de bordes (conexiones) K se pude caracterizar mediante va-
rias métricas a nivel de ROI (Bassett y Bullmore, 2006; Whitfield-Ga-
brieliy Nieto-Castanon, 2012). G se puede representar por su matriz
de adyacencia o de conectividad, es decir, la matriz de dimensiones
NxNcuyoelementoa, (G)indicalapresenciadeunborde que conecta
el nodo m con el nodo n. Una de las medidas mas elementales es el
grado, definido simplemente por el nimero de bordes que conectan
aunciertonodon,yseindicageneralmente comok (G). Otramétrica
importante de cadanodo nes el costo C (G), definido como la propor-
cion de vecinos conectados. La funciond_ (G) representa el camino
mas corto entre los nodos ny m en el grafo G, y se define como el ca-
mino con el minimo nimero de bordes. Lalongitud de camino prome-
dio L (G) se define como el promedio de las distancias mas cortas en-
treun nodony el resto de los nodos del grafo. Una medida relacionada
conlaanterior es |a eficiencia global E 9°**/(G), la cual es el inverso de
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lalongitud de camino promedio. E 9°"*((G) se puede considerar como
una medida de la importancia relativa que tiene un nodo dado en el
grafo. Una medidade larobustez de un grafo es el coeficiente de agru-
pamiento CC (G), definido como la probabilidad de que los vecinos
de este nodo también estén conectados entre si; dicho de otro modo,
equivale al numero de conexiones entre el nodo ny sus nodos veci-
nose (G), dividido entre el maximo numero de conexiones. Una me-
dida proporcional al coeficiente de agrupamiento es la eficiencia local
E dvvl(G), definida como la eficiencia global promediada entre todos
losvecinos del nodo n. Finalmente, el grado de intermediacion CB (G),
de un nodo nen particular es el numero de caminos mas cortos que
pasan por este nodo o, (n), divididos entre el total de caminos mas
cortosde lared ojm[G),(Anthonisse, 1971; Freeman, 1977). Es una medida
de laimportanciadel nodo en el grafo.

Las métricas que reflejan un nivel global de integracién en la red
se generaron mediante el promedio de medidas a nivel de nodo, como
semuestraen latabla4.1. Estas medidasanivel de red seingresaron en
un GLM de segundo nivel para comparar patrones de fc entre grupos.

El nivel de relevancia estadistica se determino mediante un test
t de Student no apareado (p<0.05) con correccion FDR (Benjaminiy
Hochberg,1995). En sintesis, el procedimiento FDR se define como:

By —g (4.5)
m

Donde P(U son los valores p en orden, Hmes la hipodtesis nula que
corresponde apP,y g*es el nivel de relevancia del test. Se define k
como elvalorimas grande para el cual la desigualdad (4.5) se cumple,
entonces se rechazan todas las Hm:m 2,...ky se controla la FDR. Esta
correccion es menos severa que el método de Bonferroni, lo que in-
crementala potencia estadisticaa costa de incrementarlos errores de
falsos positivos.

Lateoriade grafosaprovechalas herramientas desarrolladas en el
area de las matematicas a lo largo de muchos afios y proporciona los
instrumentos para aplicar esta teoria a la imagenologia cerebral, ca-
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Tabla 4.1. Definicién de las medidas de teoria de grafos.

racterizando asi la organizacion del cerebro como unared. Un punto
importante es la colocacién de las ROI; ya que se tienen que definir a
priori, esta técnica sufre de las mismas limitantes que el enfoque ba-

sado en regiones descrito con anterioridad.
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Imagenologia optica de redes
epilépticas en ratones

El propdsito principal del trabajo descrito en este capitulo fue inves-
tigarel potencial de la OIS como una herramienta para estudiar las re-
des en reposo durante la actividad epileptiforme. Se empled la neu-
rotoxina4-Aminopiridina (4-AP) en ratones para modelar laactividad
epileptiforme in vivo. Se identificaron RSN antes y después de la cri-
sis epiléptica inducida, las cuales mostraron tanto incremento como
decremento en las correlaciones homologas para diferentes ROl de la
corteza cerebral. Estos cambios no se manifestaron de manera uni-
forme através de las diferentes medidas hemodinamicas (HbO,, HbR,
CBFy CMRO,), lo que sugiere un desacople potencial entre la circula-
cionsanguineay el metabolismo en las RSNs. Estos resultados apoyan
la necesidad de incluir medidas hemodinamicas independientes en
unainvestigacion mas exhaustiva de las redes epilépticas.

La epilepsiaesun grupo de desordenes neurologicos donde la sin-
croniaanormal de descarga en grandes grupos de neuronas resulta en
un ataque epiléptico (ictus), el cual puede tener serias consecuencias
conforme avance el tiempo (Kandel et al.,1991). Laepilepsia es uno de
losdesdrdenes neurologicos mas comunes, que afectaentreelo.4y el
0.89% de la poblacion (World Health Organization, 2006). El método
actualmente usado para visualizar descargas anormales epileptifor-
mes en pacientes es llevara cabo un electroencefalograma (EEG), una
técnicaque empleaelectrodos pararegistrar laactividad eléctrica es-
pontanea del cerebro (Gibbs et al., 1937). Las anormalidades epilepti-
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formes usualmente se dividen en a) descargas «interictales» las cuales
son transitorios EEG breves (en el orden de milisegundos) y asintoma-
ticos que se distinguen claramente de la sefial de fondo; y b) descar-
gas «ictales» las cuales son actividades ritmicas focales con patrones
caracteristicos de evolucion (con respecto a laamplitud, frecuenciay
distribucién espacial) que duran varios segundos al menos. Estas des-
cargas ictales se asocian generalmente con manifestaciones clinicas
de crisis epilépticas.

Recientemente se han explorado técnicas de imagenologia fun-
cional basadas en la perfusion cerebral como fMRI combinada con
electroencefalografia (fMRI-EEG) (Gotman et al., 2005) y la espectros-
copiaen el cercano infrarrojo funcional (fNIRS -EEG) (Gallagher et al.,
2008) como herramientas potenciales para identificar el foco epilép-
tico, asi también como para estudiar el acoplamiento entre las regio-
nes cerebrales involucradas en la red epiléptica. A pesar de que los
cambios hemodinamicos disparados por eventos epilépticos han mos-
trado potencial para su localizacidn, las observaciones en neuroima-
genologia aun tienen factores que confunden su interpretacion. Una
razon muy general es que la respuesta hemodinamica no se restringe
al foco epileptogénicosino que se distribuye a través de unared de es-
tructuras cerebrales con una dinamica compleja (Nguyen et al., 2012;
Zhao etal.,2007). Porejemplo, la presenciade activacién espejo (Mo-
rrell y deToledo-Morrell, 1999) hace que la lateralizacion se dificulte.
Incluso cuando hay un foco claroy bien definido, los aspectos tempo-
ralesentre laHbO , laHbR, el CBF, el CBV'y el metabolismo del oxigeno
sonintricados. En las descargas interictalesy, sobre todo, en las crisis,
Se requiere un gran consumo metabolico para generar estas grandes
descargas neuronales (Bruehl et al., 1998); por lo que se ven acompa-
fiadas de un incremento en la perfusion, lo que complica la interpre-
tacion de la fMRIy de la fNIRS, dada la compleja relacion entre las di-
ferentes cantidades de interés.

El téermino conectividad funcional (fc) se aplica a una clase de es-
tudios que examinan las correlaciones coherentes de actividad neural
interregionales, ya sea durante tareas cognitivas o durante el reposo
(Foxy Raichle, 2007). Es una técnica sensible a la sincronia espacial
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y temporal de las fluctuaciones de la actividad neural (Waites et al.,
2006). Estatécnica hasidoampliamente utilizada con mediciones EEG
envarios estudios que han encontrado cambios en la sincronia antes
y después de la crisis (Aarabi et al., 2008; Mormann et al., 2003; Pon-
ten et al., 2007; Schindler et al., 2007; Wendling et al., 2005). La eva-
luacién de conectividad funcional con EEG (fcEEG) interictal se ha de-
mostrado en pacientes con epilepsiade |6bulo temporal (Bettus etal.,
2008), asi también como en nifios epilépticos (Righi et al.,, 2008). Ade-
mas, la fcEEG ha comprobado fungir como predictor del diagnostico de
epilepsia (Douw et al., 2010). La motivacion para aplicar la fc usando
medidas hemodinamicas viene dada por estudios recientes que han
usado fMRI enreposo (Luo et al., 2012; Mankinen et al., 2012; Waites et
al.,2006; Wang et al., 2011), y que encontraron una fc alterada en va-
rias redes funcionales de pacientes epilépticos. En el primero de estos
estudios se realizaron investigaciones en pacientes con epilepsia de
l6bulo temporal izquierdo, donde se encontro una disminucion sig-
nificativa de conectividad comparados con los controles, en areas re-
lacionadas con el lenguaje, en estado de reposo (Waites et al., 2006).
Otros estudios de redes epilépticas documentaron un decremento de
fc en las redes autorreferencial, somatosensorial, visual, y auditivas
(Wang et al., 2011), asi también como en la red neuronal por defecto
(DMN) (Frings et al., 2009; Liao et al., 2011; Luo et al., 2012) y en la red
dorsal de atencion (Zhang et al., 2009). La naturaleza distribuida de
activacion durante las crisis epilépticas, la heterogeneidad de la pobla-
cion de pacientesy el acoplamiento no lineal (Pouliot et al., 2012; Vo-
ges et al., 2012) entre los componentes vasculares durante grandes
descargas neuronales son factores que motivan la investigacion de
estos fenomenos en modelos animales controlados para asi caracteri-
zar mejor los cambios de las redes surgidos de los eventos epilépticos.

En el estudio descrito en este capitulo adaptamos un técnica de-
sarrollada recientemente que combina mapeo de fc usando sefiales
opticasintrinsecas (fcOIS) (Bero et al., 2012; White et al., 2011). Esto nos
permitiéo medirla magnitud de la fc bilateral después de inducir crisis
focales en la corteza somatosensorial, empleando un analisis de corre-
lacién basado en ROI. Dado que todos los procedimientos se efectua-
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ron bajo condiciones de anestesia, el estado anestésico en reposo lo
denominamos simplemente estado de reposo, porsimplicidady clari-
dad. Ademas del contraste de oxihemoglobina previamente usado en
Bero et al. (2012) y White et al. (2011), examinamos la desoxihemoglo-
binay flujo sanguineo medidos de manera simultanea con LSCl para
generar un conjunto extendido de medidas, para caracterizar cambios
hemodinamicos durante amplias descargas neuronales. Este enfoque
multimodal con grabaciones eléctricas y opticas, proporciona una
descripcion completa de la actividad en reposo, antes y después de
la inyeccion de la neurotoxina. La OIS y la LSCI cartografian variables
hemodinamicas sobre toda la corteza cerebral y las grabaciones elec-
trofisiolégicas dan una medida precisa del potencial de campo local
(LFP) en el area que circunda el foco epiléptico. La inyeccion de 4-AP
en la corteza somatosensorial izquierda se uso para producir descargas
epileptiformes (de aqui en adelante denominadas simplemente cri-
sis) que resultan en hiperactividad en las neuronas corticales (Fabene
etal.,2006;Zhao etal., 2011; Zhao et al., 2009). Este modelo ofrece |a
posibilidad de compararla corteza en estado sanoy en estado epilép-
tico en el mismo animal. Hay dos motivaciones para este estudio: (1)
Comprender la modulacion de redes cerebrales en etapas tempranas
de ictiogénesis es importante para mejorar nuestra comprension de
la patofisiologia de la enfermedad (Bettus et al., 2011; Luo et al., 2012;
Mankinen et al., 2012); lo que puede ayudar a descubrir los mecanis-
mos mediante los cuales se alteran estas redes cerebrales. (2) Y lamo-
tivacion a largo plazo de evaluar la utilidad de los analisis en reposo
para localizar el foco epiléptico o detectar las crisis. Nuestro objetivo
fue hacerun estudio de pruebade principio usando imagenologia ép-
ticaen eventos epileptiformes agudos, con la perspectiva de trasladar
estas técnicasaun modeloanimal mas cronico donde no se requieran
condiciones de anestesia.
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METODOS
» Preparacion animal

Todos los procedimientos quirurgicos se llevaron a cabo de acuerdo
a las recomendaciones del Consejo Canadiense de Cuidado Animal,
aprobadas porel comité de éticaen investigacion animal del Instituto
de Cardiologia de Montreal. Nueve ratones C57BL/6 de sexo mascu-
lino (de 8.9 * 0.2semanas, peso de 23.3 2.3 g, Charles River, Wilming-
ton, MA) se anestesiaron viainyeccionesintraperitoneales de uretano
(2mg/g de peso corporal) en una solucion salina a 1090 (peso/volu-
men). La temperatura corporal se mantuvo a 37°Ccon una frazada ca-
lefactora con control de lazo cerrado (MouseSTAT, Kent Scientific, To-
rrington, CT).

Serealizd una traqueotomia para evitar dificultades respiratorias
(Moldestad et al., 2009). El cuero cabelludo se removio de manera cui-
dadosay se hizo una perforacion guiada esterotacticamente en la cor-
teza somatosensorial izquierda (las coordenadas fueron 1 mm al lado
delalinea media, 1 mm caudal a bregma, ver la figura 25B en el apén-
dicell) paralainyeccion de 4-APy monitorear la electrofisiologia usan-
do unaagujadecalibre num. 22.

Los ratones se colocaron en un aparato estereotacticoy se adqui-
rio el ECG de manera subcutanea con un amplificador de una deriva-
cion (amp-bo1, emka TECHNOLOGIES, Paris). La sefial filtrada (en la
banda 0.2-500 Hz) y amplificada (10oox de ganancia) se muestreo a1
kHz. Todos los signos vitales se digitalizaron con una tarjeta de adqui-
sicion de datos (NI-USB 6353, National Instruments, Austin, TX) contro-
lada mediante unainterfaz graficadesarrollada en LabView (National
Instruments), la cual controlaba tambiéen laadquisicion de imagenes.
Para evitar que se secara el craneo expuesto, se hizo un contenedor
con cera osea el cual se adhirio al craneo con gel de ultrasonidoy se
llend con aceite mineral después de posicionar el micro electrodo.
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» Modelo de epilepsia y electrofisiologia

Se logro inducir la actividad epileptiforme de acuerdo con los proce-
dimientos previamente descritos por Zhao et al. (2011, 2009), que se
describen brevemente mas adelante. Las crisis focales se indujeron
con unainyeccion de soo nlL del agente bloqueador de canal K+ 4-AP
(A78403, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) en solucion a 15 mM, a traves
de una micropipeta de vidrio con un controlador de microinfusion
(uMC4, World Precision Instruments, Sarasota FL). El volumen se in-
yecté aunavelocidad desonl/min. La pipetadevidrio de borosilicato
(1 mm de diametro exterior, 0.7 mm de diametro interior, 75 mm de
largo, World Precision Instruments, New Haven, CT) se estiré de ma-
nera horizontal en un jala-pipetas programable (P-2000, Sutter Ins-
truments, Novato, CA).

Después de la inyeccion, se removio la pipeta de vidrio y se co-
loco un microelectrodo de tungsteno (0.5 - 2MQ) a una profundidad
de "soopumenlacorteza, pararegistrar el LFP extracelularen el sitio de
inyeccién. Lasefial sefiltré entre10-5000 Hz, se amplificd 1000 veces
con un amplificador de microelectrodos (modelo 1800, A-M systems,
Sequim, WA), y se digitalizo a10 kHz. Los datos LFP se filtraron de ma-
nera digital entre 0.2 y130 Hz usando un filtro Butterworth de cuarto
orden en posprocesado. Un ejemplo de actividad epileptiforme tipica
se muestraen lafigura2sCen el apéndicelll.

» Sistema optico

Las imagenes OIS se adquirieron con una camara CCD de 12 bits (Pan-
tera1M60, DS-21-01IM60-12E, Teledyne Dalsa, Waterloo, ON) con un ta-
mafo de pixel fisicode12 pm en el circuito integrado y una resolucion
plena de1024x1024 pixeles. El montaje se muestra en la figura 25A en
elapéndicell.

Una interfaz personalizada sincroniza la camara con la ilumina-
cién, alavez que grabalasimagenesylossignosvitales. Se empled una
lente macro (105 mm f/2.8max, Sigma Corp., Ronkonkoma, NY) con
poca profundidad de campo (350 pm). Las imagenes de reflectancia
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delacortezaseregistraron amultipleslongitudes de onda multiplexa-
das en el tiempo (525, 590, 625 nm) producidas por LED de 10W (LZ4-
00MAoo, Led Engin, San Diego, CA). En lailuminacion para imagenes
de granularidad se empled un laser de 9o mW, 785 nm (L785Po9go0,
Thorlabs, Newton, NJ). La apertura de la camara se ajusto a f/8, a un
tamafo similar al del pixel. El multiplexado de las cuatro longitudes
de onda permiti¢ una frecuencia de adquisicion de 5 Hz. Se realizé un
sub-muestreo de 2x2 para poder guardar los datos de manera conti-
nua en el disco duro. La iluminacion se ajusto de modo tal que no so-
breexpuso ni se subexpuso ninguna parte del cerebro, con ninguna
longitud de onda. El tiempo de integracion se ajusto a 10 ms. Todo el
arreglo 6ptico se montd en una mesa optica con amortiguamiento ac-
tivo (RS 2000, Newport, Irvine, CA) para evitar sefiales espurias debido
avibraciones.

» Imagenologia por seiales opticas
intrinsecas (OIS)

El analisis de imagenes espectroscopicas se baso en trabajo previa-
mente publicado (Dubeau et al., 2011; Dunn et al., 2003). En sintesis,
setoman imagenes de reflectancia de cada longitud de onda con la ca-
maray seinterpretan como cambios en atenuacion (densidad optica)
A = |<-u-:|-;!j-, donde/eslaintensidad de luzreflejadael, laintensidad
de luzincidente. Los cambios relativos en HbO, y HbR se encontraron
usando la ley de Beer-Lambert modificada (Delpy et al., 1988) y una
pseudoinversa de Moore-Penrose:

AQD(A, 1] = Ze,-:j:- C(a{A) (5.1)

El factorde longitud de camino diferencial, D(A), se tomd de Dunn
etal. (2005) y los valores fuera del rango 560-610 nm se extrapolaron
de Kohl et al. (2000). El nivel de base de la concentracion de hemog-
lobina total de 100 pM se supuso en base a una saturacion de oxigeno
de 609/ Dunn et al. (2005) para el analisis espectroscopico. Los coefi-
cientes de extincion de la hemoglobina se obtuvieron de Prahl (1999)

UNIVERSIDAD DE LAS AMERICAS PUEBLA

89



90

y los valores de reflectancia se corrigieron para la respuesta espectral
de la camara CCD en convolucién con la distribucion de potencia es-
pectral de los LED (Brieu et al., 2010).

Las imagenes de cada cromoforo (HbO,, HbR) se filtraron espa-
cialmente con un kernel Gaussiano de 11x11 pixeles (0.6x0.6 mm) con
una desviacion estandar de 5 pixeles (0.3 mm). Se grabo una imagen
anatomica coniluminacionde 525 nm, y laregion que corresponde al
cerebro se seleccioné manualmente usando una curva cerrada suave
paracrearuna mascarade cerebro. Todo el procesado de datos se llevd
unicamente en aquellos pixeles marcados como pertenecientes a di-
cha mascara.

» Imagenologia de contraste
por granularidad laser (LSCI)

Ademas de obtener imagenes de los cambios en las concentraciones
relativas de hemoglobina, también se calcularon cambios en CBF me-
diante LSCl. Lagranularidad tiene su origen en la interferencia fortuita
debidaa multiples esparcimientos de una fuente de luz coherente. En
la presencia de particulas esparcidoras en movimiento: el campo de
interferencia tiene fluctuaciones en intensidad, y estas variaciones
se conocen como patrones de granularidad (Boasy Dunn, 2010; Dunn
et al., 2001, 2005). Al integrarse durante el tiempo de exposicion de
la camara el patron de granularidad se vuelve mas borroso donde el
flujo sanguineo se incrementa. Las imagenes de flujo sanguineo se
generan a partir del contraste espacial de la granularidad C, definido
como larazén entre la desviacion estandary el promedio de la inten-
sidad o/<D. El contraste es una funcion del tiempo de exposicion de
la camara T'y se relaciona con el tiempo de decorrelacion tcdelagra-
nularidad, el cual se asume como inversamente proporcional a la ve-
locidad de las particulas esparcidoras (Briers, 2001). Se empled una
ventana de 5x5 pixeles (0.3x0.3 mm) para calcular estas imagenesy
los cambios relativos en flujo sanguineo se calcularon mediante la si-
guiente formula:
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g AL _ AV _ ACHF (5.2)

—qn'T €, V. CBF,

Yaque Av/v, subestima el CBF por menos de un 5% (Luckl et al.,
2010), en esta obra ambas cantidades se supusieron iguales. Las ima-
genes de flujo se sometieron a los mismos procesos de filtrado espa-
cial que las imagenes de hemoglobina, ademas las imagenes de los
diferentes contrastes se redujeron a %2 del tamafio original debido a
restricciones de memoria.

» Consumo metabolico cerebral
de oxigeno (CMRO,)

Los cambios relativos en el CMRO, se calcularon a partir de imagenes
de CBF, HbTy HbR usando la relacion en estado estable siguiente (Jo-
nes etal., 2001; Mayhew et al., 2000):

sewno, (1 +7or) (oveimm)
CMRO, {] ¥y %%&}

La hipotesis central de estarelacion es laausencia de transitorios
con componentes hemodinamicos desacoplados. Aqui, dado que las
RSN se identificaron a partir de datos filtrados entre 0.009-0.08 Hz
(ver seccion Conectividad funcional (fc)), planteamos la hipdtesis de
que, para estas redes, dicha relacion se mantenia. Las constantes yrRy
YT se supusieronigualesai, lo cual las ubica dentro del rango fisiolo-
gicamente plausible (0.75-1.25) (Jones et al., 2001).

» Conectividad funcional (fc)

En este capitulo seguimos el procedimiento detallado por White et
al. (2om) para producir mapas de correlacion basados en ROIl, como el
meétodo para estudiar un aspecto de la fc; los pasos de dicho método
se describen brevemente a continuacion.
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Varias sesiones de adquisicion multimodal (tanto dptica, como
eléctrica) de 15 minutos cada una, se llevaron a cabo en condiciones
de reposo: dos sesiones se efectuaron antes de la inyeccién de 4-AP,
mientras que otras dos se realizaron "5 minutes después de liberar el
compuesto epileptogénico en la corteza somatosensorial, lo que da
un total de cuatro sesiones por raton. Las trayectorias temporales de
cada pixel se filtraron en la banda 0.009-0.08 Hz (usando un filtro
Butterworth de cuarto orden y desfase cero), de acuerdo a estudios
previos de fc (Bero et al., 2012; White et al., 2011). Después del filtrado
temporal, cada trayectoria temporal se submuestred de 5 Hz a1 Hz.

Se genero unasefial cerebral global a partirdel promedio de todas
las trayectorias de los pixeles. Para tomar en cuenta lavariabilidad co-
herente comun atodos los pixeles, se regresa esta sefial global de cada
pixel, usando un modelo lineal general GLM del paquete SPM (Friston
etal.,2006) (SPM8 www. fil.ion.ucl.ac.uk/spm), el cual se ejecuta den-
tro de la plataforma MATLAB (The MathWorks, Natick, MA).

Todas las ROl se colocaron a prioriusando las coordenadas corres-
pondientes alas cortezas izquierday derecha frontal, cingulo, motriz,
somatosensorial, retrosplenial y visual (White et al., 2011), como se
ilustraen lafigura2sBenelapéndicell. Lassefiales se calcularon como
el promedio de los pixeles en un radio de 3.5 pixeles (0.2 mm) a par-
tir del locus, un ejemplo se ilustra mediante la figura 25D en el apén-
dicell. Esta ROl se coloco en el foco epiléptico marcado con el circulo
punteado de lafigura2s5Benelapéndice Il. Se pueden observar un au-
mento en HbO, y la disminucion correspondiente de HbR al inicio de
la crisisinducida.

Conlaaplicacién unilateral de 4-AP se esperan diferencias bilate-
rales entre las regiones corticales, asi que la métrica empleada para
evaluar fc fue la correlacion funcional bilateral, definida como el co-
eficiente de correlacion de Pearson, entre la trayectoria de cada ROI
y suhomologa contralateral, lo que producira seis valores para cada
raton. Estos valores de r se convirtieron a mediciones Z de Fisher Z
usando Z(r)=% In [(1+r)/(1-r)] antes de efectuar las pruebas de hi-
potesis. Dado que las suposiciones para distribuciones normales pu-
dieran nosostenerse en este estudio, suimportancia estadistica se de-
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termino mediante la prueba de Wilcoxon. Los valores P se corrigieron
para comparaciones multiples usando ajuste FDR. Los valores ajusta-
dos se consideraron significativos parap<o.0s5.

RESULTADOS
» Identificacion de redes funcionales

Las redes funcionales que se identificaron de manera previaa lain-
yeccion de 4-AP se observaron de conformidad a la literatura previa
(White et al., 2011) para HbR (ver mapas representativos de cuatro ra-
tonesenlafigura26 enelapéndicell)aunque cabe decirque en algu-
nos casos aparecia una fuerte lateralizacion de algunas redes.

Ya que realizamos una adquisicion multi-espectral, se aplico el
mismo procedimiento paraimagenes de HbO, y de CBF estimado con
imagen de granularidad, y no se observaron cambios significativos
(datos no mostrados). En un experimento se efectuo el analisis uti-
lizando usando una tasa de imagenes mas rapida para investigar el
efecto de la frecuencia de adquisicion. Al no encontrarse diferencias
significativas se confirmd que latasa de adquisicion a sHz resulto ade-
cuada (datos no mostrados).

» Cambios en la conectividad
después de la inyeccion de 4-AP

De un total de nueve ratones, sélo cinco mostraron actividad epilép-
ticade maneraclara (vertabla 5.1 mas adelante) mientras que cuatro,
soloactividad de puntas epilépticas. La crisis epiléptica se caracteriza
por una actividad rapida ritmica de creciente amplitud y decreciente
frecuencia, que evoluciona en puntas ritmicasy actividad lenta de on-
das antes de un téermino gradual (vea un ejemplo de ello en la figura
25C en el apéndice 1), mientras que la actividad de puntas presenta
menos de 10 picos por rafaga (datos no mostrados). Todos los ratones
se combinaron en el analisis de datos. Para evaluar el impacto de las
crisis agudas y de la actividad epileptiforme en las RSNs, 1as sesiones
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en estado dereposoadquiridas posteriormente alainyeccion de 4-AP
se analizaron siguiendo la misma metodologia descrita en la seccidn
Conectividad funcional (fc).

Las correlaciones entre regiones homalogas se investigarony com-
pararon antesy después de la inyeccion de la neurotoxina. Los datos
extraidos de las trayectorias temporales de laHbO, mostraron una di-
ferenciasignificativaen laregion retrosplenial (figura 27A en el apén-
dicell). Para el contraste HbR no hubo diferencia significativa en nin-
gunade lasregiones pareadas (figura27B en el apéndice ll), aunque se
observaunadisminucion de fcen la corteza somatosensorial, tenden-
ciaque se apreciatambién en los datos de flujoy CMRO,. Las regiones
cingulo, somatosensorial y retrosplenial, mostraron cambios signifi-
cativos cuando se analizo el contraste CBF (figura 27C en el apéndice
[): se observo una fc bilateral disminuida en las ROl somatosensoria-
les, mientras que lafcaumentd en las regiones cinguloy retrosplenial.

A fin de determinar si estos cambios hemodinamicos se asocian
con patrones de consumo metabalico, calculamos el CMRO, usando
las formulas de estado estable, dadas las bajas frecuencias de las fluc-
tuaciones frecuentemente documentadas en estudios de fc (Biswal et
al., 2010; Biswal et al., 1995; Fox y Raichle, 2007; Greicius et al., 2003).
Los datos no muestran diferencias significativas (figura 27D en el apén-
dicell). Sinembargo, se aprecia una disminucion de fc en las cortezas
somatosensorial y retrosplenial, aunque no resulta significativa des-
pués del ajuste FDR. Todos los resultados se evaluaron con una prueba
de Wilcoxon, también llamada test U de Mann-Whitney.

Las redes funcionales se derivaron de los datos de imagen filtrados
en la banda especifica de conectividad. También nos interesamos en
medirlacorrelacion entre sefiales brutas antesy después de las crisis,
para observar el grado de alteracion en todas las sefiales antes de lare-
gresion de lasefial cerebral global. Esos datos mostraron que todas las
ROl estan correlacionadas de manera positiva, lo cual indica la presen-
cia de una sefial comun a todos los pixeles durante eventos epilépti-
cos, deahilanecesidad de regresar una sefial global, obtenida del pro-
medio de las sefiales de todos los pixeles identificados como cerebro.
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» Correlacion entre fc y duracion
de la crisis epiléptica

Al restringir el analisis a aquellos ratones que mostraron evidente ac-
tividad epiléptica, nos propusimos investigar si la duracion de la cri-
sistenia un impacto en los cambios de conectividad. A fin de calcular
estos cambios bilaterales se sustrajo la correlacién bilateral durante
las sesiones de control, z,(r), de la correlacion bilateral posinyeccion
4-AP,z,, (1), y se graficaron estos cambios frente a laduracion prome-
diodelascrisisinducidas, comoseilustraen lafigura28enelapéndice
[I. En general las correlaciones entre duracion de crisis y cambios en
conectividad bilateral fueron moderados. Para la corteza somatosen-
sorial, donde se inyecto la toxina, hubo una correlacion positiva. Este
mismo tipo de correlacion se observo en los datos extraidos de las ROl
frontales. Para otras regiones corticales, es decir, motriz, cingulo, re-
trosplenial y visual, se observo el efecto inverso: los cambios se corre-
lacionaron de manera negativa. En lo que respecta al contraste CBF la
correlacion fue significativa en las regiones somatosensorial (r?=0.52)
y retrosplenial (r’=0.75). El contraste HbR mostré una correlacion sig-
nificativa para la region retrosplenial (r>=o0.50), mientras que HbO,
tuvo una correlacion moderada (no significativa) para la corteza mo-

Tabla 5.1. Datos de las crisis epilépticas.

° y o Porcentaje de la sesion en Duracion
= | Duracion de las crisis (s) o )
= estado de crisis (%) promedio (s)
3z Iy . - ~ Ambas

o | Sesiona Sesion 2 Sesion1 Sesion 2 .

= sesiones
1 45, 43,33, 32 35,32,27 52,4.9,38,37 | 4,37,31 353

3 27,33,34 - 2.8,34,35 - 313

4 | 4 71,112 3.2 8.2,12.9 99

7 38,30,30 33,32 4.4,3.4,3.4 3.8,37 32.6

9 130 161 15 18.6 145.5

La primera columna proporciona la duracion (en segundos) de las crisis en cada sesién, mul-
tiples nimeros indican multiples ocurrencias; la segunda columna muestra el porcentaje de
lasesion en el que ocurrio las crisis; finalmente la tltima columna indica la duracion prome-
dio de las crisis por cada sujeto.
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triz(r?=0.41). Lalongitud promedio de los ataques por cada sujeto fue
de 68.7 £ 515. Todas las sesiones de grabacion fueron de 863 segundos.
Latablas.1incluye laduracién de laactividad tipo crisis para cada se-
sion, el porcentaje de esa sesion que pertenece a una crisisy la dura-
cion promedio de las crisis en cada sujeto.

DISCUSION

En el presente trabajo se investigo la fc regional bilateral usando un
analisis de correlacion basado en ROI. La fc antes y después de la in-
yeccion del agente epileptogénico 4-AP en la corteza somatosensorial.

Al usar contraste de HbO,, se encontraron diferencias significa-
tivas de fc en la corteza retrosplenial. Con la HbR como contraste, no
hubo regiones que mostraran una diferencia estadisticamente impor-
tanteaunque la mayoriade las correlaciones disminuyeron. En el caso
del CBF relativo, se observo una diferenciasignificativaen las regiones
corticales correspondientes al cingulo, somatosensorial y retrosple-
nial. Las unicas ROl apareadas que mostraron un decremento signi-
ficativo de fc se encontraron en la corteza somatosensorial, mientras
que las regiones retrosplenial y cingulo mostraron un incremento en
fc; hacemos la conjetura que este aumento puede explicarse por la
proximidad de esas dos ultimas regiones al seno sagital, de modo tal
que sucomportamiento se ve dominado porunincrementoen el dre-
nado venos durante laactividad epiléptica. Para el CMRO, estimado, no
se encontraron cambios significativos en las medidas de conectividad.

Debido ala proximidad de las ROl retrosplenial y cingulo con el si-
tio de inyeccion de 4-AP los cambios en fc bilateral de estas regiones
pueden atribuirse a la proximidad del sitio de inyeccion, lo que sugiere
que laneurotoxina 4-AP pudo haberse propagado hacia esas regiones.
No obstante, en el sitio de lainyeccion, la conectividad homdloga dis-
minuyd, lo cual sugiere que hay un desacople de las conexiones he-
misféricas que enlazan las areas somatosensoriales mientras que en
los sitios retrosplenial y cingulo, aumento la conectividad. Una expli-
cacion podria ser que existe un papel compensatorio en regiones cer-
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canas (que aumentan su conectividad) para subsanar una reduccion
en lasincronizacion homologa somatosensorial. Se observd un feno-
meno similar en Brown et al. (2006), donde después de un derrame
cerebral en la corteza sensorial de ratones, ocurrio una reorganizacion
funcional, en areas cercanas, aunque mucho tiempo despueés (8 sema-
nas). Otra hipdtesis es que los cambios hemodinamicos que se obser-
van aqui pueden reflejar una redistribucion local de flujo sanguineo
asociada con unaactividad metabolica elevada en el foco epiléptico.

» La actividad epiléptica conduce a un aumento
y a un decremento de conectividad funcional

En el caso de HbO, se observo una disminucion significativa en la cor-
tezaretrosplenial. Sin embargo, ladiferencia entre la sesion control y
lasesién posinyeccién no resulté significativaen redes HbR. En el con-
traste de flujo sanguineo se observo un incremento en las ROl parea-
dastanto del cingulo como del retrosplenial, asi como un decremento
significativo en laregion somatosensorial.

En estudios previos que usaron fMRI (Luo et al., 2012; Mankinen et
al., 2012; Waites et al., 2006; Wang et al., 2011), se documento, en ge-
neral, una reduccién de la fc en varias redes funcionales, medidas en
pacientes epilépticos en reposo. Aunque hay que hacerunadistincion
clara con los experimentos descritos aqui, los cuales se enfocaron en
RSN durante eventos epileptiformes agudos, los resultados que emer-
gen de este estudio indican una interaccion compleja entre los dife-
rentes componentes de la respuesta hemodinamica, que conducen
tanto a aumentos como a disminuciones de la fc en nuestro modelo
animal. Apesarde que la HbR, la cual esta estrechamente relacionada
con lasefial BOLD-fMRI, mostro disminuciones no significativas en la
mayoria de las regiones (4 de 5); tanto la HbO_, como el CBF, observa-
ron a sus correlaciones bilaterales moverse en direcciones opuestas
en el sitio de la inyeccion, es decir, en la somatosensorial y en la re-
trosplenial hubo cambios significativos. Estos cambios de correlacién
dependientes de los componentes hemodinamicos indican que hay
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un potencial desacople del flujo y metabolismo, aun en redes de ba-
jas frecuencias.

Todas estas observaciones sugieren que usar una sola modalidad,
por ejemplo fMRI BOLD, para investigar redes en reposo en epilepsia,
puede resultar limitado, al no controlar ni flujo, ni oxigenacion. Aun
asi, queda porinvestigar silos cambios observados se deben a cambios
enlafisiologia (auny cuando no se observaron cambios significativos
nien el ECG nien el ritmo respiratorio), a una alta demanda metabo-
licaen el foco epiléptico o a la propia actividad neural. Un futuro tra-
bajo con un modelo cronico que permita investigar las redes fuera de
los periodos de crisis podria revelar cambios mas coherentes entre los
componentes hemodinamicos.

» La correlacion entre la actividad
electrofisiologica y la conectividad en reposo

Debido a que registramos la electrofisiologia de manera simultanea,
pudimos investigar el efecto de laduracidn de las crisis en correlacio-
nes bilaterales de las RSNs. Nuestros resultados mostraron una de-
pendencia de los cambios en fc bilateral respecto a laduracion de las
crisis, pero sevieron mitigados debido a los bajos valores de r? obteni-
dos en el analisis. Queda por estudiar si estos cambios también estan
presentes en condiciones subagudas, durante eventos de puntas, asi
también como la causa subyacente a los cambios de RSN observados
en pacientes. Nuestros resultados seven limitados porel hecho de que
la electrofisiologia se midio en la corteza somatosensorial; es posible
que una actividad similar medida en otras regiones conduzca a dife-
rentes resultados. El hecho de mantener el craneo intacto, aparte del
sitio de inyeccion permitid observar toda la corteza sin dafios, pero la
ausencia de multiples sitios de registro LFP implica que la dependen-
ciaespacial de laelectrofisiologiasigue siendo unavariable de confu-
sidn que no se investigo.
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» El consumo metabélico refleja cambios
hemodinamicos

EI CMRO, es probablemente el marcador mas cercano a la actividad
neuronal. Aqui planteamos la conjetura de que la relacion de estado
estable entre las sefiales hemodinamicasy el CMRO, se mantiene para
las redes en reposo debido a la baja frecuencia de sus fluctuaciones.
Suponiendo la validez de esta hipotesis y comparando los cambios
de correlacion en las redes obtenidas con el contraste CMRO, nues-
tro analisis muestra cambios que siguieron tendencias similares a los
cambios en HbR, excepto por las ROl visualesy frontales donde las di-
ferencias observadas fueron pequefias. Esta observacion puede a su
vez apoyar el uso de fMRI-BOLD ponderado por HbR como medicion
indirecta de RSN en epilepsia, a pesar de los factores de confusion fi-
siologicos ya conocidos y al desacople hemodinamico mostrado en
este capitulo.

CONCLUSION

Nuestra meta original fue investigar el potencial de la OIS para el es-
tudio de redes epilépticas. Al combinar la OIS con la LSCI fuimos capa-
ces de capturarimagenes simultaneas de cambios en HbO,, HbR, CBF
y potencialmente CMRO,, produciendo asi un buen conjunto de datos
hemodinamicos para estudios de fc durante crisis agudas. En este tra-
bajo, después de inyectar 4-AP en la corteza somatosensorial de los ra-
tones, se observaron cambios significativos en redes derivadas de ROI
cercanas al sitio de inyeccién. Estos cambios no resultaron uniformes
en todos los componentes hemodinamicos lo que sefiala un cuadro
complejo conun potencial desacople entre el flujo sanguineoy el me-
tabolismo en las redes de baja frecuencia. Este estudio apoya la nece-
sidad deinvestigar de manera mas extensa la caracterizacion de redes
epilépticas con mas de una medida hemodinamica.

Existenvarias limitaciones severas que hay que mencionar: la pri-
meraylamasimportante es que los resultados se obtuvieron en even-
tos epileptiformes agudos y en una muestra relativamente pequefa.
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Por consiguiente, no pueden equipararse directamente a aquellos es-
tudios de conectividad en humanos obtenidos tipicamente en perio-
dos de reposo carentes de crisis epilépticas. Asi, se debe tener pre-
caucion al interpretar estos resultados ya que existen varios factores
fisiologicos que pueden confundir la actividad neuronal observada.
En trabajos a futuro se intentard investigar poblaciones mas grandes
de modelos animales cronicos que se asemejen mas a los estudios en
humanos en estado de reposo.
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Imagenologia optica de la

conectividad funcional en
estado de reposo en un nuevo
modelo de rigidez arterial

En este capitulo evaluamos el impacto de larigidez unilateral dela ca-
rotidaen lasredes enreposo. Usando mediciones de CMRO, se encon-
tro una tendencia decreciente de la correlacion bilateral, y dicha ten-
denciafue masevidente en lasareas de |la corteza motrizy cingulo. Los
resultados de teoria de grafos sugieren una pérdida de conectividad
en lasredes funcionales en general (Guevara et al., 2013).

La hipertension arterial es una enfermedad con una prevalencia
de entre 259/ y 3090 de la poblacion adulta mundial (World Health
Organization, 2012) y es un factor de riesgo en el envejecimiento tem-
prano del cerebro, el desarrollo de enfermedades cognitivasy demen-
cias. Los déficits cognitivos, incluyendo leves deficiencias cognitivas
no amnésicas (Roberts et al., 2010), se han asociado con enfermeda-
des coronarias (CHD) (Aronson et al.,1990; Breteler et al.,1994; Singh-
Manoux et al., 2003). Larigidez arterial se ha identificado como factor
de riesgo en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (CVD) y
puede desempefiarun rol en el desarrollo de dichos déficits. Se ha de-
mostrado que la rigidez arterial es un predictor del declive cognitivo
y de la demencia (Pase et al., 2012). Las funciones cognitivas basicas
como atenciéon y memoria también se ven afectadas de manera ad-
versa por el envejecimiento (Glisky, 2007), un proceso que se acelera
debido a factores de riesgo como las CVD.

La imagenologia anatomica y funcional se usa de manera activa
parainvestigardichos cambios en el funcionamiento del cerebro. Exis-
ten correlatos basados enimagen del envejecimientoy de déficits cog-
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nitivos inducidos por la edad, como una disminucién en la conectivi-
dadyenlaeficienciaderedes cerebrales funcionales (Sun et al., 20m),
un pesoyvolumen cerebral menores (Anderton, 2002; ladecola, 2010)
y unareduccion de CBF (Marshally Lazar, 2011; Marshall et al., 2001) re-
lacionada con ladisfuncion endotelial (Bolduc et al., 2012; Faraci, 2011).
Aunque las investigaciones antes mencionadas sugieren que las téc-
nicas de imagenologia cerebral funcional poseen potencial en el am-
biente clinico, se siguen viendo limitadas por dificultades en la inter-
pretacion. Un paso clave esla comprension del impacto de lafisiologia
sistémicay el endurecimiento vasculary/o estenosis en las sefiales
derivadas de la hemodinamica, utilizadas en imagenologia funcional.

Apesarde que los estudios de fMRI usados en investigacion basica
se hanenfocado enlarespuestadel cerebroaunatarea; lascompleji-
dades del disefio de dicha tarea, la duracion de multiples eventos, el
analisis estadistico y su interpretacién, han limitado su uso en gran-
des estudios clinicos. Las RSN con fMRI facilitan la participacion del
pacientey reducen el numero de variables comportamentales impli-
citas en paradigmas basados en tareas, produciendo un conjunto de
redes basicas que pueden cartografiarse de manera confiable en suje-
tos humanos (Foxy Raichle, 2007; Greicius et al., 2003; Gusnard et al.,
2001; van den Heuvel y Hulshoff Pol, 2010). Laaplicacion de mapeo de
RSN con fMRI en diversas areas de la neurociencia harevelado nuevos
aspectos de interés en la organizacion, tanto del cerebro sano (Buck-
ner et al., 2008; Cole et al., 2010), como del cerebro con enfermeda-
des, como laenfermedad de Alzheimer (Gili et al., 2011; Greicius et al.,
2004; He et al., 2009; van den Heuvel y Hulshoff Pol, 2010). Las RSN
han desentrafiado mecanismos potenciales del cerebro en diferentes
areas, pero se necesita resolver el significado concreto de los procesos
subyacentes, asi como suinterpretacion. La caracterizacion de RSN en
presencia de una CVD es un primer paso para establecer técnicas de
RSN en este contextoy puede ser la explicacion de la escasez de estu-
dios en reposo de la patologia vascular. Se han encontrado, tanto au-
mentos, como decrementos en la fc de declive cognitivo vascular en
el estudio de Sun etal(2011). Lafcenreposo seincluyd recientemente
en el estudio RUN DMC de enfermedades de capilares cerebrales (van
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Norden et al., 2011). Recientemente, se ha encontrado unacorrelacion
entre patrones de afectacion de las RSN y una disminucion del des-
empefio cognitivo en pacientes con estenosis de la carotida (Cheng
etal., 2012).

El presente estudio aprovecha el reciente desarrollo de un modelo
murino derigidez arterial controlada, que se induce de manera unila-
teral mediante laaplicacion de cloruro de calcio (CaCl ). En un trabajo
previo (Sadekova et al., 2013), se demostro que este modelo induce de-
generacion neuronal en el hipocampo. Paraahondaren el impacto de
la calcificacion delacarotidaysuaumento derigidez en el cerebro, se
cuantifico la pulsatilidad de flujo sanguineo en ambos hemisferios.
Se observaron cambios estadisticamente significativos en la pulsati-
lidad para el grupo CaCl, lo que sugiere que la rigidez de la carétida
tiene unimpacto en laentrega de sangre aunque no en el flujo de base.
Este modelo, donde uno puede estudiar el efecto aislado de la calcifi-
cacion unilateral de la carotida en el cerebro, nos brinda una oportu-
nidad unica parainvestigar el impacto especifico del endurecimiento
arterial en las RSN.

El presente capitulo tiene como objetivo evaluar la conectividad
en reposo de este modelo derigidez arterial, empleando imagenologia
opticaintrinseca (0IS) multi-espectral. Al usar multipleslongitudes de
onda para lailuminacion, se pueden estimar cambios en la HbO_y la
HbR, mientras que la imagenologia por granularidad (LSCI) da acceso
al CBF relativo. Al combinar estas medidas en un modelo matematico
podemos estimar el CMRO,. Por lo tanto, debido al acceso adiferentes
componentes hemodinamicos, la conectividad funcional basada en
imagenologia 6ptica de sefiales intrinsecas (fcOIS) puede proporcio-
nar informacion adicional que complementa los estudios en reposo
hechos con fMRI en el contexto de CVD.
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MATERIALES Y METODOS
» Modelo animal

Un total de N=23 ratones machos C57BL/6 (de 8 + 0.2 semanas, peso de
23.6 £1.4 8, Charles River, Wilmington, MA), se dividieron en dos gru-
pos paraeste estudio. Las cardtidas de los animales se expusieronaun
procedimiento simulado (Grupo1, N=11), donde se aplicé unasolucién
estérilde NaCla 0.99/% en la carotida; el segundo grupo (Grupo 2, N=12)
sesometio aun procedimiento de calcificacion mediante laaplicacion
de unasolucion de CaCl, a 0.3M. El comité de ética en investigacion
animal del instituto de cardiologia de Montreal aprobé todos los pro-
cedimientos quirurgicos, los cuales se ejecutaron de acuerdo a las re-
comendaciones del consejo canadiense en cuidado animal.

» Aplicacion del cloruro de calcio

Se aplico cloruro de calcio de manera periarterial para desarrollar ri-
gidez de la carotida in vivo. Los ratones C57BL/6 (de 8 + 0.2 semanas
de edad, 23.7 +1.6 g de peso) se anestesiaron con isoflurano (5% para
lainduccion, 20/ para el mantenimiento) en oxigeno (2 L/min parala
induccion, 1.5 L/min para el mantenimiento). Este procedimiento re-
quirié de 45 minutos de anestesia por animal y se controlo la tempe-
ratura corporal entre 36 y 37 °Cusando un calefactor (MouseSTAT, Kent
Scientific, Torrington, CT). Se ejecuto unaincision en el cuello para de-
jar expuesta la arteria carotida comun derecha (RCCA), y entonces se
aplico porveinte minutos un algodon estéril empapado ya sea en so-
lucion NaCl al 0.99/% para el grupo control (N=11) o con una solucion
de CaCl,a0.3M parael grupo bajo tratamiento (N=12). Posteriormente
sesuturo laincision de la piel y se sellé con adhesivo para tejido (Vet-
bond, 3M, St. Paul, MN). Se administraron de manera subcutanea bu-
pivacaina (marcaina) (4mg/kg)y carprofen (5 mg/kg) para proporcio-
naranestesialocal poscirugia. Ademas, se inyect6 carprofen (5 mg/kg)
cada 24 horas durante dos dias o tres si se consideraba necesario. Las
infecciones se previnieron de manera efectiva con la administracion
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posoperatoria de trimetoprim-sulfametoxazol (tribrissen, 30 mg/kg)
cada24 horasdurante3asdias. Losanimales se monitorearon dos ve-
cesal diadurante la primera semana posoperatoriay se evaluaron en
cuanto a peso, sintomas deinfeccion local, doloroincomodidad, com-
portamientoyconsumo de aguay comida. Después de este periodo de
recuperacion, se monitorearon diariamente. La OIS se llevd a cabo dos
semanas después de la operacion.

» Imagenologia OIS

Preparacion animal y montaje dptico

La preparaciondelosratonessellevéacabodelamaneradescritaenla
seccion Preparacion animal del capitulo anterior. El montaje utilizado
en este estudio se ilustra mediante la figura 29 en el apéndice Il. Para
una descripcion detallada del sistema éptico referimos al lector a la
seccion Sistema optico del capitulo anterior.

Procesado OIS y conectividad funcional

El analisis de los datos OIS se basé en trabajos previosy se describe
a detalle en la seccion Imagenologia por sefiales opticas intrinsecas
(QIS), asi como el procesado de imagenes LSCl se relata en el apartado
Imagenologia de contraste por granularidad laser (LSCI). Ambas medi-
ciones se combinan en un modelo matematico para proporcionar no
soloimagenes de HbO,, HbRy CBF, sino también estimados de CMRO,,
como se describe en la seccion Cosumo metabdlico cerebral de oxi-
geno (CMRO,).

» Analisis de redes en reposo
Referimos al lector al apartado Conectividad funcional (fc) para pro-

fundizar en el tratamiento de las redes en reposo basado en regiones
deinteres.
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Mediciones de teoria de grafos

Varias mediciones relacionadas con la teoria de grafos se calcularon
para evaluar el impacto potencial de la calcificacion de la carétida en
las propiedades topoldgicas de las redes cerebrales. A pesar de que es-
tas mediciones no proporcionan informacion especifica sobre el fun-
cionamiento, si proveen indicadores de cambios en las redes que pue-
denocurrircon larigidezarterial. El cerebro se modelé como un grafo
donde los nodos (N) se asociaron a ROl 'y los bordes (K) se asociaron
conlaamplitud de la conectividad funcional z(r) entre estas regiones
(Latoray Marchiori, 2001). Después de calcular la matriz de conectivi-
dadregion aregion, seaplico un umbral para definirla matriz de adya-
cenciaque caracteriza el grafo G. Se eligio un umbral de costode 0.3a
fin de que lared tuviera propiedades de mundo pequefio, caracteris-
ticas de las redes funcionales en el cerebro (Achard y Bullmore, 2007;
Bassetty Bullmore, 2006).

Seinvestigaronvarias propiedades de la organizacion cerebral in-
directamente a través de las mediciones de grafos a nivel de nodo
(Bassetty Bullmore, 2006; Whitfield-Gabrieliy Nieto-Castanon, 2012):
1) el grado, k (G), definido como el numero de bordes que se conec-
tan a un cierto nodo n; 2) el costo C (G), definido como la proporcion
de vecinos conectados a un cierto nodo; 3) lalongitud de camino pro-
medio L (G) que se define como el promedio de los caminos mas cor-
tos del nodo n al resto de los nodos del grafo; 4) la eficiencia global
E !(G), 1a cual es el promedio del inverso de la distancia mas corta de
laregion n hacia los otros vértices del grafo; 5) el coeficiente de agru-
pamiento CC (G), definido como la probabilidad de que los vecinos
de este nodo también estén conectados entre si; 6) la eficiencia local
E l(G), definida como el promedio de la eficiencia global entre to-
dos losvecinos del vértice n. Finalmente, 7) el grado de intermediacién
CB (G)de unnodo nen particular es la proporcion de todos los cami-
nos mas cortos en una red que pase por dicho nodo.

A través del promediado de las medidas a nivel de nodo se generan
medidas que reflejan laintegracion total dentro de la red. Estas medi-
das, en resumen se ingresaron a un modelo lineal general de segundo
nivel para comparar patrones de fc entre el grupo control (NaCl) y el
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grupo CaCl.. Larelevancia estadistica se determino mediante la prueba
tdeStudentnoapareada (p<o.05) con correccion FDR. Todas las medi-
das de teoria de grafos se ejecutaron mediante el paquete de progra-
mas CONN (Whitfield-Gabrieliy Nieto-Castanon, 2012).

RESULTADOS

Durante las inspecciones diarias del periodo posoperatorio no se ob-
servaronsignosde infeccion, pérdida de peso o incomodidad. Dos ani-
males del grupo CaCl_ fallecieron antes de la sesion de imagenologia,
debido -posiblemente- a un posicionamiento incorrecto del tubo de
traqueotomia, lo que impidid unarespiracion normal. Otro animal del
mismo grupo no seincluyd en el analisis debido a datos de pobre cali-
dad causados porsaturacion no deseada fuera de laregion de interés,
lo que ocasioné que unalinea completa de la camara CCD se saturara.
La muestra final usada para todo el analisis fue de N=9 para el grupo
CaCl,yde N=n parael grupo NaCl (control).

» Conectividad funcional basada
en regiones de interés

Los mapas de correlacion HbO, promediados para ambos grupos se
muestran en la figura 30 del apéndice Il. Las dos primeras columnas
pertenecen al grupo control (NaCl), mientras que las ultimas dos per-
tenecen al grupo CaCl . Cada fila contiene los mapas generados de una
ROl situada en una region cortical en particular, primero se mues-
tra la ROl localizada en el hemisferio izquierdo y después su homo-
logo contralateral. El grupo CaCl, mostro una extension espacial ma-
yor de pixeles correlacionados positivamente, respecto al grupo Nacl
(CaCl,=7.690 £3.6%0 vs. NaCl = 5.14%0 +1.63%, p=0.0278) donde se de-
finio la extension espacial como el porcentaje de pixeles que mostra-
ron un coeficiente de correlacion mayor que 0.5. Los mapas represen-
tativos de fc para otros contrastes no son mostrados, al sersumamente
similaresal de HbO..
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Los mapas con contraste HbO_ de la figura 31A en el apéndice |l
mostraron -principalmente- cambios no significativos de correlacion
bilateral funcional z(r) de los ratones CaCl, comparados a los contro-
les. Sevio una disminucion en las regiones frontal, motrizy retrosple-
nial, y se observo un aumento en las zonas cingulo, somatosensorial
y visual. Los datos de HbR (figura 31B en el apéndice II) muestran una
disminucion de z(r) en todas las regiones excepto en la corteza visual
donde se incremento, aunque de manera no significativa. Los datos
de CBF (figura31Cen el apéndice II) muestran en general valores mas
pequefios de z(r) en todas las regiones corticales. Esto podria expli-
carse por una mayor varianza en los datos CBF asociada con una ad-
quisicion mas ruidosa de la sefial de granularidad. Con este contraste
las regiones que mostraron una menor z(r) en los ratones CaCl_fue-
ron la motriz, el cingulo y la somatosensorial. Las regiones corticales
frontal, retrosplenial y visual tuvieron una z(r) ligeramente mayor en
el grupo CaCl , respecto a los ratones NaCl. Los datos CMRO (figura31D
en el apéndice Il) mostraron una tendencia de z(r) disminuida en los
ratones que se sometieron al procedimiento CaCl,, excepto en la cor-
tezafrontal. La conectividad mostro unatendencia decreciente en las
regiones motriz (p=0.1241) y cingulo (p=0.1241).

Afindeexplorara profundidad la robusteza de la conectividad bi-
lateral observada, se corrio un segundo analisis, donde se excluyeron
los datos que se alejaron mas de 3 desviaciones estandar de la media
(Pukelsheim,1994). Los resultados obtenidos después de remover es-
tos casos aparte, resultaron muy similares a lo obtenido con el con-
junto completo de datos, siguiendo las mismas tendenciasy por consi-
guiente no se muestran aqui.

» Mediciones de teoria de grafos

En las mediciones de HbO, se encontraron diferencias significativas
paralas mediciones globales anivel dered, tanto en el grado de inter-
mediacién, como en la longitud de camino promedio, los cuales re-
sultaron mas elevados para el grupo NacCl. Al observar las propiedades
topologicas de cada region se encontraron diferencias (aunque no sig-
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Tabla 6.1. Resumen de los resultados significativos del analisis de segundo nivel empleando
mediciones de teoria de grafos’.

Anivel de ROI Anivel de red
HbO, HbR  CBF  CMRO, Hbo, HbR CBF CMRO,

.'-':."“""'|_|':'| M, M,F M, palabal iy N

Pl G) Fo M, R, V, Flealygy :

CH G M, M, CEGY | '
Lulf] M, C Cia)

Ll | S, S.F.F.C | S, FV, L) * .

ClnlC] Fr MRV, ey )
k(4] M, C E{7]

‘Incremento en el grupo CaCl, con respecto al grupo NaCl se muestra en negritas, mientras que
un decremento se muestra en italicas. Las negritasy un + indican valores p corregidos a un
nivel de relevancia de o0.05. Mediciones: eficiencia global E *«/(G), eficiencia local E *</(G),
el grado de intermediacion CB, (G), costo C (G) C (G), longitud de camino promedio L (G),
coeficiente de agrupamiento CC (G) y grafo k (G). Abreviaturas: F: corteza frontal, M: corteza
motriz, C: corteza cingulo, S: corteza somatosensorial R: corteza retrosplenial, V: corteza visual,
los subindices indican (L) regién izquierda, (R) region derecha.

nificativas al corregirse para FDR) en las eficiencias global y local, asi
comoen el grado deintermediacion, lalongitud de camino promedio
y el coeficiente de agrupamiento.

Anivel dered no hubodiferenciassignificativas en las mediciones
de HbR, pero a nivel de ROI la region motrizizquierda mostro diferen-
cias significativas (aunque no corregidas para FDR) en costo y grado.
También la region izquierda somatosensorial mostré un incremento
enlalongitud de camino promedio.

Los analisis de grafos basados en datos de CBF mostraron un au-
mentosignificativo de la eficiencia global, el grado de intermediacion
la longitud de camino promedio; se encontraron disminuciones sig-
nificativas en la eficiencia local y en el coeficiente de agrupamiento.
A nivel de region hubo un aumento significativo en el grado de inter-
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mediaciony en el coeficiente de agrupamiento para la region motriz
izquierda. Se encontraron algunas diferencias a nivel de region, aun-
que nosignificativas después de correcciéon FDR en la eficiencia, tanto
global, como local, longitud de camino promedio y el coeficiente de
agrupamiento.

Al usar estimados de CMRO, se encontraron incrementos signi-
ficativos en agrupamiento y grado (aunque sin correccion FDR) en la
region cingulo izquierdo; aunque no se encontraron diferencias con
CMRO, a nivel de red.

Los resultados discutidos arriba se basaron en redes binarias. Ex-
tendiendo estos resultados lafigura32del apéndice ll reporta resulta-
dos para redes ponderadas, mostrando laintensidad promedio de las
conexiones para ambos grupos, donde el tamafio de los nodos refle-
janel grado de intermediacion CB (G), una medida de laimportancia
relativa de cada regién en la red. Hay pocos cambios evidentes en la
conectividad en general que pueden inferirse de las redes de hemog-
lobinay CBF por si solas. Los cambios de conectividad en CMRO, son,
empero, mas evidentes: hay un gran numero de nodos anticorrela-
cionados en el grupo CaCl. y también una gran cantidad de nodos que
sobrevivieron el umbral aplicado. Los datos de CMRO, también mues-
tran mas nodos anticorrelacionados en el grupo CaCl, al compararse
con el grupo control.

DISCUSION

El objetivo de este estudio fue evaluar el impacto de larigidez unilate-
ral dela carétida en las RSN de ratones bajo anestesia. Mientras que un
creciente numero de estudios sugieren que larigidez arterial es un fac-
torderiesgo predictivo de déficits cognitivos con la edad, sigue siendo
unreto evaluarsurol enlamodulacion de la hemodinamica funcional,
sobre todo por una falta de modelo animal que aisle estos efectos. El
flujo sanguineo que viene de la carotida alimenta el circulo de Willisy
representatipicamente el 700/ de la perfusion total en el cerebro. En-
tre las regiones selectas para nuestro analisis, esperamos que la cor-
teza occipital (visual) asi también como parte de las cortezas temporal
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y parietal, reciban un flujo disminuido de la carotida en comparacion
con otras regiones.

» Cambios hemodinamicos

Los cambios observados en la extensién espacial de los mapas de co-
rrelacion reflejan una reorganizacion de la conectividad funcional
derivada de mediciones hemodinamicas en la corteza. Para regiones
individuales se observaron areas significativamente mayores de fluc-
tuaciones hemodinamicas coherentes contralaterales para el grupo
CaCl,. Podemos especular gue este mecanismo se originaen la respuesta
fisiologica a la pulsatilidad originada por la rigidez de la alimentacién
al circulo de Willis, lo que potencialmente induce una respuesta glo-
bal de lasarterias de resistencia. En otro estudio (Sadekova et al., 2013)
se observaron cambios en la dilatacion mediada por el flujoy en el
tono miogénico en arterias aisladasy presurizadas, sujetas a diferen-
tes niveles de pulsatilidad, apoyando este mecanismo como un mo-
dulador vascular de cambios en la conectividad independientes del
metabolismo.

Al enfocarnos en la localizacién de la region y la amplitud de las
correlaciones en lugar de su extension espacial, encontramos que los
resultados de las mediciones de HbO_, HbRy CBF reflejan que, en com-
paracion con el grupo NaCl, los ratones CaCl, tienen valores de correla-
cién bilateral menoresenla corteza motriz, pero mayores en la corteza
visual. En otras regiones, dependiendo del componente hemodina-
micoylalocalizacion espacial, hay cambios de correlacion bilateral en
ambas direcciones (aumentoy decremento) lo que sugiere interaccio-
nes entre diferentes sistemas hemodinamicos cuando se manipulael
flujo sanguineo de manera unilateraly una pérdida de sincronia neu-
ronal debido a la degeneracion en el hipocampo, previamente des-
crita, que este modelo exhibe. Los resultados generales de evaluar la
sincronia bilateral destacan laimportancia de interpretar cuidadosa-
mente los resultados de una sola sefial hemodinamica como medicion
indirecta de cambios neuronales, sobre todo en situaciones donde el
suministro de sangre se ve afectado.
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» CMRO,

Entre los cambios importantes, los cambios de fc del CMRO, no siem-
pre correspondieron alos cambios observados en otros contrastes. De
hecho, cuando observamos las correlaciones homalogas, los resulta-
dos de CMRO, fueron diferentes en 5090 de los casos analizados, res-
pecto alos cambios en CBF, HbO,y HbR. EI CMRO_ mostro una tenden-
cia decreciente en la fc del grupo CaCl, que resultd mas evidente en
las regiones motrizy cingulo. Ya que el CMRO, tiene el potencial para
mostrar una independenciade los cambiosvascularesy proporcionar
una medicion metabolica que se espera sea muy cercana a la activi-
dad neural, los cambios observados pueden reflejar de mejor manera
la degeneracion neuronal en el hipocampo que se presenta en este
modelo. Al usar fcOIS basada unicamente en la absorcién de lahemo-
globina no podriamos diferenciarla respuestavascular de la actividad
metabdlicasubyacente, de ahilanecesidad de un conjunto mas com-
pleto de parametros hemodinamicos. Estos resultados apoyan laidea
de que hay que tener cuidado cuando se interpretan estudios de co-
nectividad funcional con técnicas basadas sélo en la hemodinamica.

» Mediciones de teoria de grafos

Concentrandonosanivel de ROI, larigidez de la RCCA tuvo un impacto
mayor en la corteza frontal derecha, tanto en mediciones de HbO,, como
en las de CBF. La eficiencia local y el coeficiente de agrupamiento, am-
bas medidas de la robustez de la red, son considerablemente mayores
en el grupo Nacl, indicando en potencia la pérdida de eficiencia de la
red debido alaaplicacion de CaCl . Estadisminucion en el promedio de
toda la corteza del coeficiente de agrupamiento puede interpretarse
como un reflejo de laaleatorizacion de las redes funcionales debido a
larigidez arterial; esta aleatorizacion es particularmente notableen la
corteza motriz derecha. El grado de intermediacion se encontré que
eramayoren el grupo CaCl,, lo cual sugiere que se desarroll6 un papel
mas centralizado de esa region en la estructura general de lared. Las
diferencias nosignificativas en costoy grado en laregion cortical mo-
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trizizquierda (en HbR) sugieren que este nodo se desconecto de lared
global, con menos vecinos en el grupo CaCl . El costoy el grado tam-
bién se redujeron en el cingulo izquierdo bajo mediciones de CMRO,,
pero estos cambios no sevieron reflejados a nivel global.

La inspeccion visual de las redes funcionales ponderadas (figura
32enelapéndicell)indican unareorganizacion de las redes de CMRO,,
pero debido alafaltade unaformulacion unica para medidas basadas
en redes ponderadas (Saramaki et al. 2007) su caracterizacion plena
sigue siendo compleja.

» Impacto para BOLD-fMRI

La cartografia de redes en reposo constituye un enfoque unico para
evaluar el funcionamiento del cerebro en poblaciones de pacientes
donde hacer fMRI, basada en tareas, es todo un reto. La sefial BOLD-
fMRI se origina de las propiedades magnéticas de HbR, depende del
volumen sanguineo flujoy desoxigenacion locales, y estd sesgada ha-
cia la vascularizacion de tipo venoso. Nuestros resultados muestran
que lasinvestigaciones de conectividad de redes basadas unicamente
en sefiales de HbR, en efecto, muestran una disminucion de conecti-
vidad entre regiones homalogas, pero estos cambios no fueron signi-
ficativos, y resultaron mas débilesy sélo parcialmente coherentes con
las observaciones empleando CMRO,. A nivel global, las sefales de HbR
mostraron cambios pequefios en comparacion con los de CBFy CMRO..
En general, estos resultados sugieren que la sefial BOLD-fMRI puede
estar potencialmente modulada porlarigidez de lavascularizacion ar-
terial y se puede ver beneficiada al realizarse mediciones calibradasy
basadas en el flujo sanguineo, aplicadas a estudios que investigan las
RSN en poblaciones afectadas por larigidez arterial.
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CONCLUSION

Al usar un nuevo modelo roedor de calcificacion de la carétida, pudimos
investigar por primeravez el efecto aislado de larigidez arterial unila-
teral en las redes en reposo. Es dificil hacer una comparacion directa
de nuestros resultados con enfermedades en humanos o incluso con
otros modelos animales, ya que nuestro modelo es especifico para el
estudio de larigidez de la carotida, independientemente de otras va-
riables, como cambios sistémicos en la presiéon sanguinea, altos ni-
veles de lipidos en circulacion que estan presentes en otros modelos;
u otros factores que conducen a larigidez arterial en humanos como
el envejecimiento o la arterosclerosis. Al usar fcOIS multi-espectral,
nuestros resultados muestran modificaciones en las redes asociadas
con un potencial desacople entre las diferentes medidas hemodina-
micas (HbO,, HbRy CBF) y el metabolismo (CMRO,). Aunque quedan
factores de confusion debido al hecho de que el procedimiento pro-
duce degeneracion neural en el hipocampo y también alteraciones
vasculares laterales debido a la rigidez inducida en la carétida, am-
bos efectos alteran las RSNs, nuestros resultados resaltan la impor-
tanciade calibrar lasimagenes cerebrales cuando hay un remodelado
arterial.
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Imagenes de una lesion inflamatoria
en el cerebro neonato de la rata
usando tomografia fotoacustica

En este capitulo se describe la aplicacion de |a PAT para evaluar la sa-
turacion de oxigeno (SO,) y los cambios de conectividad en el cerebro
neonatal delarata, usando un modelo de lesion de materia blanca. La
reduccion en SO, medida in vivo se puede explicar parcialmente por
la evaluacion histologica de la microvascularizacion. No hubo diferen-
ciasen la conectividad funcional homologa en el grupo lesionado, en
comparacion con los controles, este resultado puede explicarse por
el corto periodo transcurrido entre la lesion y la toma de imagenes.
(Guevaraetal., 2013).

La leucomalacia periventricular (PVL) es una de las causas predo-
minantes de paralisis cerebral y de déficit del desarrollo neuroldgico
en infantes prematuros (Blumenthal, 2004). El mecanismo fisiopato-
l6gico principal se creia que era debido a la inestabilidad hemodina-
mica de la circulacion cerebral pasiva, lo que debilitaba las areas de
materia blanca, compuestas de pre-oligodendrocitos altamente vul-
nerables alos radicales libres (Blumenthal, 2004). Estudios recientes
han mostrado una asociacion entre la inflamacién y la lesion de ma-
teria blanca (Dammann et al., 2002; Dammanny Leviton, 2004; Hag-
berg et al., 2005). Aun asi, no queda del todo claro si la inflamacion
induce cambios hemodinamicos en la materia blanca en desarrollo.
Una dosis intravenosa de lipopolisacaridos (LPS) suficiente para cau-
sar hipotension también afecto el suministro de O, ala materia blanca
(Dalitz et al., 2003). No obstante, un experimento conducido en ove-
jas fetales mostro que dosis pequefias de LPS no eran suficientes para
producir hipoxemia ni hipotension sistémica, pero podian disparar
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lesiones significativas en la materia blanca (Duncan et al., 2006). A la
fecha, se sabe poco sobre los cambios locales en el aporte de oxigeno
cuando existe inflamacién inducida por LPS. En los roedores, uno de
los modelos posnatales mas robustosy reproducibles consiste en efec-
tuar una inyeccion de LPS en el cuerpo calloso. Puede replicar todos
los aspectos de la PVL incluyendo astrocitosis, reaccion microglial, pér-
dida celular preoligodendrocito, necrosis, apoptosis, hipomielinacion
(Cai etal., 2003; Pang et al., 2003), atrofia hipocampal (Wang et al.,
2013) y los marcadores de comportamiento de la PVL (Choi et al., 2011).
Unareciente caracterizacion del modelo mediante MRI mostro claras
similitudes entre lo que se ve en infantes prematuros con dicha le-
sién, como una disminucion del coeficiente de difusion aparenteenla
materia blanca, aumento de la constante de tiempo de relajacion de
T2, dilatacion ventricular medible eincremento en la capacidad de di-
fusion radial (Lodygensky et al., 2010).

Los cambios regionales que se observan en la lesion de materia
blanca eninfantes prematuros se han descrito mediante NIRS. Esta téc-
nicabien estableciday portatil se ve limitada por laausencia informa-
cionaprofundidad, donde porejemplo, la presenciade un hematoma
subdural o un edema puede conducir a resultados erroneos. Ademas,
latécnica no puede diferenciar la corteza de la materia blanca o lasa-
turacion extraida de la circulacion venosa. Aunque se puede obtener
informacion parcial en profundidad utilizando métodos de recons-
truccion tomograficos (Boas et al., 2001; O’Leary et al., 1995), éstos
tienen sus limitaciones. La imagenologia fotoacustica es una técnica
sensible a la profundidad, no invasiva que combina el contraste in-
trinseco de la éptica con la ventaja de la alta resolucion del ultraso-
nido (Wangy Hu, 2012; Xiang et al., 2012). Al iluminar el tejido usando
un laser de pulso corto, ocurre una expansion termoelastica transitoria,
generando una onda de presion ultrasénica, que puede ser detectada
por un transductor (Wang et al., 2003). Al usar mas de una longitud de
ondaylainformacidn espectroscépicade lahemoglobina, posee el po-
tencial paradeterminarlasaturacion de oxigeno regional. En cachorros
de raton, datos recientes muestran que solo 24 horas de lesion hipo-
xica isquémica fueron suficientes para inducir un 409o de reduccion
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enladensidad cerebro-vascular (Honoré et al., 2013). En este estudio,
se buscaron evaluar cambios en la saturacion de oxigenos local 24 ho-
ras después de someterlos a LPS, al maximo de la lesién inflamatoria,
y determinar si alguno de los cambios detectados in vivo estaria co-
rrelacionado con una modificacion del esqueleto microvascular de la
cortezay la materia blanca.

Multiples estudios de imagenologia funcional en el cerebro en de-
sarrollo han tenido éxito en la identificacion de una respuesta fisiol6-
gicaatareasexternas (Born etal.,2000; Born et al.,1998; Seghier et al.,
2006). A pesar del éxito de este enfoque que requiere una preparacion
compleja, la atencion se ha centrado a la cartografia cerebral en con-
diciones de reposo (Smyser et al., 2011), un enfoque mas adecuado en
neonatos, donde los estudios fMRI basados en tareas son todo un reto.
La resonancia magnética en estado de reposo (rsMRI) simplifica el di-
seflo experimental, consiguiendo asi que los estudios longitudinales
sean factiblesen losinfantes (Doria et al., 2010; Smyser et al., 2010, 2011).

Desde el descubrimiento de que las areas espacialmente remotas
estan conectadas en el dominio temporal a través de fluctuaciones es-
pontaneas de baja frecuencia en la sefial BOLD (<0.1Hz) (Biswal et al.,
1995), se han llevado a cabo varios estudios en estado de reposo en los
infantes (Church et al., 2009; Damaraju et al., 2010; Doria et al., 2010;
Fransson et al., 2007; Liu et al., 2008; Smyser et al., 2010); aunque los
infantes que presentaban PVL se excluyeron de estos estudios (Dama-
raju et al., 2010; Fransson et al., 2007). Recientemente, Smyser et al.,
han caracterizado el dramatico efecto de la lesion de materia blanca
en infante prematuro mediante estudios en estado de reposo (Smyser
et al., 2013). Asi, la deteccidn temprana de los cambios de conectivi-
dad funcional inducidos por la PVL podrian convertirse en una herra-
mienta no invasiva para monitorear recién nacidos en riesgo e identi-
ficareventualmente aquellos que requieran terapia neuroprotectora.
Aunasi, llevara cabo mediciones de MRl en infantes prematuros ines-
tables, es complicado. La posibilidad de tener datos sensiblesala pro-
fundidad en conectividad funcional seriainmensamente util, porello
exploramos el potencial de laimagenologia fotoacustica para detectar
conectividad funcional.
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El objetivo de esta aplicacion fue determinar el impacto de la in-
flamacion en el cuerpo callosoy en la corteza, ambos afectados por
lainflamacion. Ademas se exploré la posibilidad de evaluar la fc utili-
zando PAT en cachorros inmaduros de rata.

MATERIALES Y METODOS
» Declaracion ética

Todos los procedimientos quirurgicos se realizaron conforme alasre-
comendaciones del consejo canadiense de cuidado animal, también
fueron aprobados por el comité de ética en investigacion animal del
Instituto de Cardiologiade Montreal y porel comité institucional para
el cuidado animal en lainvestigacion en el centro de investigacion del
CHU Sainte-Justine. Todos los procedimientos se llevaron a cabo bajo
anestesia de isofluranoy se realizo el mayor esfuerzo para minimizar
el sufrimiento.

» Lesion inflamatoria neonatal

En este estudio se usaron 19 cachorros de rata Sprague-Dawley de 3
dias de nacido (P3) provenientes de cuatro camadas (9.8 0.3 g de
peso, Charles River, Wilmington, MA); a los cachorros se les dio agua
y comida ad libitum. Los cachorros P3 equivale a infantes muy jove-
nesdeentre 24y 28 semanas de gestacion (Sizonenko etal., 2003). En
este trabajo se siguio el mismo procedimiento de estudios anteriores
(Lodygensky et al., 2010) el cual fue disefiado por el grupo de Cai (Cai
etal., 2003; Pang et al., 2003) y se describe brevemente mas adelante.

Los cachorros P3 (n=19) se separaron aleatoriamente en dos gru-
pos:elLPS(n=1;n_ . =6,n, . =5)yelgrupoNaCl(controlsimulado
n=8;n_. =7,n, . =1).Aloscachorrosse lesaplicé unainyeccion
guiada porultrasonido utilizando el sistema de micro-ultrasonido Vevo
LAZR (FUJIFILM VisualSonics Inc., Toronto, ON, Canada) ya sea con LPS
ensuspension (1 mg/kg, E. Coli, serotipo 055:B5, Sigma St Louis, MO) en
o.5 pl desalinaestéril o con el mismo volumen de salina estéril para el
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grupo control simulado. La inyeccion se aplico en el cuerpo calloso a
nivel equivalente de P-7, cg (Ramachandray Subramanian, 2011), ilus-
trado en la figura 33A en el apéndice Il. Las inyecciones se realizaron
mediante una micro-pipeta montada en un inyector controlado por
microprocesador (Micro4 de World Precision Instruments) a una tasa
de1oonlL/min. Todas las inyecciones se llevaron a cabo bajo aneste-
sia de isoflurano, y se hizo todo el esfuerzo posible para minimizar el
sufrimiento. Todos los animales sobrevivieron a la inyeccion. 24 ho-
ras mas tarde se tomaron imagenes como se describe en la siguiente
subseccion.

» Imagenologia PAT

Los cachorros se aseguraron en un montaje esterotactico neonatal,
disefiado personalmentey colocado en la estaciéon de imagenologia;
se monitorearon, tanto larespiracion, como la temperatura con el sis-
tema 1025l (SA Instruments Inc., Stony Brook, NY). El sistema de ima-
genologia fotoacustica Vevo LAZR se empled para adquirir todas las
imagenes con un transductor ultrasonico LZ250 a una frecuencia cen-
tral de 21 MHz. El barrido-B tard6 1.4 s por cuadro con un FOV de13 mm
deancho x18 mm de profundidad (512 lineas-A, 416 muestras) usando
unarreglo de 256 elementos con unaresolucion axial de 75 um. Una se-
cuenciade barridos-B se adquirié durante un periodo de s minutos. La
imagenologiafotoacusticafuncional sellevo a cabo en dos longitudes
de onda (A =750 nmy A =850 nm) con una energia de pulso de apro-
ximadamente18 mJ/cm? Lasimagenes de hemoglobinatotal (HbT)y
de saturacion de oxigeno (SO,) se calcularon internamente a partir de
los datos brutos de acuerdo al procedimiento descrito en detalle en
las referencias (Ephrat et al., 2012; Wang et al., 2006):

HET = Pe A} unald3) — s (32)A0uen s} (7.1)
Eynnldy De Jhidy () — €pppld; :“'rmrl_. (4,)
50 .ﬂll{';'.']f_ln'hﬁ'l:.'j:l:l = My Ay Mesepnldz) 7.2)

i .ﬂ.:':.-‘l-| s P ':."-3] = J*.:['lz:]fjf |.'|-E':J-|.:|
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Donde u_es el coeficiente de absorcion estimado (cm ),eHbozy S
son los coeficientes de extincion molar (cm™™™) de la oxi- y desoxihe-
moglobina respectivamente; asi AeHbR:eHboz- €,,.- UNavez que se esti-
maron los coeficientes de absorcion efectivos, se calculan laHbTy la
SO,. Los valores de oxi y desoxihemoglobina (HbO, y HbR respectiva-
mente) se calcularon usando las siguientes ecuaciones:

{H.trﬂl. = S0, HbT
HER = (1 — SO.)0HbT (7:3)

Se grabo una sesion de cinco minutos por cada animal. La misma
sesion se uso para calcular lasaturacion cortical localy la conectividad
funcional. La saturacion local cortical se calculo usando el promedio
de losvalores de SO, durante el estado de reposo después de remover
los cuadros contaminados con excesivo movimiento (ver latécnicade
limpieza mas abajo). Los valores promedio de SO, se calcularon en un
rectangulo de 1xo.5 mm?; 12 SO, en la corteza se calculé en una curva
suave que circundo laregion de interés, ya sea en la corteza izquierda
oenladerechacomose muestraen lafigura7B.

» Analisis de conectividad funcional
basado en regiones de interés

First, all functional images (PAT) within each scan were realigned to the
firstimage to reduce the impact of motion artifacts. Images of each con-
trast were spatially smoothed with a Gaussian kernel of FWHM=0.2 mm.
Imaging of the anatomy was performed by an ultrasonic B-scansimul-
taneously recorded, from which the region corresponding to brain was
manually selected using a closed spline curve to create a brain mask.
All further processing was performed only on those pixels belonging
to the brain mask. The image time series were temporally band-pass
filtered (zero phase-shift fourth-order Butterworth filter) at 0.009-
0.08 Hz, according to previous functional connectivity studies (Gue-
vara et al., 2013; Jonckers et al., 2011; White et al., 2011; Zhao et al.,
2008). In order to account for spurious variability, several nuisance
variables were regressed from each pixel time course including (a)
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The signal averaged over the lateral ventricles (LV), (b) the signal av-
eraged over a region in the deep white matter and (c) three param-
eters obtained by rigid body motion correction (translation along X
and Y axes and rotation around those same axes). Regression of the
aforementioned parameters was performed simultaneously using a
General Linear Model (GLM) from the package Statistical Parametri-
cal Mapping (Friston et al., 2006) (SPM8, www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm)
running on a MATLAB (The MathWorks, Natick, MA) platform. In previ-
ous studies, the global brain signal, created from the average of all the
pixels time traces, was found to introduce artificial anticorrelations
(Murphy, Birn, Handwerker, Jones, & Bandettini, 2009), even though
a neural basis for such anticorrelations is probable (Fox et al., 2009),
itwas notincluded as a regressor in this study.

All seeds were placed a priorion the rat brain using anatomical
definitions from the Ramachandra atlas with complementary infor-
mation from the Paxinos atlas (Paxinos & Watson, 2007; Ramachandra
& Subramanian, 2011), as shown on Figura 33B en el apéndice Il . Seed
time-courses were computed as the mean time course of the pixels
within a 0.5 mm radius from the seed locus. Several seed radii were
explored (from 0.1to 0.5 mm), only limited by anatomical specificity;
the largest radius was chosen because of stronger values in bilateral
correlations.

» Limpieza

El movimiento durante la adquisicion de imagenes influencia la cali-
dad de los datos PAT. El movimiento de la cabeza causa cambios espu-
riosenlaintensidad de lasenal fotoacustica. Después de realinear los
cuadros y regresar los parametros de movimiento, se aplico una téc-
nica de limpieza llamada en inglés scrubbing para remover aquellas
medicionesdistorsionadas por movimiento no deseado (Power et al.,
2012). La limpieza se basa en dos mediciones para etiquetar los cua-
dros contaminados por movimiento excesivo: desplazamiento cuadro a
cuadro (FD)y DVARS (La D es por derivada temporal y VARS significa va-
rianza RMS [media cuadratica] sobre los pixeles) (Smyser et al., 2010).
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La métrica FD representa el movimientoinstantaneo de la cabezay
esunamedidaempirica calculada a partir de cuatro parametros; en la
ecuacion (7.4)Ad =d - d;,, representala derivada delatraslacionalo
largo del eje x, y de lamisma manera para los otros parametros de mo-
vimiento rigido; el desplazamiento rotacional |Aa | se convirtio de ra-
dianesamm, calculando la longitud de arco en un circulo de radio 4.05
mm, ladistancia media de la corteza al centro de la cabeza en ratas P4.

FD; = 14d | + |Adi;| + [day] (7.4)

La otra métrica, DVARS se calculé el valor RMS de la derivada de la
sefial global; esta medicién representa qué tanto ha cambiado la in-
tensidad de una imagen del cerebro en comparacion con el cuadro
anterior.

DVARS{AT) = (a4 (2] = JUL(E) — by (D)) (7.5)

Enlaecuacion (7.5) I(x) representalaintensidad de laimagen en
el pixel xdel cuadroi. Se aplica un umbral a las medidas FD y DVARS, y
aquellas imagenes por encima de dicho umbral se etiquetaron. Des-
pués de revisar cuidadosamente las imagenes de toda la poblacidn, se
eligieronvalores de FD>0.0o1mmy DVARS>3000 para representar |os
niveles por encima de la norma de los cachorros que no presentaron
movimiento. Ademas se requirio un minimo de 8090 cada sesion ("4
minutos) de datos PAT utilizables para ser incluidos en el analisis de
grupo. Aquellos cuadros no etiquetados se concatenaron para efec-
tuar el analisis de correlacion bilateral. No se han encontrado efectos
nocivos al usardatos funcionales discontinuos en estudios previos del
estado en reposo (Power et al., 2012; Van Dijk et al., 2012).

Mediante la aplicacién unilateral de LPS se investigaron diferen-
ciasinterhemisféricas, asi que la métrica para evaluar la conectividad
funcional elegida fue la correlacion bilateral funcional, definidacomo
la correlacién entre la trayectoria temporal de cada regién de interés
y suhomologo contralateral, generandose asi seis valores para cada
cachorro de rata. El coeficiente de correlacion de Pearson rse convir-
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tio al coeficiente de Fisher Zusando Z(r)=Y%1In [(1+r)/(1-r)] antes de
[levara cabo las inferencias a nivel de grupo.

» Histologia

Los cerebros inyectados de LPS y de NaCl se fijaron después de la per-
fusion salina transcardiaca seguida de paraformaldehido al 49%. Los
cerebros completos se conservaron en el mismo paraformaldehido a
4°Cysetransfirieron a sacarosa al 3090 24 horas después. Finalmente
se cortaron crio-secciones (50 um) que se almacenaron en solucion
crio-protectoraa -20°C.

» Conteo de vasos sanguineos

Seeligieron cuatro secciones consecutivas de cada cerebro, abarcando
el sitio de inyeccidn, para su tincion y analisis con lectina conjugada
conisotiacianato de tetrarrodamina (TRITC) para caracterizar la micro-
vascularizacion (Sirinyan et al., 2006; Zhu et al., 2005). Las secciones
se incubaron a temperatura ambiente en 196 Triton X-100/ Tampon
fosfato salino (PBS) al 19/0 durante 30 minutos, seguido de una incuba-
cién de 2 horas con lectina conjugada con TRITC de Griffonia simplici-
folia(1:100; Sigma-Aldrich). Las rebanadas del cerebro fueron sujetas a
bafios de 10 minutos con PBSy se montaron en laminas de microsco-
pio. Las secciones se evaluaron mediante microscopia de fluorescen-
cia (20x, Leica DMR con camara Qimaging de Retiga 1300), y el esque-
leto microvascular se analizé con AngioTool (Zudaire et al., 2011). Este
enfoque seempled en lugar de una cuantificacion de la superficie vas-
cular, ya que el espesor aparente de los vasos se modifico por la pre-
senciade macrofagosylatincion con lectina en los cerebros expuestos
alos LPS. Un total de veintiocho imagenes se tomaron por cada cerebro
para cubrir las tres regiones de interés (corteza izquierda, derechay
cuerpo calloso). Cada imagen se proceso individualmentey se analizo
mediante AngioTool para calcularlalongitud de esqueleto total y pro-
medio en los microcapilares de las regiones de interés.
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» Analisis estadistico

La relevancia estadistica en las mediciones basadas en imagenologia
y en morfometria microvascular se evaluaron mediante el test de Wil-
coxon-Mann-Whitney. Ya que estas mediciones de histologiay de SO,
local se efectuaron en unas cuantas regiones planeadas a priori, no se
hizo la correccién para multiples comparaciones, de acuerdo a reco-
mendaciones de la literatura (Rothman, 1990; Saville, 1990). En cam-
bio, parala conectividad basada enregiones deinterés, siseaplico un
ajuste FDR (Benjaminiy Hochberg, 1995). Los valores de p ajustados
para FDR se consideraron significativos para un nivel de p<o.os. Afin
de determinarsiel género fue un factor de confusion, se empleo el mé-
todo de media-P exacta de Fisher (Thorvaldsen et al., 2010). Todos los
datos se presentan como lamedia el error estandar de la media (SEM).

RESULTADOS
» Saturacion cortical local

Después de eliminar cuatro animales por movimiento excesivo (estos
animales no se incluyeron en la poblacion descrita arriba) la SO, pro-
medio se midid tanto en la corteza izquierda (unilateral la inyeccion
LPS), el cuerpo calloso (cc) y en la corteza derecha. Un ejemplo de la
imagen en contraste SO, se muestra en la figura 34A en el apéndice |l
para el grupo control simulado (NaCl) y en la figura 34B para el grupo
LPS. Los valores de SO, medidos en el cuerpo callosoy en la corteza iz-
quierdadisminuyeron de manerasignificativa en los LPS, comparados
con los controles simulados, como se ilustra mediante la figura34C; de
manera mas especifica, laSO, de la corteza izquierda cambio de 53.3%
para el grupo NaCl contra 49.4%o0 en los LPS (p=0.0203). En el cuerpo
calloso, 1a SO, disminuyo de 50.1%0 para los NaCl hasta 40.4%o en el
grupo LPS (p=0.0002). La figura 34C también muestra diferencias de
SO, no significativas (p=0.2060) en la corteza derecha (contralateral
al sitio de inyeccion). La asociacion entre género y valores medios de
SO, no resulto de relevancia estadistica (p=0.1089).
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» Cuantificacion microvascular

Analizamos los cambiosen lalongitud de los capilares en los cerebros
de cachorro de rata posinyeccion LPS usando tincion por lectina de-
bido asusensibilidad para detectarla microvascularizacion (Zhu etal.,
2005). Encontramos que la longitud promedio de los microvasos en la
corteza izquierda de los cerebros inyectados con LPS se vio reducida
de manera significativa en comparacion con los cerebros inyectados
consalina(p=0.0093; figura3senelapéndicell). No encontramos di-
ferencias estadisticas ni en la corteza derecha ni en el cuerpo calloso.
Ademas la longitud promedio de los capilares en la corteza izquierda
esta correlacionada de manera positiva con los valores regionales de
SO, mediados mediante imagenes PAT como se muestra en la figura 36
enelapéndicell.

» Conectividad basada en regiones de interés

Después del procedimiento de limpieza se elimino un total de cuatro
adquisiciones debido al movimiento excesivo; (los mismos animales
seremovieron de los calculos de SO,). Los resultados mostrados en la
figura3zenelapéndice ll muestran que los valores de fc bilateral dis-
minuyen conforme la ROl se aleja de |a parte superior del craneo. No
hubo diferencia estadistica entre ambos grupos para ningun contraste
(SO,, HbT, HbO,y HbR) aunque algunos contrastes muestran una ten-
dencia consistente de conectividad aumentada en el grupo LPS (HbT).

DISCUSION
» Saturacion cortical local

La SO, local de ambos grupos para el cuerpo callosoy la corteza ipso-
lateral a lainyeccion resultaron significativamente diferentes, siendo
menorladel grupo lesionado en comparacion con el grupo control si-
mulado. Este resultado coincide con lasaturacion de oxigeno en el te-
jido cerebral de infantes prematuros con PVL transitoria (Verhagen et
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al., 2009). A fin de entender si hay un sustrato anatomico para estos
resultados, estudiamos el impacto de los LPS en la microvasculariza-
ciony encontramos que solo en la region cortical izquierda se redujo
lalongitud capilar promedio. Estareduccion en el promedio de lalon-
gitud puede explicarse por la fragmentacion de la microvasculariza-
cion, como posible resultado de la habilidad de esta endotoxina para
dafarel endoteliovascular (Clawson etal.,1966; Young et al.,1983). Al
evaluar el impacto de la inflamacidn en la corteza encontramos una
correlacion significativa entre las mediciones no invasivas de la PATy
las evaluaciones histologicas que explican el 30906 de los cambios en-
tre lararefaccion de los capilaresy lareduccion en la saturacion. Este
resultado sugiere que las mediciones de |la SO, a escala mesoscopica,
se explicansolo parcialmente porlos cambios microscopicos. Esta re-
duccionenlaso,, en particularen el cuerpo calloso, contribuye poten-
cialmentealalesion de materia blanca observada en este modelo, con
apoptosis, necrosis, hipomielinaciony pérdida de materia blanca (Cai
etal.,2003). El cuerpo calloso, que tuvo la reduccion mas significativa
en saturacion, no mostro cambios cuantificables en el contenido mi-
crovascular. Esto podria reflejar el efecto de los LPS en la resistencia
vascular, que no se evalua porlatincion de lectina. Esto resalta la im-
portanciade incluir mediciones in vivo de cambios fisiologicos que la
histologia no puede siempre identificar.

Ademas, estos resultados soportan el uso de la PAT como una he-
rramienta noinvasiva para estudiar modelos animales de PVL; debido
asunaturaleza no invasivay libre de agentes de contraste, la PAT po-
dria aplicarse a estudios longitudinales.

» Conectividad basada en regiones de interés

Al medir la conectividad bilateral, se encontrd una fuerte correlacion
entre las ROl motricesy una menor correlacion en las ROI S1y S1BF cu-
yos valores medidos de correlacién fueron similares a estudios ante-
riores (Kannurpatti et al., 2008; Zhao et al., 2008). Al comparar grupos,
nose observaron diferencias significativas en laactividad en estado de
reposo después de la aplicacion de LPS. Esto podria explicarse por la
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cortaedad de losanimalesy el corto periodo entre lainyeccion LPSy la
toma de imagenes PAT. Existen estudios previos que muestran la pre-
sencia de RSN en infantes prematuros (de 29 semanas de gestacion)
(Doria et al., 2010), sin embargo, los valores de fc bilateral en las cor-
tezas motrizy somatosensorial fueron mas débilesy masvariables en
las primeras semanas. La marcada reduccion de laactividad en reposo
eninfantes prematuros con lesion de materia blanca se describe en el
trabajo de Smyser et al. (2013). Se sabe poco de las modificaciones agu-
dizadas con lalesién en estos infantes. Nuestros resultados muestran
que, a pesar de que se modifica lasaturacion de oxigeno con lalesion,
enambos hemisferios, al investigar lasincronia de fluctuaciones tem-
porales, no se observd cambio alguno. Una hipdtesis es que la reduc-
ciondelaactividad en estado de reposo en esta poblacion podria con-
ducira una amplia variabilidad de mediciones a nivel de poblacién.
Una segunda hipotesis, la cual se podria combinar con la primera, es
gue la SNR de la PAT no fue lo suficientemente alta para medir estas
pequefas fluctuaciones de manera homogéneaalo largoyancho del
cerebro. Ciertamente, encontramos una reduccion en las correlacio-
nes bilaterales en las ROl mas alejadas de la parte superior del craneo,
lo que se atribuye a valores de SNR en regiones alejadas del transduc-
tor. Se cree que la evaluacion de las RSN podria verse limitada en esas
regiones por motivos técnicos. En un futuro trabajo, se podrian con-
firmar estos hallazgos con rsMRI o técnicas opticas invasivas como la
OIS en combinacion con LSCI.

CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo exploratorio revelan valores de SO, me-
noresen el grupo LPS, de manera mas especifica, valores reducidos en
el cuerpo callosoyenlacortezaizquierda, ipsolateral al lugarde lain-
yeccion. Nuestros hallazgos apoyan el uso de la PAT como una herra-
mienta completamente no invasiva para la evaluacion de los valores
promedio de oxigenacion in vivo en el cerebro neonato.
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Discusion general

La conectividad funcional en el estado de reposo se ha empleado
como herramienta de diagnostico en investigacion durante mas de
dos décadas; se ha llevado a cabo mediante una gran variedad de téc-
nicas parala evaluacionyaseadirecta o indirecta de la actividad neu-
ral. Las numerosas ventajas empiricasy tedricas de esta modalidad la
posicionan como una fuerte candidata para herramienta de diagnds-
tico. De ahi nuestra motivacion paraexplorar lafc en unambiente mas
controlado, como lo son los modelos roedores de condiciones neuro-
l6gicasy cardiovasculares. No obstante, la fc no ha alcanzado el nivel
de madurez para aplicarse de manera habitual a estudios clinicos, de-
bido avarias razones.

En estaobralasfluctuaciones de sefiales hemodinamicas correla-
cionadas entre diversas regiones cerebrales se han interpretado como
marcadores de fc. Los resultados aqui presentados sugieren que los
patrones del estado de reposo tienen caracteristicas espaciales que se
asemejan de manera cualitativa a los patrones de activacion y diver-
sas zonas funcionales delineadas en la literatura (Fonoff et al., 2009;
Watson et al., 2011). A pesar de que las grabaciones directas de activi-
dad neural sugieren que esas oscilaciones surgen de la actividad neu-
ronal subyacente, hay que tener presente varios factores de confusion,
desde el ruido de los instrumentos hasta el movimientoy fluctuacio-
nesdeindole fisiologica. Estos resultados no implican que los patrones
en estado de reposo sean de origen neuronal, ya que pudieran estar
ligados a cambios locales de |a fisiologia, como la vascularizacion. Se
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requeririan futuros estudios para caracterizar lainfluenciade los pro-
cesos fisiologicos en los hallazgos de fc.

APLICACION DE LA FC A LA EPILEPSIA

En el estudio presentado en el capitulo 5 se usé un modelo animal de
epilepsia para investigar si la actividad inducida altera la conectivi-
dad regional en reposo. Las crisis epilépticas se indujeron mediante la
inyeccion unilateral de 4-AP en la corteza somatosensorial. Se utilizé
una combinacion de OIS y LSCI para monitorear la oxigenacion cere-
braly el flujo sanguineo. Estas medidas se combinaron para investi-
garcambios en el metabolismo cerebral. En general esta metodologia
pretende ser un enfoque integral, ya que la combinacion de dos téc-
nicas opticas para el estudio de las respuestas hemodinamicasy me-
tabdlicas en respuesta a la epilepsia, proporciona un panorama mas
completo que loque se consigue con fMRI, la cual es primordialmente
sensible a cambiosen HbR.

Los resultados confirman que los cambios en la conectividad de
HbO , HbRy CBF son bastante diferentes, sugiriendo asi un posible des-
acople entre el metabolismoy la hemodinamica. Este hallazgo puede
resultar de interés a la comunidad de neuroimagenologia, conside-
rando el creciente interés por utilizar rsfMRI en la investigacion de la
epilepsia.

» La conectividad regional bilateral se altera con
la inyeccion de un agente epileptogénico local

La fc bilateral disminuyo en algunos contrastes y aumento en otros,
dependiendo de laregion observada. Esta falta de consistencia puede
explicarse en parte por los diversos factores de confusidn, que no pue-
den descartarse del analisis. Primeramente, la variabilidad en la in-
yeccion de 4-AP: aunque el sitio se eligié cuidadosamente, hay una
variabilidad inherente a la posicién y profundidad exactas debido a
gue es un posicionamiento manual. Ademas la difusién del volumen
inyectado varia debido a la tortuosidad del tejido cerebral en cada ra-
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ton (Nicholson,1985). Estas limitantes pueden servir de explicacion al
hecho de que solo cinco de los nueve ratones presentaron actividad
de tipo epileptiforme.

Unasegundadesventaja fue la heterogeneidad de los mapas de co-
rrelacién, debida principalmente ala posicion del electrodo de tungs-
teno. No obstante, este objeto extrafio proporciona valiosa informa-
cion acerca de la actividad neuronal subyacente, lo que nos permitio
confirmar el tipo de actividad epileptiforme.

» Los cambios en fc se correlacionan con la
duracion de la crisis

Nuestra hipotesis sostenia que entre mas durara la crisis, mas se al-
terariala conectividad. No se encontraron correlaciones fuertes ni en
todas las regiones ni en todos los contrastes, debido a la gran varia-
bilidad entre los animales y el numero relativamente bajo (cinco de
nueve) de animales que presentaron actividad clara de ataques. Sin
embargo, dos de las seis regiones corticales exploradas mostraron una
correlacion significativa confirmando nuestra hipotesis: 1) la corteza
somatosensorial, donde la fc disminuyo conforme la duracion de la
crisis, en el caso del contraste CBFy 2) laregion retrosplenial, donde el
decremento de fctambién se correlaciono con laduracion de la crisis,
tantoen HbR, como en CBF. Los resultados en la corteza somatosenso-
rial se explican principalmente por lainyeccion unilateral del agente
epileptogénico precisamente en lazonaizquierda de esta corteza. No
obstante, lainterpretacion de los resultados en laregion retrosplenial
escomplicada, debido a la proximidad del seno sagital a las ROIS, por
lo que existe una gran contribucion de los componentes vasculares a
la medicion.
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APLICACION DE LA FC
A LA RIGIDEZ ARTERIAL

Este trabajo se incluye en el capitulo 6, cuyo objetivo fue usar méto-
dos de fc parainvestigarlos cambios de conectividad inducidos por un
nuevo modelo roedor de rigidez arterial.

» Hay un desacople entre las mediciones
hemodinamicas y la actividad metabadlica
en las correlaciones bilaterales funcionales

La falta de consistencia en los resultados sugiere un desacople entre
las correlaciones bilaterales de HbO,, HbR, CBF y CMRO,. En un trabajo
previo (Sadekova et al., 2013) se encontro que el lado del cerebro co-
rrespondiente a la arteria carétida calcificada mostro un incremento
significativo en la pulsatilidad del flujo sanguineo, despuésdela apli-
cacion de CaCl,. También se encontro evidencia de degeneracion neu-
ronal en el hipocampo. Por consiguiente, hay un componente vascular
independiente del metabolismoy un declive neuronal localizado que
potencialmente afectan la conectividad; ello puede explicar por que di-
ferentes contrastesvan en diferentes direcciones.

» Las redes funcionales en estado de reposo
derivadas de senales hemodinamicas se
alteran después de la calcificacion unilateral
de la arteria carotida

La zona motriz ipsolateral a 1a arteria calcificada resulto afectada en
mayor medida. En este nodo en particular, una medida de influencia,
el grado de intermediacion CB (G) se incremento en el grupo CaCl,
mientras que una medida de segregacion, el coeficiente de agrupa-
miento CC (G) disminuyo. El incremento en larelativaimportancia de
este nodo puede explicarse porla pulsatilidad aumentada en la arteria
media cerebral de ese mismo hemisferio. El cambio mas evidente se
presento en las mediciones derivadas del CMRO,_, donde se encontra-
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ron bordes negativos en el grupo CaCl , a diferencia de las conexiones
positivas del grupo control. Una pregunta que queda abierta es si esta
alteracion tiene un origen neural (degeneracién en el hipocampo) o
un origen vascular (pulsatilidad ipsolateral incrementada).

APLICACION DE LA FCA
LESIONES DE MATERIA BLANCA

La ultima aplicacién, presentada en el capitulo 7 pretendid usar la to-
mografia fotoacustica (PAT) en estado de reposo para evaluar el im-
pactode unalesioninflamatoria en el cerebro neonatal de la rata.

» Los valores locales de SO, son
significativamente mas bajos en el grupo
lesionado, a comparacion de los controles

La SO, en el tejido cerebral se decremento de manera significativa en
el cuerpo calloso (sitiode lainyeccién de LPS) y en la corteza izquierda
(ipsolateral al locus de inyeccion), sin embargo esta reduccion no se
explicé plenamente con evidencia histologica. Lainmuno quimica por
lectina mostro vasos sanguineos fragmentados solo en la corteza iz-
quierda, pero no en el cuerpo calloso. Este hallazgo puede apoyar la
necesidad de tomarimagenes PAT como informacién complementaria
alos analisis histologicos. Sin embargo, hay unos factores que podrian
explicarlafaltade consistencia. Primero, las diferencias espaciales en-
tre las ROl analizadas in vivoy la porcion de tejido examinada ex vivo;
aun con marcadores anatémicos (como la posicién de los ventriculos
laterales) puede no haberuna correspondencia exactaentre las reba-
nadas de tejido con las ROI, explicando asi las discrepancias. Segundo,
la pobre visualizacion del cuerpo calloso puede limitar esta técnica
para cuantificarla microvascularizacion. Finalmente, ya que no todos
los cerebros se procesaron para la histologia, el menor tamafio de la
muestra para analisis de lectina es otra clara limitante.
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» La fc bilateral disminuye de manera
significativa con la leucomalacia
periventricular

No se encontro diferencia alguna entre el grupo lesionado y el con-
trol simulado. Esto puede deberse a la ausencia de RSN en cachorros
muy prematuros o a la presencia de RSN intactas aun en la ausencia
del cuerpo calloso. El ruido del instrumento es, empero, una de las
claras limitaciones de esta técnica. Aun después de remover diversos
factores de confusion no se encontraron diferencias de conectividad
entre ambos grupos. La gran cantidad de variaciéon dentro del mismo
grupo no permitio extraer resultados relevantes. El uso de la PAT como
una tecnologia no invasiva, sensible a la profundidad, se adapta me-
jor a la extraccion de informacion promediada sobre grandes regio-
nes de voxeles con multiples mediciones, para minimizar los efectos
del ruido.
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Conclusion y recomendaciones

Enla presente obrase aplicaron diversas técnicas de conectividad fun-
cional a través de la optica para estudiar el efecto de las enfermeda-
des en el cerebro en reposo. Los resultados obtenidos sugieren que
existe unareorganizacion de las redes en reposo en modelos roedores
de epilepsiay rigidez arterial; ademas, estos cambios no son consis-
tentes en todos los contrastes, lo cual sugiere un potencial desacople
de los parametros hemodinamicos y la actividad metabdlica. Final-
mente, la conectividad funcional a través de la fotoacustica no se vio
afectada porla presenciade unalesionenlasustanciablancaenel ce-
rebro neonatal.

LIMITACIONES DE LAS APLICACIONES
PROPUESTAS

» Frecuencia de muestreo de las imagenes

La remocion de factores de confusion fisioldgicos solamente es posi-
ble mediante un periodo de muestreo suficientemente breve (Cordes
etal., 2001). En el ratén adulto, las componentes relacionadas con la
frecuenciarespiratoria ("2Hz bajo anestesiade uretano) no apareceran
artificialmente debido a nuestra tasa de muestreo suficientemente
alta (f /2 = 2.5 Hz). No obstante, las frecuencias cardiacas (8.3 - 10Hz)
sereplegaran en el rango de bajas frecuencias (Suckow et al., 2001).
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Respecto a la rata recién nacida, el ritmo cardiaco varia entre 4-6
Hz (Smotherman, Robinson, Ronca etal.,1991) y la frecuencia respira-
toria entre 2.5-2.8 Hz (Kroon et al., 2011; Pendlebury et al., 2008); de-
bido a la baja frecuencia de muestreo (f /2 = 0.45 Hz) del sistema PAT,
se espera que estas sefiales estén fuertemente replegadas en el espec-
tro de bajas frecuencias.

Auny con una frecuencia de adquisicion adecuada, hay variacio-
nes fisioldgicas que no se pueden remover mediante el filtrado; tal es
el caso de la concentracion de CO, arterial y las variaciones de presion
sanguinea, que ambas se encuentran en el mismo rango de frecuencia
de las fluctuaciones en estado de reposo.

» Filtrado temporal

La eleccién de las frecuencias de corte del filtro pasa-banda (0.009-
0.08 Hz) puede no resultar 6ptima para los modelos animales, aun
y cuando se eligieron de la literatura existente en modelos roedores
(Bero et al., 2012; Guilfoyle et al., 2013; Jonckers et al., 2017; Li et al.,
2012; White et al., 2011). Sin embargo, las altas frecuencias no pue-
den considerarse como Unicamente ruido; hay estudios recientes que
muestran que hay informacion util en estado de reposoa 0.2 o incluso
a0.5Hz(Feinberg et al., 2010; Smith et al., 2013).

» Escala temporal

Las técnicas opticas usadas para tomarimagenesde la covariacion de la
actividad hemodinamica en regiones distantes se enfocaron en varia-
ciones lentas entre 12.5 y 111 segundos. De manera inversa, se acepta
comunmente que las oscilaciones electrofisiologicas pueden distin-
guirse en un rango de cinco décadas, de milisegundos hasta un se-
gundo (Ganzettiy Mantini, 2013). Aunque se ha mostrado que la poten-
ciadel espectro gamaesta correlacionado con lasefal hemodinamica
reteniendo su coherencia espacial (He et al., 2008). Un paso impor-
tante para un mejor entendimiento de las RDN funcionales es involu-
crarevidenciade estudios electrofisiologicosy hemodinamicos. Se ha
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utilizado laimagenologia multimodal para investigar correlatos entre
las sefiales neuronalesy hemodinamicas en el cerebro (He et al., 2008;
Niretal., 2008; Shmuel etal., 2006).

» Movimiento de la cabeza

A pesar de que el movimiento en el raton adulto esta perfectamente
restringido por el uso de un montaje estereotactico en conjunto con
laanestesiade uretano, no es el mismo caso paralaratarecién nacida.
Unaanestesialigera bajo isofluranoy un marco de fijacion imperfecto
permite los artefactos de movimiento. Cabe resaltar que la ausencia
dedientesylaincompletaosificacion de la cabeza representan un reto
mayor para los aparatos usados para la restriccion de movimientos.

» Remover factores fisioldgicos de confusion:
jcuantos regresores son demasiados?

Enestaobraseeligid laregresion de una o massefiales, yasea la sefial
promedio de todos los pixeles del cerebro, la materia blanca profunda,
los ventriculos laterales o los tres parametros de movimiento rigido.
Permanece la pregunta si se removio alguna sefial de interés. Cierta-
mente este no es el caso parala materia blanca, los ventriculos latera-
les o los parametros de movimiento, ya que no se espera que conten-
gan alguna sefal de interés. No obstante, el caso de la sefial global es
diferente. Se ha demostrado que la regresion de la sefial global intro-
duce anti-correlaciones artificiales donde no habia ninguna (Murphy
etal., 2009; Weissenbacher etal., 2009), pero algunos estudios mues-
tran que una base neural para estas anticorrelaciones es probable
(Chaietal., 2012; Fox et al., 2009). El uso de la sefial global como regre-
sortodavia estaabierto adebatey depende de futuros estudios (Smith
etal., 2013), aunque no es recomendado por algunos trabajos recien-
tes en fMRI (Murphy et al., 2013).
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» Ruido en las mediciones

La principal prueba de que el analisis de fc basado en regiones de in-
terés revela las redes en estado de reposo es la notable similitud que
guardan los mapasde correlacion con areas especificas delineadas en
la corteza. Cuando observamos los mapas de HbO, y de HbR este pa-
recido es evidente, pero no resulta asi para todos los contrastes. Los
mapas de fc obtenidos de mediciones de CBF no poseen ese parecido
sorprendente con areas funcionales bien definidas, de hecho, debido
al ruido espacio-temporal, solo los pixeles vecinos de la ROl estan fuer-
temente correlacionados; esta situacion hace que los mapas basados
en el CBF sean de calidad sub-éptimay por consiguiente, los datos de
ahiderivados, como los mapas de CMRO.. En la opinion del autor esta
desventaja puede limitarseriamente el uso de LSCl como herramienta
para el estudio de fc.

» Efectos de la anestesia en las redes en reposo

Las RSN en roedores han sido identificadas bajo diferentes agentes
anesteésicos, lo que sugiere que las fluctuaciones coherentes espon-
taneas en el cerebro trascienden los estados de conciencia. Se han
encontrado resultados consistentes usando hidrocloruro de medeto-
midina en estudios de fc en roedores (Pawela et al., 2008; Zhao et al.,
2008), asi también como ketamin/Xilazina (Bero et al., 2012; White et
al., 2011), uretano (Li et al., 2012) e isoflurano (Guilfoyle et al., 2013).
Un estudio reciente mostré que hay una disminucion significativa en
lafuerza de conectividad en el cerebro de larata bajo anestesia (Liang
etal., 2012), aunque los rasgos topologicos del cerebro se siguen con-
servando. No obstante, todos los anestésicos alteran el flujo sangui-
neo en el encéfaloy el metabolismo, porlo que suimpactoenlafcno
es del todo entendido.

ESCUELA DE INGENIERIA



MEJORAS Y PERSPECTIVAS A FUTURO

» Incrementar la frecuencia
de muestreo de imagenes

Para mitigar o incluso suprimir el solapamiento de las frecuencias
cardiacasy respiratorias se podrian hacer mejoras al montaje OIS/
LSCl; ya que la velocidad de adquisicidn se ve principalmente limi-
tada por la velocidad de transferencia de datos al disco duro, la mas
directa seria cambiar la computadora por una con mayor frecuencia
de busy un disco duro de estado sélido para almacenar los datos. En
teoria, se podria asi alcanzar la maxima tasa de cuadros del sistema
(f./2=10Hz), y suprimir el repliegue de frecuencias.

» Optimizar las mediciones de CBF

Unamedicion precisadel contraste por granularidad depende de una
serie de parametros, tamafo de la granularidad, tamafio de laventana,
tiempo de integracion y ruido de la camara. En esta obra se probo el
efectodel tamafio de laventanaen lasimagenes de granularidad para
diferentes tamafos desde 5 hasta 11 pixeles, concordando con el ta-
mafo optimo (7x7 pixeles) segun la literatura (Boas y Dunn, 2010). El
tamafo real de la ventana tiene un efecto despreciable en los mapas
de correlacion. Laaperturade lacamarase eligio para hacer coincidir el
tamafio de lagranularidad con el del pixel, pero podria elaborarse una
prueba donde se pudiera determinar empiricamente la mejor aper-
tura. En un montaje experimental en particular, el contraste de gra-
nularidad se mide en funcion de laaperturade lacamara, y asise elige
la apertura éptima donde el contraste es maximo. El tiempo de inte-
graciéon también se eligio para estar cerca del tiempo y decorrelacién
en los roedores (Yuan et al., 2005), pero deberia hacerse una prueba
para determinar el tiempo éptimo de integracion que proporcione el
maximo contraste por granularidad. De manerasimilarse puede idear
una prueba para encontrar la ganancia optimade la camara.
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» Limitar el movimiento de
la cabeza de los neonatos

Dadalalevedad de laanestesiaen las ratas neonatales, el movimiento
involuntario representa un problema; un redisefio del montaje es-
tereotactico que impida el movimiento de manera efectiva a la vez
que resulteinofensivo para el cachorro seria una mejorasustancial en
las condiciones experimentales.

» Técnicas adicionales de limpieza

La remocidn de factores fisiolégicos de confusion puede conseguirse
al grabarse de manera simultanea con las imagenesy aplicando téc-
nicas de regresion estandar. Actualmente el sistema OIS/LSCl permite
registrar multiples variables (ECG, temperatura, presion sanguinea),
las cuales podrian incluirse eventualmente como regresores, un me-
todo similaraaquellos usados en fMRI (Birn etal.,2006). Agregar una
estacion de monitoreo fisioldgico al sistema PAT nos permitiria hacer
lo propio con esta técnica.

» Reducir la variabilidad en la colocacion de ROI

A pesarde que la colocacion manual de las ROl para cada sujeto tiene
sus ventajas, por ejemplo: evitar vasos sanguineos, ésta puede resul-
tarengorrosa, ademas de introducir variabilidad a nuestros estudios.
La adicion de una etapa de preprocesado, donde todas las imagenes
sealineenaunatlassimplificariala colocacionindividual de las ROl, y
eliminaria la variabilidad debido a diferencias de colocacion de estas
regiones. Otra opcion seria adquirir un conjunto de datos de activa-
cion evocada en conjunto con losdatos en estado de reposo. Ensegui-
da, colocarlas ROl en las coordenadas del grupo de pixeles con la acti-
vacion maxima, asi se tendria una decision menos arbitraria para po-
sicionarlas ROI.
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» Explorar diversas técnicas
de conectividad funcional

La conectividad funcional basada en regiones de interés, a pesar de su
facilidad de implementacion einterpretacion, también posee desven-
tajas, tales como la dependencia en la definicion a priori de las ROL.
Aunque la técnica ampliamente utilizada de ICA muestra resultados
similares a los de |a fc basada en ROI (Van Dijk et al., 2010), presenta
ventajasy es digna de explorarse. Estas técnicas basadas en los datos
como el ICA pueden verse afectadas en menor medida por los factores
fisioldgicos de confusion, auny cuando estas frecuencias fisioldgicas
se traslapen al rango de bajas frecuencias de las fluctuaciones cohe-
rentes en el estado de reposo (Beckmann et al., 2005).
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APENDICEI
LISTA DE ACRONIMOS Y ABREVIACIONES

Esta lista presenta en orden alfabético las abreviacionesy acronimos
usados en este texto, asi como su significado en espafol y en inglés,
entre paréntesis.

4-AP
ADC
AL
BOLD

BPD
CBF
cav
cco
CHD
CIR
™
CMRO,

CNR
coL

cvD
DAQ
DCB

DFT

DMN
DVARS

4-aminopiridina (4-Aminopyridine)

Conversion analogica-digital (Analog to Digital Conversion)
Laserapuntador (Aiming Laser)

Nivel de oxigenacion sanguinea (Blood Oxygenation Level
Dependent)

Fotodetector balanceado (Balanced Photodetector)

Flujo sanguineo cerebral (Cerebral Blood Flow)

Volumen sanguineo cerebral (Cerebral Blood Volume)
Dispositivo de carga acoplada (Coupled Charge Device)
Enfermedades coronarias (Coronary Heart Diseases)
Circulador (Circulator)

Microscopia confocal (Confocal Microscopy)

Consumo metabolico cerebral de oxigeno (Cerebral Metabo-
lic Rate of Oxygen consumption)

Razoén contraste a ruido (Contrast-to-Noise Ratio)
Colimador (Collimator)

Enfermedad cardiovascular (Cardiovascular disease)
Tarjeta de adquisicion de datos (Data Acquisition board)
Bloque de compensacién de dispersion (Dispersion Com-
pensation Block)

Transformada de Fourier discrete (Discrete Fourier
Transform)

Red neuronal por defecto (Default mode network)

La D es porderivadatemporal y VARS significa varianza RMS
(media cuadratica) sobre los pixeles (D stands for temporal
derivative and VARS standing for RMS variance over pixels)
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EEG
fc

FC
fcEEG

fcOlIS

FD
FDG
FD-OCT

fMRI
fNIRS

FOV
FPCA

FWHM
HbO,
HbR
HbT
ICA

LCCA
LFP
LOT
LPS
LSCl

LSF

Electroencefalografia (Electroencephalography)
Conectividad funcional (Functional Connectivity)
Acopladorde fibra (Fiber Coupler)

Conectividad funcional por electroencefalografia (Elec-
troencephalography Functional Connectivity)
Conectividad funcional porimagenologia optica de sefiales
intrinsecas (Functional Connectivity Optical Intrinsic Signal
Imaging)

Desplazamiento cuadro a cuadro (Framewise Displacement)
Fluorodesoxiglucosa (Fluorodeoxyglucose)

Tomografia de coherencia dpticaen el dominio de Fourier
(Fourier-Domain Optical Coherence Tomography)
Imagenologia por resonancia magnética funcional (Functio-
nal Magnetic Resonance Imaging)

Espectroscopiaen el cercanoinfrarrojo funcional (Functio-
nal Near-Infrared Spectroscopy)

Campo devision (Field of View)

Arreglo de compuertas programables en campo (Field-Pro-
grammable Gate Array)

Frecuencia de muestreo (Sampling Frequency)

Anchura a media altura (Full Width at Half Maximum)
Oxihemoglobina (Oxyhemoglobin)

Desoxihemoglobina (Deoxyhemoglobin)
Hemoglobina total (Total hemoglobin)

Analisis de componentesindependientes (Independent
Component Analysis)

Arteria carotida comun izquierda (Left Common Carotid
Artery)

Potencial de campo local (Local Field Potential)
Tomografia dptica laminar (Laminar Optical Tomography)
Lipopolisacarido (Lipopolysaccharide)

Imagenologia de contraste por granularidad laser (Laser
Speckle Contrast Imaging)

Funcion de dispersion de linea (Line Spread Function)
Espejo (Mirror)
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Mbps
MRI

NA
NDF
NIRS

ocT

oD
OIS

PAT
PBS
PC

PCA

PET

PSF
PVL

RCCA
rsMRI

RSN
RTE

scl
SEM
SNR
S0,

SPD

Megabits por segundo (Megabits per second)
Imagenologia por resonancia magnética (Magnetic Reso-
nance Imaging)

Apertura numérica (Numerical Aperture)

Filtro de densidad neutral (Neutral Density Filter)
Espectroscopiaen el cercanoinfrarrojo (Near-Infrared
Spectroscopy)

Tomografia de coherencia 6ptica (Optical Coherence
Tomography)

Densidad 6ptica (Optical Density)

Imagenologia dptica de sefiales intrinsecas (Optical Imaging
of Intrinsic Signals)

Tomografia foto-acustica (Photoacoustic Tomography)
Tampon fosfato salino (Phosphate-buffered saline)
Controlador de polarizacién (Polarization Controller)
Analisis de componentes principales (Principal Component
Analysis)

Tomografia por emision de positrones (Positron Emission
Tomography)

Funcion de dispersion de punto (Point-Spread Function)
Leucomalacia periventricular (Periventricular
Leukomalacia)

Arteria carotida comun derecha (Right Common Carotid
Artery)

Imagenologia por resonancia magnética en reposo (Resting-
State Functional Magnetic Resonance Imaging)

Red en reposo (Resting-State Network)

Ecuacion de transporte radiativo (Radiative Transfer
Equation)

Lesion de lameédula espinal (Spinal Cord Injury)

Error estandar de la media (Standard Error of the Mean)
Razon sefal aruido (Signal-to-Noise Ratio)

Saturacion de oxigeno (Oxygen Saturation)

Dicroico pasa-cortas (Short-Pass Dichroic)
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SPM Mapeo estadistico parameétrico (Statistical Parametric
Mapping)

SS-OCT Tomografiade coherencia dptica por fuente de barrido
(Swept Source Optical Coherence Tomography)

SVD Descomposicion envalores singulares (Singular Value
Decomposition)

TCO Objetivo telecéntrico (Telecentric Objective)

TD-OCT Tomografia de coherencia dptica en el dominio del tiempo
(Time-Domain Optical Coherence Tomography)

TRITC Isotiacianato de tetrarrodamina (tetramethylrhodamine
isothiocyanate)

us Ultrasonido (Ultrasound)
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Figura 1
Montaje OIS

(A) Montaje experimental de un sistema de imagenologia optica intrinseca. (B) Perfil de
sensibilidad de un sistema OIS (longitud de onda A=625nm).
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Absorcion dptica de la oxi- y desoxihemoglobina (HbO, y HbR) y el espectro de los LED
(verde, amarillo y rojo) empleados en el sistema OIS.
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Resolucion

(A) FOV completo de la mascara de resolucién (20x20 mm?). (B) Acercamiento a la region
marcada en lineas punteadas en AA; La linea punteada vertical es de 2mm y se colocé
sobre los rasgos mas pequefios que se pudieron identificar. (C) Perfil de intensidad de los
elementos sefialados en B.
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Figura 6

Montaje multimodal

(A) Esquematico que ilustra el sistema de imagenologia ¢ptica multimodal, combinando
|a LOT con |2 OIS. (B) Representacion de la matriz de sensibilidad para un par fuente-
detector dado. (C) Montaje experimental.
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Figura 7
Caracterizacion de la LOT

Soluciones regularizadasy figuras de mérito para unavarilla absorbente a diferentes

profundidadesy a diferentes razones sefial a ruido (SNR).
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Figura 9
Mediciones LOT in vitro

25. (A) Mediciones LOT a partir de un tubo de polietileno relleno de tinta (p_=0.1mm-1,
p,=10mm-1at 680nm). Cada columna muestra el tubo a diferentes profundidades z. Las
funciones de sensibilidad para todas las distancias fuente-detector r,  se muestranala
izquierda. Todo se indica en mm. (B) Seccion representativa del volumen reconstruido,
el alambre absorbente se colocd a lo largo del eje x a1 mm de profundidad. Se pueden
observar algunas heterogeneidades cerca de x=0, porque el tubo se encuentra
ligeramente curvado por el borde del contenedor.
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Figura 10

Respuesta hemodinamica en la médula espinal

Respuesta hemodinamica LOT evocada por la estimulacion de la pata trasera izquierda
adiferentes intensidades de 0.9x,1.2x y 1.5x veces el umbral muscular de la rata. (A) Se
muestra el curso temporal promediado de la ROI 1, para todos los detectores, la cual
esipsolateral a los estimulos. (B) Arriba: Imagen de la médula espinal expuesta. Abajo:
Trayectoria temporal promediada de la ROI 2 que muestra un retraso respecto a la

activacion ipsolateral. (C) La trayectoria temporal promediada de la ROI 3 para todos los
detectores, contralateral a los estimulos.
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Figura 1l

Activacion neuro-espinal simultanea

(A) Trayectoria temporal de las sefiales LOT evocadas por la estimulacion de la pata
trasera izquierda captadas por el detector1alo largo de 15s 2 0.9x el umbral muscular. (B)
Maxima sefial intrinseca medida de manera simultanea en la corteza somatosensorial.
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Figura 12

Activacion neural en 3-D

(A) Mapa 3D de la activacion neural en la médula espinal inducida por la estimulacion
eléctrica de la pata trasera izquierda a 0.9x el umbral muscular. La activacion ipsolateral
alrededor de z = 0.4 mm es consistente con la activacién de las interneuronas. (B) Modelo
segmentado basado en histologia de la médula espinal lumbar de la rata, el cual se usé
en lasimulacion Monte Carlo de la propagacion de la luz. Las lineas rojas punteadas
indican la extension del FOV. (C) Seccion transversal a lo largo de la linea punteada en (A)
que muestra la reconstruccion de la activacion interneuronal.
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Figura 14

Principios de la OCT

(A) Resolucion de la OCT comparada con otras modalidades. (B) Ecos de luz.
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Brazo de referencia
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III|I|I|II Fotodetector fnr:::;: Muestra

Sistema OCT basico

Configuracion basica de un sistema OCT a fuente de barrido. Inspirada por Bouma et al.
(2008).
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Modos de barrido de la OCT

Modos de barrido de la OCT. (A) Linea-A. (B) Barrido-B. (C) OCT volumétrica.
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Figura 17

Sistema OCT

Montaje OCT. ADC: Conversion analogica digital. AL: Laser apuntador. BPD: Fotodetector
balanceado. CIR: Circulador. COL: Colimador. DAQ: Tarjeta de adquisicion de datos. DCB:
Bloque de compensacion de dispersion. f1y f2: Relé optico unitario. FC: Acoplador de
fibra. FPGA: Arreglo de compuertas programable en campo. M: Espejo. NDF: Filtro neutro
de densidad. PC: Controlador de polarizacién. SPD: Dicroico pasa-cortas. TCO: Objetivo
telecéntrico. Xy Y: Espejos galvanométricos.
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Figura 18

Detalle del montaje OCT

(A) Espectro de la fuente de barrido laser promediado de 3 adquisiciones con el
osciloscopio. (B) Esquematico del brazo de muestra. (C) Esquematico del brazo de
referencia. Para detalles consulte la leyenda de la figura 17.
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Figura 19

4.5

Compensacion de dispersion

Compensacion de dispersion. (A) PSF axial medida a diferentes profundidades antes de la
compensacion. (B) Después de la compensacion de dispersion. (C) FWHM en funcion de la

profundidad.
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Imagenes OCT

(A) Fantoma esparcidor a base de resina con dos tubos de polietileno. La maxima profundidad
de imagen es de 3mm. (B) Imagen de layema del dedo de un humano, en este caso la sefial

disminuye drasticamente a profundidades >Imm.
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Pulsatilidad del flujo sanguineo

Ejemplo de pulsatilidad de flujo sanguineo en una arteria de un ratén control: (A) Se
muestran dos secciones a 900. El flujo promedio en un ciclo cardiaco (en rojo-azul) se
superpone a laimagen estructural (escala de grises). (B) La velocidad promedio es de 0.88
mm/s para laseccion X (linea negra sélida) y de 0.80 mm/s para la seccion Y (linea roja
punteada) debido al tamafio diferente de las ROI (lineas amarillas). El perfil es muy similar
para ambas secciones, lo que confirma que la variacion observada se debe al latido del
corazén. También se calcula la variacion entre la maximay minima velocidad (lineas
punteadas). Se define lavariabilidad (lineas verticales continuas) como la desviacién

estandar dividida por la media.
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Figura 22
fcl basada en regiones de interés

Principio de conectividad funcional basada en regiones de interés. (A) La sefial temporal
ACMRO, se extrae de una region especifica, en este caso la corteza somatosensorial
derecha S,. (B) Se muestra la trayectoria temporal en rojo para S, junto con una region
correlacionada con su parte contralateral, la corteza somatosensorial izquierda (S, en
naranja, r = +0.6160) y una region anticorrelacionada en la corteza visual derecha (V,

en azul, r = -0.5570). (C) Se calculan los coeficientes de correlacién entre la region S, y

el resto de los pixeles en el cerebro. La cartografia muestra tanto correlaciones (valores
positivos en colores calidos) como anticorrelaciones (valores negativos en colores frios), a

un umbral arbitrario de |r| = 0.35.
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Figura 23

Validacion de fc mediante SVD

Descomposicién en valores singulares de la matriz de conectividad de CMRO,. Los
primeros tres valores singulares validan el analisis de conectividad basado en ROI. (A)
Una red sensorial-motriz muy fuerte. (B) Red cingulo-frontal que se anticorrelaciona

con la corteza visual. (C) Red cingulo-retrosplenial. (D) Los primeros tres componentes
ortogonales visualizados como una imagen compuesta rojo-verde-azul (RGB). Todas las
imagenes se superpusieron a la imagen anatémica de la corteza adquirida a una longitud
de onda A=525nm.
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Figura 24
Agrupamiento de pixeles

Agrupamiento jerarquico de mediciones de CMRO, (N, =12). (A) Dendrograma que
gruposs

muestra agrupamiento de los pixeles segiin su correlacién entre si. (B) Se puede observar

un delineado claro de una red somatosensorial-motriz en naranjay una amplia red

que incorpora a las cortezas cingulo, retrosplenial y visual en amarillo. Los grupos se

superpusieron a laimagen anatémica de la corteza, también adquirida a una longitud de

onda A=525 nm.
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Figura 25

Montaje multimodal y crisis epiléptica

(A) Esquema general del montaje 6ptico. Los LED y el diodo laser estan sincronizados
con el sistema de adquisicion. Se usé un electrodo de tungsteno para grabar el LFP en
la corteza somatosensorial izquierda. (B) Regiones funcionales en la corteza del ratén
colocacion de RO, se construy¢é manualmente a partir de (Bero et al,, 2012). El circulo
punteado muestra la colocacién del electrodo LFP. (C) Electrofisiologia de la crisis
inducida por 4-AP. Arriba: Ejemplo de descargas post-inyeccion en tiempo 0. En medio:
Acercamiento de una descarga ictal. Abajo: Vista expandida que muestra las diferentes
fases de la descarga. (D) Trayectorias temporales de HbO, y HbR en el foco epiléptico al
momento de la crisis.
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Figura 26

Mapas de conectividad

Mapas de correlacién de HbR basados en ROI para cuatro ratones. Se despliegan una
sesion de control y una sesién post-inyeccion 4-AP para cada ratén. (F: corteza frontal, M:
corteza motriz, C: cingulo, S: corteza somatosensorial R: corteza retrosplenial, V: corteza
visual; los subindices Ly R se refieren al hemisferio izquierdo y derecho, respectivamente,
mostrados de manera alternada en cada renglon). La escala para todos los mapas de
correlacion vade r=-1a1. Los mapas se muestran superpuestos a la imagen anatomica
del cerebro, adquirida bajo luz de color verde. La colocacidn de las semillas y su tamafio
se indican con circulos negros.
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Figura 27
Conectividad inter-hemisférica

Correlacion bilateral funcional antes y después de la inyeccion de 4-AP, el analisis se
efectlio para cada ROl 'y su parte contralateral. Se muestran cuatro diferentes contrastes
(A) HbO,, (B) HbR (C) CBF y (D) CMRO,. * p<0.05, corregida para FDR. Se muestran las barras
de error estandar (o/VN), con N=9. Abreviaturas: F: corteza frontal, M: corteza motriz, C:
corteza cingulo, S: corteza somatosensorial R: corteza retrosplenial, V: corteza visual.
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Figura 28

Correlacion entre conectividad y duracion de la crisis

Cambios en la correlacién bilateral funcional graficados vs. la duracion de la crisis
(expresada como porcentaje de la sesion); se muestran seis diferentes regiones corticales
y cuatro diferentes contrastes, asi también como la linea de ajuste (fit)

Figura 29
Montaje OIS y regiones de interés.

(A) Descripcion general del sistema OIS. Los LED y el diodo laser estan sincronizados al
sistema de adquisicion de modo que cada imagen corresponde a una sola longitud de
onda de LED (525, 590, 625 nm) o de laser (785 nm). (B) La colocacion de las ROI

en la corteza del ratén, a partir del trabajo de Bero et al. (Bero et al., 2012). Abrevia-turas:
F, frontal; M, motriz; C, cingulo; S, somatosensorial; R, retrosplenial; V, visual.
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Figura 30

Mapas de conectividad

Mapas de correlacién basados en ROI. Las imagenes se alinearon manualmente a

través de una transformacion afin, empleando el plugin TurboReg del programa Image|
(Thevenaz et al, 1998). Se muestra el contraste HbO,. La escala de todos los mapas de
correlacion es -1<r<1. Se superpusieron los mapas sobre la imagen anatémica de un ratén
para referencia (A=525 nm). Los circulos blancos denotan la posicion de la ROl y su
tamafio. Abreviaturas: F: corteza frontal, M: corteza motriz, C: corteza cingulo, S: corteza
somatosensorial, R: corteza retrosplenial, V: corteza visual, (L) regién izquierda, (R) region
derecha.
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Figura 31

Conectividad bilateral

Correlacion funcional bilateral, comparando el grupo control NaCl y el grupo tratamiento
Cacl,; el analisis se hizo entre cada ROl y su parte contralateral. Los contrastes que

se muestran son: (A) HbO,, (B) HbR (C) CBF y (D) CMRO,. Se muestran barras de error
estandar. Abreviaturas: F: corteza frontal, M: corteza motriz, C: corteza cingulo, S: corteza
somatosensorial R: corteza retrosplenial, V: corteza visual, (L) region izquierda, (R) region
derecha.
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Figura 32

Redes en estado de reposo

Diagramas de conectividad funcional para el grupo Nacl (fila superior) y para sujetos
Cacl, (linea inferior). El ancho de los bordes depende de los coeficientes de correlacion
inter-regiones, y solo se muestran bordes con |r|>0.3. El tamafio de los nodos es
proporcional al grado de intermediacién CB (G) de cada ROI. Las correlaciones positivas
seilustran con colores tibios. Las correlaciones negativas se despliegan en colores frios.
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Figura 33

Inyeccion y ROI

(A) La flecha marca el sitio de inyeccion. (B) Colocacion de las regiones de interés
superpuestas a un barrido-B coronal, promediado de 11 individuos. Abreviaturas: M,
corteza motriz; S1, corteza somatosensorial primaria; S1BF, corteza somatosensorial de la
corteza somatosensorial de las vibrisas; LV, ventriculo lateral; CPu, putamen caudado. La
linea punteada negra indica las ROl de la corteza usada para medir la SO, El rectangulo
punteado blanco indica la ROl usada para medir la SO, en el cuerpo calloso. Barra de
escala: Imm.
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Figura 34

Hemoglobina y saturacion de oxigeno

Saturacion local cortical (S0,%0). (A) Imagen de SO, promediada para controles, barra de
escala: Imm- (B) Igual que (a) para el grupo LP.S (C) Comparacion de SO, entre el grupo
LPS (N=11), y el grupo NaCl (N=8). Hubo una disminucién significativa de SO, para el grupo
lesionado en la corteza cerebral izquierda (L) y en el cuerpo calloso (cc). El hemisferio
contralateral (R) a la inyeccion no mostré ninguna diferencia. *P<0.05, ***P<0.001 (D) en
cambio el contraste HbT no mostrd diferencia alguna entre ambos grupos.
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Figura 35
Histoquimica

Mediciones de histoquimica con lectina conjugada con TRITC. (A) longitud capilar
promedio. (B) Longitud capilar promedio total en secciones de cerebro pertenecientes a
la cortezay al cuerpo calloso. Notese la disminucion significativa en la longitud capilar
promedio en la corteza izquierda en el grupo LPS (*P<0.01).
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Figura 36
Longitud capilar

Enla corteza ipsolateral al sitio de inyeccion LPS las mediciones de SO, se correlacionan
positivamente con la longitud capilar promedio (?=0.3011, *P=0.0341).
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Figura 37

Conectividad entre regiones homotopicas

Figura 75. Correlacion bilateral funcional, entre el grupo LPS (N=11), y el grupo Nacl
(control simulado, N=8); el analisis se efecttio para la trayectoria temporal de cada
ROI'y su parte contralateral. Contrastes mostrados: (A) SO,, (B) HbT (C) HbO, y (D) HbR.
Abreviaturas: (M, corteza motriz; S1, corteza somatosensorial primaria; S1BF, corteza

somatosensorial de las vibrisas).
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El propdsito de este libro es dar un panorama general del
estudio del cerebro en reposo a través de distintas técnicas
deimagenologia dptica. Aun cuando aparentemente no es-
tamos haciendo nada, nuestro cerebro muestra una elevada
actividad metabolica: a pesarde que solo representa el 20/
de lamasa corporal, consume el 209/, de energia. Esta vora-
cidad desproporcionada representa una ventana de opor-
tunidad, tanto empirica, como tedrica, para el estudio de di-
ferentes padecimientosy su efecto en el cerebro.

El descubrimiento de la sincronia de actividad cerebral
entre areas del cerebro, que aunque remotas, se encontra-
ban conectadas funcionalmente, dio lugar al término «co-
nectividad funcional». La medicion de estas fluctuaciones
lentas, pero espontaneas, puede ayudar a comprender los
procesos neuronales que constituyen la mayor parte de la
actividad metabolica cerebral y, por consiguiente, conver-
tirse en una vasta fuente de informacion sobre los efectos
de padecimientos en el encéfalo.

Se sabe que la hemodinamica del cerebro sufre modifi-
caciones debido a ciertas enfermedades y condiciones neu-
rologicas. En esta obra se presentan diferentes técnicas de
imagenologia optica que nos permiten analizar estos cam-
bios enlaconectividad funcional en reposo, debido a un pa-
decimiento. El autor contempla a mediano-largo plazo que
el estudio del cerebro en reposo se conviertaen un biomar-
cador no invasivo en el diagnostico de ciertas condiciones
neurolégicas como epilepsia, lesiones en la materia blan-
ca, entre otras.
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