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Resumen

Introduccién: Estudios previos en modelos animales en tejido ex vivo, han demos-
trado que exposiciones largas al anestésico sevoflurano (SEVO) inducen apoptosis en
neuronas y oligodentrocitos. Recientemente, la Food and Drug Administration (FDA,
por sus siglas en inglés) emitié una advertencia acerca de los efectos de largas exposi-
ciones a cierto tipo de anestésicos en ninos menores a tres afios y mujeres embarazadas.
A pesar de las evidencias observadas en modelos animales, estos efectos no han podido
ser observados en humanos por la falta de un método no invasivo capaz de detectar
apoptosis en el tejido cerebral de nifios y recién nacidos. Estudios realizados en el area
oncolégica han demostrado la capacidad del Ultrasonido Cuantitativo (QUS, por sus
siglas en inglés) de detectar de apoptosis en células cancerigenas. Esto sugiere que el
QUS tiene el potencial para evaluar apoptosis en tejido cerebral de forma no invasiva.

Objetivo: El objetivo del presente trabajo es estandarizar técnicas del Ultrasonido
Cuantitativo para analizar dos de sus parametros como posibles biomarcadores capaces
de evaluar cambios en la microestructura de tejido cerebral de macacos Rhesus recién
nacidos, quienes han sido sido expuestos al anestésico sevoflurano.

Métodos: La muestra consistié en 14 macacos Rhesus terminales de 2 a 9 dias de
edad. Los sujetos fueron expuestos durante 5 hrs al anestésico SEVO. Los datos de la
senial de radiofrecuencia (RF, por sus siglas en inglés) se adquirieron con un equipo
clinico Siemens Acuson S3000 con un transductor de fase cuya frecuencia de operacién

fue de 10 MHz. Las senales de RF se obtuvieron de varios planos del cerebro, cuidando
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que el talamo fuera a visible en cada una de las imagenes en modo B. Se realizé la
adquisicién a las 0 hrs y 6 hrs posteriores al inicio de la exposiciéon al SEVO. El tamano
efectivo del dispersor (ESS, por sus siglas en inglés) y la concentracion acistica (AC, por
sus siglas en inglés) se calcularon mediante el ajuste de un factor de forma teérico a los
datos estimados del factor de forma obtenido por medio de la senal de RF. El proceso
de optimizacién consistié en: (1) identificar el maximo de la relacién senal a ruido
del espectro de energia retrodispersada de todo el conjunto de datos para determinar
el ancho de banda, (2) analisis de la dependencia del factor de forma calculado, con
la frecuencia, para identificar discontinuidades relacionadas con diferentes fuentes de
dispersién, (3) determinacién de un modelo del factor de forma basado en la prueba
estadistica x2, (4) comparacién de los cambios del ESS y AC posteriores a la exposicién
al SEVO, entre el lado derecho e izquierdo del tdlamo. La significancia estadistica del
cambio porcentual del ESS y AC entre las 0 hrs y 6 hrs se realizé a través de una prueba
Wilcoxon rank-sum. Finalmente, se obtuvo el coeficiente de correlacién de Pearson entre
los cambios porcentuales de cada pardmetro y la activacién de la caspasa 3 (CASP3)
del estudio inmunohistoquimico en el tdlamo.

Resultados: En todo el ancho de banda (3.2 MHz a 8.7 MHz) el promedio del factor
de forma calculado a las 0 hrs y 6 hrs, decrece de forma mondtona con la frecuencia.
Este resultado justificé realizar el ajuste de un sélo factor de forma sobre todo el ancho
de banda. Los valores de la prueba x? del factor de forma continuo Gaussiano fueron
10 veces menores comparados con los valores del factor de forma discreto de la esfera
fluida. En seis sujetos se observé acuerdo entre el lado izquierdo y derecho del talamo,
éstos seis mostraron cambios significativos del ESS (5 decrementos, y 1 incremento) y
para la AC, cuatro mostraron cambios significativos (3 decrementos, y 1 incremento).
El tamano efectivo del dispersor mostré mayor sensibilidad a efectos del SEVO que la
concentracién acustica. El coeficiente de correlacion de Pearson mostré una correlacién
fuerte entre el cambio porcentual del ESS y la activacién de la CASP3.

Conclusiones: Los resultados preliminares sugieren que un modelo continuo del fac-

tor de forma representa de forma mas adecuada a la retrodispersion ultrasénica del



cerebro de macacos Rhesus recién nacidos. La cuantificacién de la reduccion del ESS a
través de este modelo sugiere que el parametro es capaz de estimar los cambios en la

microestructura cerebral inducidos por el anestésico del anestésico SEVO.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Ultrasonido Médico

El ultrasonido médico forma parte de las modalidades de imagen utilizadas en la
Medicina. El término ultrasonido se refiere a ondas de sonido con frecuencias mayores
a 20 kHz. A pesar que las ondas de ultrasonido no pueden ser detectadas a través del
oido, es posible crear imagenes del interior del cuerpo a través de la deteccion de ecos
reflejados y dispersados por las estructuras del cuerpo. La gama de aplicaciones médicas
del ultrasonido es diversa: ademas de ser una herramienta que los médicos utilizan para
el diagnéstico, también puede utilizarse como una técnica de tratamiento (dependiendo
de la intensidad de las ondas).

El ultrasonido diagnéstico utiliza frecuencias entre 1 MHz a 15 MHz, la resolucién
espacial varfa entre 0.2 mm y 3 mm [1]. El ultrasonido médico utiliza ondas mecénicas
para generar una imagen de la anatomia del cuerpo con base en el principio de eco-
localizacion. Este mecanismo es utilizado por varias especies animales para navegar y
localizar presas a través de la emisién de pulsos sonoros. A partir del tiempo de vuelo de
dichos pulsos y sus reflexiones o ecos, es posible construir un mapa acustico del medio
circundante [1]. De manera similar, el ultrasonido diagndstico se basa en una técnica
pulso-eco. El estimulo (un pulso de ultrasonido) se genera por el transductor del equi-
po, el cual se encuentra en contacto con el cuerpo. El pulso de ultrasonido se propaga

dentro del cuerpo a lo largo de una trayectoria definida, y al ser reflejado y dispersado




1. INTRODUCCION

por el tejido, se producen ecos que viajan de vuelta al transductor. El transductor, al
operar en modo de deteccién, transforma los ecos actsticos en senales eléctricas. Con la
deteccién de dichas senales, es posible crear una imagen (mapa) de las estructuras del
interior del cuerpo a partir de localizar los ecos espacialmente (con base en el tiempo
que toma detectarlos) y asignarles un tono de gris relacionado con la amplitud del eco.
Este tipo de imagen se conoce como modo B o de brillo [1-3].

El ultrasonido médico ofrece varias ventajas sobre otras modalidades de imagen. El
ultrasonido es radiacién no ionizante y, a las energias utilizadas en estudios diagndsticos
(por debajo de 1 W/cm? [4]) no se han observado efectos biolégicos, por lo que se le
considera segura. Ademds, comparado con otras modalidades de imagen, el ultrasonido
diagnéstico es de bajo costo [5]. Por esta razén, es una de las técnicas mas utilizadas
mundialmente para la deteccién, diagndstico y seguimiento de muchas enfermedades.
Sin embargo, a pesar de estas ventajas, el ultrasonido diagndstico tiene una limitacién
importante: la interpretacion de las imagenes de ultrasonido convencionales suele ser
subjetiva debido a la gran variabilidad de parametros de operacién del equipo y de la
experiencia de quien adquiere e interpreta las imdgenes [6, 7]. La tabla 1.1 presenta un

resumen de las ventajas y limitaciones del ultrasonido médico.




1.2 Ultrasonido Cuantitativo

Tabla 1.1: Listado de las ventajas y desventajas del ultrasonido médico.

Ventajas

‘ Desventajas

“Seguro” - No utiliza radiacién ioni-
zante.

Subjetivo - La adquisicion y evalua-
cion de las imagenes depende de la
experiencia de los técnicos y radiélo-
gos.

Portatil - El equipo se puede trans-
portar facilmente.

“Ruidoso” - La imagen posee un
patrén de moteado que dificulta la
deteccién de estructuras de interés.

Econémico - Costo relativamente
bajo comparado con otras modali-
dades.

Resolucién limitada - La resolucién
espacial es menos fina que las técni-
cas de rayos X.

Répido - Se puede visualizar el teji-
do en tiempo real.

Entrenamiento - Cada aplicacién
del ultrasonido requiere un entrena-
miento dedicado.

Diagnéstico y tratamiento - La ga-
ma de aplicaciones médicas del ul-
trasonido es diversa.

Penetracion - Existe un compromiso
entre la resolucion espacial y la pro-
fundidad de penetracién debido a la

atenuacion.

1.2. Ultrasonido Cuantitativo

Para superar esta limitacién, se han desarrollado técnicas de ultrasonido cuantitativo
que, a través del procesamiento de senales de ecos ultrasénicos obtenidas de equipos
clinicos, permiten cuantificar propiedades fisicas del tejido de interés [8]. Una de estas
técnicas es la Espectroscopia por Retrodispersion Ultrasonica (ERU) que, por medio
de la descomposicién espectral de sefiales de ecos ultrasénicos, permite cuantificar el
coeficiente de atenuacion y el coeficiente de retrodispersién. El coeficiente de atenuacién
() cuantifica la pérdida de energia de una onda de ultrasonido al viajar cierta distancia
dentro del medio. El coeficiente de retrodispersién (o3) es el diferencial angular de la
seccion eficaz de dispersién en la direccién opuesta al haz de ultrasonido incidente por
unidad de volumen [9)].

Los coeficientes de atenuacién y retrodispersién se han utilizado como biomarcado-
res de imagen cuantitativa para diferentes enfermedades. Un biomarcador de imagen

cuantitativa es una caracteristica que se mide de manera objetiva en un imagen médi-
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ca, que puede ser correlacionada con propiedades anatémicas y fisiologicas que pueden
indicar la presencia de alguna enfermedad, su estado, sus caracteristicas moleculares,
asi como su respuesta al tratamiento [10].

Por ejemplo, estos biomarcadores han permitido diferenciar higado graso de sano
[11, 12]. Otros estudios indican que el coeficiente de retrodispersiéon puede utilizarse pa-
ra diagnosticar enfermedades crénicas renales [13, 14]. El coeficiente de retrodispersién
ha permitido diferenciar masas benignas y malignas en los ojos y ganglios linfaticos
[15]. Ademsds, a través del ajuste de modelos tedricos al coeficiente de retrodispersion,
es posible cuantificar la dimensién caracteristica de variaciones de impedancia acustica,
llamadas dispersores, asi como cuantificar la concentracion actustica. La concentracién
acustica es el producto del niimero de dispersores dentro del volumen del pulso de ultra-
sonido multiplicado por el promedio al cuadrado de la variaciéon de impedancia acustica.
A dicha dimensién caracteristica se le conoce como tamano efectivo del dispersor (ESS,
por sus siglas en inglés). Este pardmetro, en combinacién con otros derivados del co-
eficiente de retrodispersion, se han utilizado para diferenciar fibroadenomas (lesiones
benignas) y carcinomas (lesiones malignas) mamarios en modelos animales pequenos|16]
y en humanos [17]. Recientemente, la ERU se ha utilizado para detectar muerte celular
in vitro e in vivo en aplicaciones oncoldgicas, tales como la evaluacién de los efectos de
quimioterapia en tumores mamarios [18, 19]. Estas aplicaciones se basan en la hip6tesis
de que los procesos de muerte celular inducidos por quimioterapia, en particular la
apoptosis (muerte celular programada), modifican de manera drastica la microestruc-
tura del tejido y, por tanto, la manera en que dicha microestructura interacciona con

el pulso de ultrasonido [20].

1.3. Ultrasonido Cuantitativo y neuroapoptosis

Las intervenciones clinicas en recién nacidos y ninos pequenos comunmente requie-
ren el uso de anestesia o sedantes. Se estima que alrededor de 3 a 4 millones de ninos se

les administra anualmente algin tipo de anestesia tan sélo en los Estados Unidos [21].
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Uno de los farmacos mas utilizados es el anestésico sevoflurano debido a que posee un
aroma agradable al ser inhalado, es de répido efecto y recuperacién rapida [22-27].

Sin embargo, desde hace mas de 15 anos varios estudios en modelos animales murinos
y primates han demostrado que la exposicién a dichos farmacos puede producir efectos
neurotéxicos en neuronas y oligodendrocitos. El efecto neurotéxico predominante es
la apoptosis. Ikonomidou y cols. [28] descubrieron que el bloqueo por unas horas en
ratas recién nacidas del receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA), desencandené la
neurodegeneracion apoptética generalizada en el cerebro en desarrollo de ratas. Una
caracteristica del anestésico sevoflurano es que bloquea a dicho receptor.

En un estudio realizado por Brambrink et al. [29] se concluyé que el cerebro en
desarrollo de primates no-humanos recién nacidos, es sensible a la accién apoptégenica
del anestésico isoflurano. El cerebro de los primates mostré un gran aumento en la
apoptosis neuronal en varias regiones del cerebro tres horas més tarde del comienzo de
la exposicién al anestésico, sin embargo no fue posible determinar dicho efecto en el
desarrollo cognitivo de los primates. Anos después, Brambrink et al. [30] estudiaron el
efecto de la ketamina en el cerebro de macacos Rhesus en edad fetal y neonatales. Su
estudio concluy6 que el cerebro a las dos diferentes edades de los macacos es sensible
a la accion apoptogénica de la ketamina, y que una exposicion de 5 horas es suficiente
para inducir una respuesta neurodegenerativa significativa a cualquier edad.

FEl pico de vulnerabilidad del mecanismo apoptogénico coincide con el periodo rapi-
do de desarrollo de sinaptogénesis, también conocido como el periodo de crecimiento
cerebral rapido. En el caso del ser humano comienza alrededor de la mitad del periodo
de gestacién y termina aproximadamente a los tres o cuatro anos postnatales [31]. Con
base en lo anterior, en 2006 la Food and Drug Administration (FDA) de EE.UU. emi-
ti6 una advertencia sobre posibles efectos neurotéxicos de la exposiciéon prolongada y/o
repetida de anestesia general en niflos menores a 3 afos y mujeres embarazadas [32].

La evidencia sobre la cual se fundamenta la advertencia de la FDA se basa en
estudios en modelos animales que evaluaron la neuroapoptosis a través de técnicas

invasivas. Un ejemplo es el andlisis inmunohistoquimico para cuantificar la expresién
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de enzimas pro-apoptoticas en muestras de tejido extraido del modelo animal. Por
supuesto, estas técnicas no son aplicables a humanos vivos.

Debido a esta complicacién no ha sido posible comprobar los efectos neurotéxicos
de la anestesia en humanos. Esto ha contribuido a la falta de evidencia concluyente en
humanos.

De lo anterior surge la necesidad de desarrollar un método no invasivo, seguro y
facilmente aplicable a neonatos y ninos para poder evaluar cambios del tejido cerebral
relacionados con la apoptosis. El ultrasonido médico ofrece dicho potencial, ya que es
una técnica no invasiva y utiliza radiacién no ionizante (por tanto es segura para ser
utilizada en nifios).

Recientemente, la ERU se ha utilizado para detectar células apoptdticas in vitro e
in vivo en aplicaciones oncolégicas [18, 19]. Czarnota et al. [33] demostraron que los
cambios a nivel celular que se dan durante la apoptosis de células de leucemia mieloide
expuestas a cisplatino, farmaco de quimioterapia, pueden ser detectados utilizando
ultrasonido de alta frecuencia (mayor a 20 MHz). En otro trabajo, Czarnota et al. [34]
mostraron que a través de andlisis espectral de la senal de radiofrecuencia es posible
diferenciar, a través de parametros espectrales, células apoptéticas de células viables
expuestas a radiacion. Sadgehi et al. mostraron por primera vez que a través del estudio
de parametros del ultrasonido cuantitativo, utilizando frecuencias diagndsticas, se puede
evaluar de forma no invasiva los cambios del tejido in vivo provocados por los efectos
de la quimioterapia en pacientes con cdncer de mama [18]. La base de la sensibilidad
de estas técnicas a apoptosis se debe a que los cambios drésticos a nivel celular durante
la apoptosis (formacién de cuerpos apopot6ticos, por ejemplo) dispersan el ultrasonido

de manera diferente que las células viables [20].

1.4. Presentacion de tesis

A partir de la necesidad de métodos cuantitativos no invasivos para evaluar neuro-

apoptosis y, de la experiencia oncolégica, el interés de esta tesis radica en la estimacién
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de pardametros derivados de la Espectroscopia por Retrodispersion Ultrasénica (ERU)
para su uso como posibles biomarcadores de la apoptosis en tejido cerebral.

A partir de lo anterior, se propone la siguiente hipétesis: Los pardmetros derivados
de la Espectroscopia por Retrodispersion Ultrasonica (ERU), en particular el tamano
efectivo del dispersor (ESS, por sus siglas en inglés) y la concentracién acustica (AC,
por sus siglas en inglés) tienen potencial como biomarcadores para detectar cambios
microestructurales inducidos por apoptosis en tejido cerebral expuesto a anestesia.

De probarse esta hipdtesis, estos biomarcadores podrian utilizarse como un método
no invasivo y practico para detectar la neurotoxicidad de la anestesia. Para probar esta
hipétesis, el objetivo de esta tesis es realizar una evaluacién preliminar de la sensibilidad
de pardmetros de la ERU como posibles biomarcadores de neuroapoptosis en un modelo
animal joven expuesto a anestesia. De este objetivo general se desprenden los siguientes

objetivos especificos y metas correspondientes para alcanzarlos:

= Objetivo especifico 1: Implementar y validar herramientas de procesamiento de
datos de la técnica de ERU en sistemas de computo del Laboratorio de Ultrasonido

Médico (LUM) del Instituto de Fisica de la UNAM.

e Meta 1.1: Habilitar herramientas de software en Matlab de ERU en sistemas
de computo del LUM para la cuantificacién de ESS y AC, asi como para el

procesamiento en paralelo.

e Meta 1.2: Validacion de las herramientas a través del cdlculo del coeficiente

de atenuacién y retrodispersion de materiales tejido-equivalentes.

= Objetivo especifico 2: Seleccion del modelo tedrico que mejor represente al proce-
so de retrodispersién actustica en tejido cerebral, a partir del cual se calculan los
parametros derivados de la ERU, el tamano efectivo del dispersor y la concentra-

cion acustica.

e Meta 2.1: Identificacion del ancho de banda. El coeficiente de atenuacion

y retrodispersién son dos procesos fisicos que poseen una dependencia con
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la frecuencia del pulso de ultrasonido al propagarse en el medio. Por lo
tanto, para realizar un calculo preciso de dichos coeficientes, es fundamental
determinar el intervalo de frecuencias (ancho de banda) disponible en la

muestra.

e Meta 2.2: Seleccién del modelo teorico. Existen diferentes modelos tedri-
cos para describir el proceso de retrodispersién ultrasénica, cada uno basado
en suposiciones diferentes acerca del medio y de los agentes dispersores que
interaccionan con el pulso de ultrasonido. Debido a que se desconocen los
agentes dispersores en el tejido cerebral, es necesario utilizar modelos con
diferentes caracteristicas para después evaluar, a través de pruebas estadisti-
cas, cudl de ellos representa de mejor forma la retrodispersién del pulso de

ultrasonido por parte del tejido de interés.

e Meta 2.3: Cuantificaciéon del tamano efectivo del dispersor (ESS) y
concentracién acustica (AC). Para cada modelo tedrico se debe realizar
el calculo de la magnitud de estos dos parametros derivados de la ERU en
el tejido cerebral. Debido a que se desea identificar cambios antes y después
de la exposiciéon a la anestesia, es necesario estimar dicha magnitud para
cada sujeto, tanto a las Ohrs como a las 6hrs después de la exposicion a la

anestesia.

= Objetivo especifico 3: Evaluar cambios de estos pardmetros antes y después de la

exposicién a la anestesia.

e Meta 3.1: Comparacion a las 0 hrs y 6 hrs después a la exposicién
a la anestesia, de los valores de ESS y AC, a través de un anélisis
estadistico Wilcoxon. Una vez identificado el modelo tedrico mas adecua-
do, se deben utilizar los valores estimados de ESS y AC de dicho modelo
para realizar una comparacién entre los valores obtenidos a las 0 hrs y 6
hrs después del inicio de la administracion de la anestesia. Para evaluar si

la diferencia es o no estadisticamente significativa, se debe llevar a cabo un
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analisis estadistico de Wilcoxon de la diferencia de valores en ese intervalo

de tiempo.

= Objetivo especifico 4: Evaluar la correlacién de los cambios de dichos parametros
con la evaluaciéon histopatoldgica de induccion de apoptosis a través de un analisis

inmunohistoquimico.

e Meta 4.1: Célculo de la correlacién con caspasa 3 activada a las 6
hrs después de la exposicion a la anestesia. Esto permite evaluar la
correlacion, positiva o negativa, de la diferencia entre dichos parametros con

la apoptosis.

La tesis de licenciatura aqui propuesta realizada entre agosto de 2017 y junio de
2018, se desarrollé en el marco de una colaboracién entre el Instituto de Fisica de
la UNAM vy los Departamentos de Neurologia y Fisica Médica de la Universidad de
Wisconsin-Madison. Dicha colaboraciéon comprende un estudio piloto para explorar la
factibilidad de utilizar biomarcadores de retrodispersion actustica para detectar apop-
tosis inducida por la exposicién a sevoflurano en macacos Rhesus neonatos. Las seniales
que provienen de imagenes de ultrasonido fueron adquiridas en el Centro Nacional de
Investigacién en Primates de Wisconsin entre 2015 y 2017.

La organizacién de la tesis es la siguiente. El capitulo 2 presenta el marco tedrico
detras de la técnica de ERU. El capitulo 3 describe la metodologia de adquisicion y
procesamiento de datos. El capitulo 4 presenta los resultados. El capitulo 5 discute los
resultados obtenidos. En el capitulo 6 se presentan las conclusiones generales del trabajo
de tesis. En el capitulo 7 se presentan futuras lineas de trabajo que se desprenden de
los resultados. Finalmente en el capitulo 8 se encuentra un apéndice con graficas de los
parametros estimados.

La investigacion realizada es el primer esfuerzo en realizar una estandarizacién sis-
tematica de la estimacién de un marcador de apoptosis extraido de senales de ultra-
sonido médico en tejido cerebral. Igualmente dard pie a una evaluacién preliminar de

la sensibilidad de esta técnica a efectos neurodegenerativos de la anestesia en el cere-
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bro en desarrollo. Los resultados sentaran las bases para aplicaciones en humanos. A
largo plazo, el ultrasonido cuantitativo podria utilizarse como herramienta no invasiva,

segura y practica para la evaluacién de tejido cerebral en recién nacidos.
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Capitulo 2

Marco tedrico

2.1. Radiacion

La radiacién esta presente en muchos fenémenos de la naturaleza y es estudiada por
diversas disciplinas de la Fisica como: la termodindmica, la 6ptica, la fisica cudntica,
la fisica de particulas y la fisica médica.

El término radiacion se refiere a la emision y transporte de energia a través del
espacio, o través de un medio material, en forma de haces de particulas u ondas [35].
En 1925 de Broglie postulé el comportamiento onda-particula de la materia. Es decir,
los fotones (ondas electromagnéticas) no son los tinicos que exhiben un comportamiento
dual, la materia (electrones, protones y atomos) también muestra ese comportamiento.
Por tanto, al movimiento de las particulas materiales se les puede asociar una descrip-
ciéon ondulatoria, y a los fotones se les puede describir como particulas.

Una onda esta definida como una perturbacién que viaja a través del espacio. Du-
rante la propagaciéon de una onda en el medio, las particulas que constituyen a éste no
se propagan con la perturbacién, solamente la transmiten, es decir, oscilan alrededor
de su posicién de equilibrio. Por lo tanto, cuando una onda se propaga, existe un trans-
porte de energia pero no de materia [36]. Existen diferentes tipos de ondas, entre ellas
se encuentran las ondas electromagnéticas y las mecanicas.

Las ondas electromagnéticas son fluctuaciones espaciales de intensidad del campo

eléctrico (E) y del campo magnético (H). Este tipo de ondas pueden propagarse tanto

11
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en el vacio como en un medio material. Una de las caracteristicas principales de las
ondas electromagnéticas es que no requieren de un medio para propagarse. Ademas, al
no poseer masa ni carga, este tipo de ondas no son afectadas por campos eléctricos o
magnéticos y por lo tanto viajan a una velocidad constante en el medio [2].

Las ondas mecénicas son ondas que solamente pueden propagarse a través de un
medio material. Este tipo de ondas se clasifican de acuerdo a la direcciéon de oscilacién
de las particulas del medio con respecto de la direccién de propagacion de la misma.
Se les conoce como ondas transversales a aquellas ondas cuya direcciéon de propagacién
es perpendicular a la direccion de oscilacién de las particulas del medio. Las ondas
longitudinales son aquellas donde la direccién de la propagaciéon de la onda es paralela

a la direccién de oscilacién de las particulas [37].

2.1.1. Radiacion ionizante y no ionizante

Dependiendo de su energia, la radiaciéon puede clasificarse en ionizante y no ioni-
zante. La radiacién ionizante (cada particula o cada fotén) posee la energia suficiente
para ionizar y excitar a los &tomos que componen a la materia con la que interactia.
La energia minima para ionizar un electrén de valencia, conocida como potencial de
ionizacién, depende de la composicion de la materia, y varia entre 4 eV y 25 eV. Por lo
tanto, la radiaciéon que posea al menos ese valor minimo de energia, es capaz de ionizar
la materia [38]. Los rayos X y los rayos gamma son ejemplos de este tipo de radiacién
[2].

En cambio, la radiacion no ionizante no posee la energia suficiente para ionizar
atomos. Es decir, la energia de este tipo de radiacion es menor a la energia minima del
potencial de ionizacion de los d&tomos o moléculas del medio. La radiacién ultravioleta,
la luz visible, la radiacién infrarroja, las microondas, las onda de radio y las ondas
mecénicas como el ultrasonido, son ejemplos de radiacién no ionizante [2].

El uso de radiacién ionizante para fines diagnésticos conlleva riesgos asociados a los
efectos bioldgicos de la exposicién a la radiacién. La base de dichos efectos recae en los

cambios quimicos subsecuentes a nivel atémico o molecular en la materia irradiada [2].

12
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Por lo tanto, al ser el ultrasonido radiacién no ionizante, es considerado una técnica de

imagen libre de riesgo [1].

2.2. Ultrasonido

FEl ultrasonido es una onda mecdnica longitudinal que se propaga en un medio a

frecuencias mayores a 20 kHz [39].

2.2.1. Propiedades fisicas de una onda

En un fluido homogéneo (isotrépico) y sin viscosidad se puede modelar la propaga-
ciéon de una onda en un medio a través de la ecuacién de onda.
2
vie - mspo%f =0 (2.1)
donde ¢ es el potencial de velocidad de la particula, ks es el médulo de compresibilidad
adiabatica, el subindice s indica una entropia constante, p, es la densidad de equilibrio
del medio.

Las soluciones de la ecuacion 2.1 dependen de los valores iniciales y de las condi-
ciones a la frontera. Una solucién a dicha ecuacién es una onda longitudinal plana que
viaja en direccién del vector unitario k en un medio infinito y con dependencia tempo-
ral. En caso de suponer que no existen pérdidas viscosas, esta onda se puede describir

por medio de coordenadas cartesianas.

(7, t) = p(cot — k - T) (2.2)
donde Z es el vector de posicidn, ¢, es la velocidad de la onda, que se relaciona con el
modulo de compresion adiabatica y la densidad a partir de la siguiente relacion:

9 1

C = 2.3
® " Kspo (2:3)

Por lo tanto, la ecuacion de onda se expresa como:

13
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V- =522 =0 (2.4)

Para el caso particular de una onda armonica, la soluciéon 2.2 puede expresarse

como:

d(x,t) = ¢ppexpik(cot — k - ) (2.5)

w2
donde k = % = 4.

La frecuencia (f), es el nimero de ciclos por unidad de tiempo que atraviesan un
punto del espacio, sus unidades son los hertz (Hz). El tiempo que le toma a una onda

completar un ciclo recibe el nombre de periodo, T.

T (2.6)

La longitud de onda (\), es la distancia entre dos ciclos consecutivos de la onda. La
A depende de la frecuencia y de la rapidez de propagacién del sonido en el medio [39].

A= (2.7)

c
f

La rapidez del sonido en cualquier medio estd determinada principalmente por las
caracteristicas del mismo y por la frecuencia. Para tejidos blandos puede suponerse

que la dependencia en frecuencia (en intervalos diagndsticos), es despreciable. Especifi-

camente para ondas longitudinales en liquidos o tejidos blandos la expresion para la

B
- o

donde B es el médulo de compresiéon volumétrico. La variable p es la densidad maésica

rapidez de propagacion del sonido es:

del material. En promedio la rapidez de propagacién del sonido en tejido blando es
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1540 m/s [1, 2].

2.2.1.1. Impedancia acustica

Los ecos del pulso de ultrasonido son producidos por variaciones de impedancia
acustica. La impedancia actstica, Z, es la resistencia que presenta el medio a la propa-
gacién de ondas acusticas.

Para ondas planas armoénicas:

Z = pc (2.9)

La unidad que se utiliza para la impedancia actistica son los rayls, 1 rayl = 1 kg/m?s.

2.2.2. Proceso fisico para la creacién de una imagen de ultrasonido

El ultrasonido médico se basa en el principio de ecolocalizacion, el cual es la base
del SONAR y el RADAR.

Un eco se genera cuando el pulso de ultrasonido se encuentra con una interfase entre
dos materiales que poseen diferentes valores de impedancia acustica. La amplitud del eco
depende de tres factores principalmente: las propiedades de la interfase de impedancia
acustica (tamano relativo con respecto a la longitud de onda, forma y orientacién de los
dispersores), la amplitud del pulso de ultrasonido cuando se encuentra con la interfase,
v la pérdida de energia del eco al recorrer el camino antes de encontrarse con el detector.
Mientras mayor sea la amplitud del eco, més brillante aparecerad en la imagen.

Cuando el tamano de la interfase de impedancia es significativamente més grande
que la longitud de onda (como la interfase entre tejidos, vasos sanguineos) la interfase se
comporta como un espejo, reflejando parcialmente al pulso de ultrasonido, de acuerdo
con la ley de Snell [3].

Los elementos microestructurales del tejido, como glandulas, fibras de coldgeno o
células, representan variaciones en la impedancia acustica a una escala mas pequena

que la longitud de onda del pulso. La interaccién del pulso con cada uno de estos
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elementos resulta en dispersion, es decir, la redireccion espacial de una fraccién de la
energia del pulso, asi como un cambio en su contenido espectral, en otras ramas de
la fisica, como la dptica, a este fenémeno se le conoce como “esparcimiento” [40]. El
eco que se produce en una posicién dada del pulso es el resultado de la interferencia
entre los pulsos dispersados por los elementos dispersores que se encuentran dentro del
volumen ocupado por el pulso de ultrasonido. Por lo tanto, la amplitud y contenido
espectral del eco, dependen del ntimero total de dispersores, de su distribucién espacial
dentro del pulso de ultrasonido, asi como de sus propiedades fisicas (tamano, forma,
orientacién y diferencia de impedancia acustica respecto al medio circundante). Debido
a que la distribucién espacial de dispersores en el tejido asi como sus propiedades
fisicas presentan variaciones aleatorias [41], el proceso de dispersién del ultrasonido es
un proceso estocastico. Por tanto, el patrén de interferencia que resulta de la variacién
espectral estocdstica de las propiedades fisicas de los dispersores resulta en variaciones
aleatorias de la amplitud de los ecos detectados a partir del proceso de dispersién.
Al representarse en una imagen, dichas variaciones aleatorias de amplitud generan el
patrén de moteado caracteristico de las imdgenes de ultrasonido [1].

El nivel promedio de la amplitud de los ecos dispersados define la ecogenicidad de
un tejido en la imagen de ultrasonido, es decir, qué tan brillante luce.

Al proceso de pérdida exponencial de energia que experimenta el pulso de ultrasoni-
do mientras viaja a través del tejido se le llama atenuacién. Dicha pérdida de energia es
consecuencia de la reflexién, la dispersién y la absorcién de energia del pulso. La absor-
cién es la conversion de energia acustica en energia térmica. La capacidad atenuante de
un tejido se cuantifica a través del coeficiente de atenuacion, definido como la fraccién
de energia (en decibeles) que pierde el pulso cuando atraviesa 1 cm de tejido, sus unida-
des son dB/cm. Los decibeles (dB) estan definidos como 10 veces el logaritmo en base
10 de la energia perdida. En tejidos blandos, la atenuacién aumenta aproximadamente
de manera lineal con la frecuencia [42].

Por tanto, entre mayor es la frecuencia, mayor es la atenuaciéon. Esta relacién entre

frecuencia y atenuacién estd relacionada intrinsecamente con la profundidad que puede
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alcanzar el pulso de ultrasonido en el interior del cuerpo. Debido a esto, y dado que
la resolucién espacial del sistema mejora al aumentar la frecuencia, el uso de altas
frecuencias tiene como resultado la reduccion de la penetracién. Por tanto, las altas
frecuencias se utilizan para estudios superficiales.

Cada eco detectado provee dos tipos de informacion del tejido. El tiempo en el que
se detecta el eco indica la distancia entre el transductor y la estructura que generé el

eco, a través del tiempo de vuelo del pulso y el eco detectado:

t==2 (2.10)

Cc

donde z es la ubicacién de la estructura que generé el eco a lo largo del eje axial de
propagacion del pulso, y ¢ es la velocidad del sonido en el medio.

La amplitud del eco depende de su generacién, que puede ser por reflexién o disper-
sién. A dicha amplitud se le asigna un tono de gris para crear la imagen, de tal forma

que las estructuras mas reflejantes se muestran mas blancas que las menos reflejantes.

2.2.2.1. Proceso de la creacién de la imagen

Al realizar un estudio de ultrasonido se coloca la apertura del transductor en con-
tacto con la piel del paciente. Para emitir un pulso de ultrasonido es necesario activar
una fraccién de la apertura, formada por un grupo de sus elementos piezoeléctricos.
Inmediatamente después de la emisién del pulso, la misma fraccién de la apertura se
utiliza para detectar los ecos generados por la interaccién del pulso con el tejido a
diferentes profundidades. La tarea del transductor es convertir la informacion del eco
en una senal de eco eléctrica, llamada sefial de radiofrecuencia (RF). La senal posee
informacién acerca de una serie de ecos provenientes del interior del tejido examinado.

El equipo de ultrasonido utiliza la ecuacién 2.10 para ubicar los ecos a la profundidad
correspondiente. El proceso de deteccion pulso-eco se repite conforme la apertura activa
realiza un barrido lateral, obteniendo una senal de RF a cada posicién de la apertura

activa. Posteriormente, la imagen se forma mediante la recopilacion de las seniales de
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eco adyacentes, donde se encuentra la informacién de cada uno de los ecos generados a
diferentes profundidades del tejido.

La resolucién espacial es la minima separacién que debe existir entre dos objetos
para que puedan ser distinguidos como diferentes. Esta resolucion esta definida por el
volumen ocupado por el pulso de ultrasonido. En caso de que dos objetos se encuentren
dentro de este volumen, se generard solamente una senial de eco asociada a los dos
objetos, por lo tanto no podra distinguirse uno de otro. El incremento de la frecuencia
mejora la resolucion espacial. Debido a que cada transductor tiene rangos de frecuencias
diferentes, la eleccion del transductor que debe utilizarse implica un compromiso entre

la resolucion espacial y la penetracién.

2.2.3. Ultrasonido cuantitativo (QUS)

El ultrasonido convencional proporciona informacién cualitativa acerca de las es-
tructuras internas del tejido blando. La técnica Espectroscopia por Retrodispersién
Ultrasonica (ERU) se basa en modelar el tejido blando como un fluido que contiene
inhomogeneidades discretas o continuas con variaciones de densidad y compresibilidad,
es decir, de impedancia acustica, y donde dichas inhomogeneidades se encuentran dis-
tribuidas aleatoriamente. Aparte, debe suponerse que las propiedades estadisticas del
medio aleatorio son estacionarias en el tiempo y homogéneas en el espacio [9]. Las ondas
de ultrasonido que viajan dentro de un medio (tejido blando) experimentan pérdidas
de energia provocadas por efectos de atenuacion. Para realizar el calculo del coeficiente
de retrodispersién (o3) es necesario realizar la compensacién del pulso de ultrasonido
debida a procesos de atenuacién. Por lo tanto, realizar un cédlculo preciso de la pérdida
exponencial de la energia del pulso de ultrasonido repercute en cada uno de los célculos

posteriores.

2.2.3.1. Secciones eficaces de dispersion

La seccion eficaz se define como el cociente de la potencia total removida por un

proceso de interaccién dado y la intensidad incidente [41], ademds es una probabilidad
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2.2 Ultrasonido

de interaccion de una particula u onda con el medio. A través de ella es posible cuan-
tificar la pérdida de energia del haz incidente debido a dicha interaccién. En el caso de
la técnica pulso-eco es de particular interés cuantificar el coeficiente de retrodispersién
(0p), que esta definido como la diferencial angular de la seccién eficaz a un angulo de

180 grados por unidad de volumen [43].

1 0o

Ob

Para una onda plana, el diferencial angular de la seccién eficaz diferencial se expresa
de la siguiente forma:
op dIl

donde I; es la intensidad de la onda incidente y ®(K) es el factor de la distribucién

del dngulo para ondas dispersadas y K=2k, k es el nimero de onda. Adema4s:

dIl = I,r2dQ)

donde I es la intensidad de la onda dispersada y df2 el diferencial de angulo sélido.
El término |®(K)|? describe la distribucién angular de la amplitud de dispersién. La

seccién eficaz total se obtiene integrando sobre una superficie esférica de radio R:

o= 27r/ |®(K)|* sin ©dO (2.13)
0

lgr=1. Para un medio

Las unidades tipicas del coeficiente de retrodispersién son cm™
con una distribucién aleatorio e isotrépica de dispersores, el coeficiente de retrodisper-
sién depende del nimero de dispersores por unidad de volumen, su tamafno, forma e

impedancia actstica, asi como de la frecuencia [41]. El o} es una funcién de una variable

experimental, la frecuencia.
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2.2.3.2. Coeficientes de retrodispersion incoherente

El coeficiente de correlacién es una medida estadistica de la similitud entre muestras
de un proceso aleatorio. En particular, b,(Ar) describe la similitud de la densidad y
compresibilidad en dos posiciones dentro de un volumen V, separadas por una distancia
Ar y promediadas sobre un conjunto. Si D es el promedio del tamafio espacial de la
dimension de las inhomogeneidades aleatorias, entonces el coeficiente de correlacion del
medio se desvanece para distancias Ar > D. Bajo la suposicién de que la distribucién
de dispersores es aleatoria e isotropica, el coeficiente de correlacién esta relacionado

con byAr a través de la transformada de Fourier [41].

R LKA
op = 167r2/ by(Ar) exp™ ™ 2" dua

—00
donde k es el niimero de onda y v es funcién aleatoria que describe la distribucién

de los dispersores en el volumen V [44].

k4 2 21 g o] .
o= =0 / dep / sin 06 / by (Ar) exp™ZEATO (Ar)2d Ar
167 0 0 0
k‘4 2 00
o=E22 / by (Ar) sin(2kAr) ArdAr (2.14)
™ 0

La funcién de correlacién b,y Ar describe la distribucién espacial de dispersores que,
para condiciones de distribuciones aleatorias invariantes a desplazamientos e isotrépicos,
dependen principalmente del tamano de los dispersores. Dicha dependencia permite
estimar un tamano efectivo de los dispersores a partir del ajuste de modelos tedricos
a valores medidos de b,Ar. Existen modelos discretos y continuos. En este trabajo se

utilizaron tres modelos: el gaussiano, el exponencial y el de esfera fluida.

2.2.3.3. Coeficiente de correlacién de la esfera fluida

En este modelo se consideran esferas fluidas idénticas de radio a, distribuidas alea-

toriamente dentro de otro fluido con diferente densidad y/o compresibilidad [43]. El
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2.2 Ultrasonido

coeficiente de correlacién para este medio se encuentra a través de la funcién de auto-

correlacién de una esfera en tres dimensiones.

3A Ar)3
ro 7“)3 para 0 < Ar <2a
4a 16a (2.15)

=0 para 2a<Ar

Realizando la integral de la ec. 2.14, sustituyendo el término 2.15, el coeficiente de

retrodispersién se expresa como:

B2 3\

donde j; es la funciéon de Bessel de primer orden y primer tipo. Nétese que:

[e's) 4 3
Vs :/ by (Ar)dva = 7;(1

—00

2.2.3.4. Coeficiente de correlacién Gaussiano

En el caso del coeficiente de correlacion Gaussiano se supone que las fuentes de
dispersion son variaciones continuas de las propiedades acusticas del medio con simetria
esférica y que su correlacién espacial puede ser descrita a través de una variable aleatoria
Gaussiana [9]. La ecuacién del coeficiente de correlaciéon para un medio aleatorio b,

Gaussiano es:

by (Ar) = e~ A77/20 (2.17)

donde d es la dimension caracteristica. Por lo tanto, oy, es:

VIS opjaa
= — e 2.1
o ( e ) (2.18)
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En este caso, V; es:

N

Vs:/ by (Ar)dva = (2md?)

2.2.3.5. Coeficiente de correlacién exponencial

Finalmente, se considera un medio continuo aleatorio descrito por un coeficiente de

correlacién exponencial [9]:

by(Ar) = A4 para Ar >0 (2.19)
Por lo tanto:
k4V2nny? 1
= e 2.2
b < 1672 > (1 + 4k2d2)2 (2:20)

Noétese que:

V, = /OO by (Ar)dva = 7(2d)?

—00

2.2.3.6. Factor de forma

Para calcular el tamaifio efectivo del dispersor, resulta més préactico trabajar en el
dominio de Fourier debido a la necesidad de compensar por atenuacién dependiente de
la frecuencia y por factores dependientes del sistema. En el dominio de Fourier, el efecto
de byAr en el coeficiente de retrodispersién se obtiene a través de la factor de forma.
El factor de forma se define como la razén entre el coeficiente de retrodispersién de una
muestra (o), con dispersores de tamano finito, y el coeficiente de retrodispersiéon de
Rayleigh (0,) [9]:

Ob

F(2k,d) (2:21)

Oo
k es el numero de onda, oy, es el coeficiente de retrodispersién de la muestra y o, es el
coeficiente de retrodispersiéon del material con dispersores mucho més pequefios que la
longitud de onda del pulso de ultrasonido [9]. Por tanto, a partir del factor de forma es

posible explicar la distribucién espacial y organizacién de los dispersores en el dominio
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2.2 Ultrasonido

de frecuencias.

La expresion matemadtica de F' es:

1 [ ,
F= Vs/_ bW(Ar)e_’K'ATdVA. (2.22)

Para un proceso de retrodispersion, K = 2k. Por tanto, el factor de forma describe
los cambios de o}, en funcién de la frecuencia asociados a la microestructura del medio.
Esta relacién permite ajustar modelos geométricos del factor de forma obtenido expe-
rimentalmente para cuantificar la dimensién caracteristica de la funcién de correlacién
del arreglo de dispersores [45]. Bajo la suposicién de modelos con geometria esférica,
dicha dimensién caracteristica se conoce como tamano efectivo del dispersor (ESS).

Insana et al. [41] propusieron varios factores de forma para tejido blando a partir

de modelos de b, descritos anteriormente:

2
F(2k,d) = <22ji(2ka)> (Modelo de la esfera fluida) (2.23)
a
F(2k,d) = e 2 (Modelo Gaussiano) (2.24)
1 .
F(2k,d) = (Modelo exponencial) (2.25)

(1+4k2d2)2

La eleccién sobre qué tipo de factor de forma actstico utilizar depende de la estruc-
tura del medio de la muestra y de la comparacién de diferentes factores de forma que
se calculan en un intervalo de diferentes tamanos de dispersor. Por lo tanto, la forma
de elegir el factor de forma que mejor represente las propiedades del medio de interés
requiere de un conocimiento empirico acerca de éste.

Para describir la bondad del ajuste del factor de forma tedrico a los datos calculados,
se calcula el pardmetro estadistico x?, el cual se explicara a detalle en el capitulo 3.

En este estudio, dado que no se tiene conocimiento a priori sobre la estructura

geométrica de las fuentes de retrodispersién actstica en el tdlamo de los macacos Rhe-
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sus, se utilizard y? como figura de mérito para optimizar la seleccién del factor de forma

que mejor represente el proceso de retrodispersion en este tejido.

2.2.4. Tamano Efectivo del Dispersor (ESS)

El tamano efectivo del dispersor y la concentracién acustica son pardmetros actsti-
cos utiles para describir la microestructura del tejido. Por lo tanto, pueden utilizarse
como biomarcadores que contribuyan al diagnéstico de ciertas enfermedades.

El método mediante el cual se estima el ESS es determinando mediante el modelo
tedrico del factor de forma que minimice el error cuadrético entre el factor de forma

del modelo tedrico y el factor de forma experimental [41]:

N
. 1 questra(fi) questra(fia x, Z) :|
ESS(x,z) = argmin | —— 10lo
(¢.) = arg [NAB LT [

— 10lo
Fmodelo(fi7ESS):| g [Fmodelo(fiaESS)
(2.26)

donde f; es la i-ésima frecuencia del ancho de banda que comprende desde f; hasta
fap y la barra indica el promedio dentro de dicho ancho de banda [41]. Una limitante
importante de todos los factores de forma es que no pueden ser utilizados cuando
ka >> 1, k el niimero de onda y a el radio del dispersor.

El modelo Guassiano posee la gran ventaja de poseer una expresién cerrada que

permite realizar el calculo directo del ESS. Esta expresion es [46]:

s 2 W = )

2 B Wmin

d = — = — (2.27)
Z (w2—w2)

o(w)
I

donde w es la frecuencia angular y y(w) = 101n < =

).

2.2.5. Concentracién acustica

La concentraciéon acustica se define como el producto del niimero de dispersores

dentro del volumen del pulso de ultrasonido, y el promedio cuadrado de la variacién de
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2.3 Anatomia del tdlamo

impedancia acustica entre los dispersores y el tejido que los rodea.[15]

oy 1672

Ac=2_OT
10 k4VSmodelOFteo

(2.28)

donde Vs es el volumen del dispersor calculado a partir del valor estimado de ESS. El
subindice modelo corresponde al factor de forma tedrico con mejor ajuste al experimen-

tal, y el subindice teo (tedrico) es el correspondiente al ESS calculado.

2.3. Anatomia del talamo

El cerebro (encéfalo) es un érgano que se encuentra ubicado dentro del craneo.
Posee tres estructuras principales: los hemisferios cerebrales, el sistema limbico y el
ntcleo basal (ganglios basales). El cerebro pesa aproximadamente 1.350 kg, sin embargo
adquiere este peso con la edad. Durante el primer ano de vida crece de forma rapida, en
los primeros 24 meses de vida triplica su peso. Cuando un ser humano nace, el cerebro
pesa aproximadamente el 25 % de su peso adulto, a los 6 meses el 50 %. En el primer
ano de vida pesa 60 %, a los 5 anos apenas ha completado el 90 % de su maduracién
total. Finalmente a los 12 afios, el peso total del cerebro se alcanza [47].

Debido al hecho de que el cerebro crece a diferentes tasas de tiempo, lo mismo
sucede con los 6rganos y tejidos que lo componen, cada estructura alcanza su pico de
crecimiento a diferentes tiempos. En el caso del desarrollo interno, la médula espinal
y el cerebro (a excepcién del cerebelo) alcanzan su nimero maximo de neuronas en la
semana 25 de gestacién (billones de neuronas) asi como neuroglias (células del sistema
nervioso) [47].

El talamo forma parte del sistema limbico y esta situado en el diencéfalo. El diencéfa-
lo esta compuesto de cuatro estructuras principales: el talamo, hipotalamo, epitdlamo,
y subtdlamo [47]. En la figura 2.1 se observan tres de las estructuras principales del

diencéfalo, quién estd rodeado por los dos hemisferios cerebrales.
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Hipotalamo Talamo Epitalamo

Figura 2.1: Corte sagital del cerebro humano, se observa el hipotalamo, tdlamo y epitala-
mo. Tomada de Webb W. [48]

En la figura 2.2 se observa los ejes que se utilizan para describir el cerebro humano.

El mismo sistema es utilizado para describir las diferentes secciones del talamo.

Superior

Dorsal

Rostral

(anterior) Posterior

Ventral .
(inferior)

Dorsal
(posterior)

Ventral
(anterior)
Caudal

Figura 2.2: Ejes del cerebro humano. Adaptada de Webb W.[47]

El talamo estd ubicado en la seccién ventral inferior, tiene una forma redondeada
y estd constituido de materia gris. Su composicién se asemeja a dos masas con forma

de huevo una a un lado de la otra. En un cerebro adulto se estima que la dimensién
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2.3 Anatomia del tdlamo

rostrocaudal del tdlamo es de aproximadamente 30 mm, con 20 mm de altura y 20 mm

de ancho [47].

Nucleo medio
dorsal del tdlamo
(izquierdo)

Nucleo ventral
lateral del talamo

/ (derecho)

(a) Corte coronal del cerebro.

Talamo

(b) Corte sagital del cerebro.

Figura 2.3: Estructuras en el corte coronal y sagital del cerebro. Adaptada de Atlas del
cerebro humano [49].

La figura 2.4 muestra un estudio de ultrasonido en modo B de un corte coronal del
cerebro de un macaco Rhesus neonato, en la imagen se encuentran senalizado el tdlamo

y la base del créaneo.
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Figura 2.4: Ultrasonido del cerebro de macacos Rhesus neonatos.

El tdlamo controla mecanismos sensoriales y mecanicos como la conciencia, la aten-
cién y otro tipo de procesos neurocognitivos como la memoria y el lenguaje. Ademas,
el tdlamo integra sensaciones del sistema nervioso. El talamo del humano se encuentra
dividido de 50 a 60 nicleos.[50] Cada niicleo tiene una funcién diferente, actiian como
transmisores enviado informacion a otras areas sensoriales de la corteza cerebral.

Los ntcleos del talamo que pueden visualizarse en el corte coronal son, al menos,
seis nicleos. Los que ocupan mayor area; son el niicleo ventral lateral seguido del me-
dio dorsal. El ntcleo ventral lateral se considera que tiene pocas células comparado
con otros nucleos, posee dos tipos de células clasificadas de acuerdo a sus tamaiios,
una entre (30-40) um? y la otra de 20um?. Las células grandes, localizadas en la parte
ventral, tienen forma poligonal, y normalmente estan acomodadas en filas, y estan dis-
tribuidas de forma homogénea. Su regién lateral y basal estd caracterizada por tener
paquetes de fibras, lo cual sugiere una distribucién arreglada en ciertas zonas de este

ntcleo [49, 50]. Estudios realizados en humanos han demostrado que el tdlamo no sélo
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2.3 Anatomia del tdlamo

es complejo por las funciones que realiza, sino porque incluso entre seres humanos no
siempre cada nicleo se localiza en la mismo lugar.[50] Siervert et al. observaron impor-
tantes variaciones en la seccion transversal entre sujetos del talamo y la localizacién de

los ntcleos de dicho érgano. Por tanto, el tdlamo es un tejido complejo y heterogéneo.

2.3.1. Analisis inmunohistoquimico

Un analisis inmunohistoquimico se utiliza para buscar antigenos de células o tejidos
que pueden ser aminoacidos, proteinas o agentes infecciosos. El estudio se lleva a cabo
en dos fases: en la primera se prepara la muestra (fija y procesa el tejido) para las etapas
involucradas en la reaccion, en la segunda fase se interpreta y cuantifica la expresiéon
del antigeno [51]. Los estudios de inmunohistoquimica enfocados en apoptosis se llevan
a cabo haciendo uso de diferentes tipos de caspasas.

Los dos procesos mas conocidos de muerte celular son la apoptosis y la necrosis, a
éstos se les identifica dependiendo de las caracteristicas de la muerte celular. La apop-
tosis es un proceso biolégico fundamental y complejo de muerte celular programada, se
lleva a cabo de forma ordenada, mientras que la necreosis es un proceso desordenado
y espontaneo. Durante la apoptosis ocurre fragmentacion del ADN, condensacién del
citoplasma y cromatina, asi como la formacién de cuerpos apoptoticos, que son ab-
sorbidos rapidamente por otras células sin la necesidad de activar respuesta inmune
[52].

Las caspasas (citosina-aspartato proteasas) son enzimas que son mediadoras de la
apotosis, necrosis, y otros tipos de muerte celular. Existen 14 tipos de caspasas, las
cuales son clasificadas dependiendo de su funcién. A las caspasas 2,3,7,8,9, y 10 se les
considera proapoptoticas. Las caspasas restantes, 1,4,5,11 y 12 se les llamada proinfla-
matorias (necrosis) [53]. Pueden clasificarse de otra forma, iniciadoras o ejecutoras. Las
caspasas 1,2,4,5,8,9,10,11 y 12 son iniciadoras, este tipo de caspasas son activadas cuan-
do son traslocadas a compartimientos especificos. Las caspasas 3,6 y 7 son ejecutoras,

se activan a través de las caspasas iniciadoras [52].
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2.3.1.1. Caspasa 3

La caspasa 3 es una protoasa que se activa durante la muerte celular. Esta caspasa
es fundamental para el desarrollo normal del cerebro, ademas es caracteristica de la
apoptosis. Es indispensable para la fragmentacion del ADN, para la condensacién de la
cromatina y por tanto para la formacién de cuerpos apoptéticos en todo tipo de células.
En animales mamiferos se ha demostrado que la muerte celular programada puede
seguir dos caminos, el camino de la mitocondria (intrinseco) y el camino del receptor
de la muerte (extrinseco) [54]. Las proteinas Bax y Bak son consecuencia de un estimulo
apoptdtico. La caspasa 9 es el iniciador de la caspasa 3 y 7. La caracteristica interesante
de la caspasa 3 es que tanto el camino intrinseco como el extrinseco convergen en este
tipo de caspasa. Se estima que alrededor de la mitad de la poblacién inicial del sistema
nervioso es eliminada por apoptosis con la finalidad de optimizar conexiones de sinapsis
y eliminar neuronas innecesarias [54]. Con algunas excepciones se ha mostrado que las
neuronas siguen el camino intrinseco durante la apoptosis, por tanto, el papel central
de la caspasa 3 en el neurodesarrollo recae por la activacién alterada de esta caspasa

durante un desarrollo anormal del cerebro.

2.3.2. Apoptosis en el talamo

Kerr et al. [20] fueron los primeros en utilizar el término apoptosis al cual describie-
ron como un proceso estructural. Propusieron que la muerte celular podia ser dividida
en apoptosis y necrosis, sin embargo su clasificaciéon no fue realizada para tejidos neu-
rolégicos, por lo tanto no es posible extender su definicion a neuronas del sistema
nervioso central [55]. Existe otro tipo de muerte celular llamado excitotéxico, el cual
ha sido descrito como un proceso de necrosis, sin embargo también ha sido considerado
como apoptosis, dependiendo de la magnitud del estimulo. Por tanto, es evidente que
existe un mal uso de la terminologia utilizada. En 1999 Ikonomidou et al. [56] observa-
ron que una rata recién nacida al recibir un trauma cerebral sufre tanto muerte celular

excitotoxica como apoptosis. Ademas demostraron que los dos procesos de muerte ce-
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lular son distintos y puede distinguirse uno de otro de forma clara. Durante el periodo
de crecimiento y desarrollo répido del cerebro (sinaptogénesis) los dos tipos de muerte
celular estdn presentes, sin embargo tienen una relacién contraria con el transmisor de
glutamato NMDA. Durante la sinaptogénesis una estimulacion excesiva del receptor de
glutamato NMDA activa la neurodegeneracién excitotdxica, mientras que el bloqueo
de este receptor desencadena la neurodegeneracién apoptética [57]. Por lo tanto, se
ha demostrado que la apoptosis en el sistema nervioso puede desencadenarse median-
te el bloqueo del receptor de glutamato NMDA por un periodo de exposicién largo a
anestésicos como el etanol, ketamina, isoflurano y sevoflurano, tal que dicho intervalo
coincida con el periodo de sinaptogénesis del tejido. En algunos estudios se hace énfasis
en la importancia de estudiar tanto el proceso excitotéxico y la apoptosis. A pesar de
que ambos tengan algunas caracteristicas similares, ocurren durante periodos distintos.
Por ejemplo, el proceso de condensaciéon de la cromatina ocurre en los dos procesos de
muerte celular, sin embargo durante la apoptosis se da en las primeras etapas y en el
excitotético ocurre al final del proceso. Al parecer, la fragmentacién de la membrana
nuclear es una caracteristica fundamental de la neuroapoptosis y no ocurre en la neuro-
degeneracién excitotéxica [55]. Se ha demostrado la induccién de neuroapoptosis debida
a la exposicién a anestésicos mediante estudios realizados con microscopio electrénico y
con fotones. Este tipo de estudios otorgan informacion de caracteristicas morfolégicas
(estructura) del tejido [55, 56, 58, 59]. El proceso que ocurre durante la neuroapoptosis
involucra la traslocacién de la proteina Bax a membranas mitocondriales y la filtracién
extra-mitocondrial de citocromo c, seguido de la activacién de caspasa 3. La proteina
Bax estd presente en la caspasa 3 [54]. Debido a que la muerte celular se da previa-
mente a la activacién de la caspasa 3, un estudio de inmunohistoquimica de caspasa 3
activada identifica de manera confiable las células que han progresado maés alld de la
muerte celular. Este tipo de andlisis se ha utilizado numerosas veces en trabajos que
investigan la neuroapoptosis debida a anestésicos en neuronas [30, 55, 607 |. Ademds
como se menciond previamente la proteina Bax es una consecuencia de un estimulo

apoptdtico.
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Capitulo 3

Metodologia

El coeficiente de retrodispersién (op(f)) y sus pardmetros derivados fueron estima-
dos a través de ERU. Para eliminar las dependencias del sistema se usé el método del
maniqui de referencia desarrollado por Yao et al. [61]. Este método permite eliminar
los dependencias del sistema y la adquisicién de datos mediante el uso de un maniqui
de referencia. Dicho método ha sido validado en maniquies de materiales equivalentes
a tejido [62, 63] y utilizado para caracterizar varios tejidos [8]. Este método consiste
en obtener senales de radiofrecuencia (RF) utilizando el mismo equipo de ultrasonido
y con los mismos pardmetros con los que se adquirieron los datos para el tejido que se
desea caracterizar [61]. Para poder utilizar este método es necesario conocer los coefi-
ciente de atenuacién («) y retrodispersién (o) del maniqui utilizado como referencia.
Ademads, el método supone que en el medio (muestra) existe dispersién incoherente, y
que la rapidez de propagacién en el maniqui es similar a la velocidad de propagacién
del pulso en el tejido.

A partir del procesamiento de senales RF puede generarse el espectro de energia
retrodispersada de las senales de RF tanto del tejido como del maniqui de referencia.
Bajo condiciones de retrodispersion incoherente, dicho espectro puede modelarse como
el producto de cuatro factores que dependen de la frecuencia f y de la profundidad z

de la region del tejido que se quiere caracterizar:

S(fv Z) = D(f7 Z)G(f7 Z)A(fa Z)Ub(f) (31)
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Estos factores son:

1. El patron de difraccion D(f,z): Este factor define la contribucién de la distribucién

espacial de intensidad del haz de ultrasonido.

2. La funcion de transferencia del sistema G(f,z): Este factor incluye las funciones
de transferencia de los componentes del sistema (amplificadores, convertidores

analégico-digital) y ganancias.

3. La atenuacion acustica A(f,z): Este término considera la atenuacién de las capas
m =1,2,..., M de tejidos interpuestos entre el transductor y la region del tejido
que se caracteriza, y depende del coeficiente de atenuacién o, (f) y el espesor

Az, de cada capa:

M
A:exp{—42am(f)-Azm} (3.2)

m=1

4. El coeficiente de retrodispersion oy (f).

Para eliminar los factores dependientes del sistema y la adquisiciéon (G y D), se
normaliza el espectro del tejido de interés (Spuestra) con respecto al espectro de un
material de referencia (Syf): como resultado, G y D son iguales en las sefiales de RF

de la muestra y el maniqui de referencia. Por tanto, el espectro normalizado es:

S (f Z) = W Amuestra(f7 Z) ) O'b,muestm(f) (3 3)
norm (.f G2y ) - Aves(f) - Ovrer(f) |

donde A,y es la atenuaciéon del maniqui de referencia.

De la ecuacién 3.3 es posible obtener la expresion para estimar el coeficiente de

retrodispersion:

—da,.¢ (f)=z Smuestra(f, x, 2:) 1 a4
S’r’ef(f,l',Z) A(f7$72) ( )

Dado que se conocen tanto A,y como oy ey, la ecuacion anterior puede resolverse

Ub,muestra(fa x, Z) = Ub,ref(f)e

para el coeficiente de retrodispersion.
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3.1. Implementacién y validacion

Para poder realizar el cdlculo del espectro de energia retrodispersada, el cdlculo de
atenuacién y del coeficiente de retrodispersion, asi como el cilculo de ESS y AC, fue
necesario realizar la implementacién de los cédigos computacionales en el programa
Matlab. Igualmente, los cédigos se habilitaron en el servidor DAVIS del Instituto de
Fisica de la UNAM, para procesar datos de manera paralela usando 12 nodos del
servidor.

Para validar los cédigos implementados, se calculé el tamafio efectivo del disper-
sor (ESS) y la concentracién acustica de dos maniquies tejido equivalentes (referidos
como maniquies muestra A y B) y que contienen dispersores esféricos con diferentes
distribuciones de didmetro. El objetivo de la validacién es demostrar que los cédigos
implementados permiten cuantificar valores de ESS y AC sensibles a las diferencias
en la microestructura de los maniquies muestra. Para esto, se calcularon los valores
de ESS y AC aplicando el método de maniqui de referencia a senales RF adquiridas
de los maniquies A y B (asi como de un maniqui de referencia) en la Universidad de

Wisconsin-Madison.

3.1.1. Maniquies tejido equivalentes

En esta seccién se utilizaron tres maniquies compuestos por materiales tejido-
equivalentes. Dos maniquies se utilizaron como “muestra” (referidos como maniquies A
y B) y uno como referencia para la compensacién por los factores dependientes de la
adquisicién de datos.

El maniqui de referencia es una paralelepipedo de acrilico, con dimensiones de
15x15x5 cm?, que se llena con un gel a base de agarosa con polvo de grafito. Para
proveer condiciones de retrodispersién incoherente, el maniqui de referencia contiene
microesferas de vidrio cuya densidad es de 236 dispersores/mm?. El maniqui muestra A
es un paralelepipedo con las mismas dimensiones y composiciéon que el maniqui de re-

ferencia, las microesferas sélidas en su interior poseen un didmetro variable entre 75-90
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pm con una concentracién de 9 dispersores/mm?. El maniqui muestra B es un parale-
lepipedo de acrilico de 16x10x10 cm?, contiene una mezcla de agarosa-propilenglicol a
base de agua y leche filtrada, las microesferas solidas contenidas en su interior poseen
un didmetro variable entre 5-43 pm (Spheriglass 3000E, Potter Industries, Malvern,
PA). La agarosa-propilenglicol se utiliza dado que posee valores de densidad y com-
presibilidad similares a tejido blando. Los maniquies se fabricaron por el Dr. Ernest
Madsen y Gary Frank del taller de la Universidad de Wisconsin-Madison, siguiendo
procedimientos descritos previamente [64].

Las figuras 3.1, 3.2 y 3.3 muestran imagenes de cada uno de los maniquies y una
imagen en modo B de cada uno de ellos. Las imagenes en modo B de los tres maniquies
son muy similares entre si y no proveen informacién visual sobre la microestructura

que compone a cada uno de ellos.

Figura 3.1: Fotografia del maniqui A y una imagen en modo B del mismo.
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Maniqui B

Figura 3.2: Fotografia del maniqui B y una imagen en modo B del mismo.

Figura 3.3: Fotografia del maniqui de referencia y una imagen en modo B del mismo.

3.1.2. Adquisiciéon de datos

Ambos maniquies tienen una ventana de escaneo cubierta por una membrana de
plastico de Saran. Para contar con valores estandar del coeficiente de atenuacion y del
coeficiente de retrodispersién, los valores de estos pardmetros en los tres maniquies
se midieron en la Universidad de Wisconsin-Madison con técnicas de sustitucién de
banda estrecha y pulso-eco de banda ancha, conocidas como técnicas de caracterizacién
ultrasénica no destructiva por inmersién [64, 65].

En estas técnicas se utilizan transductores de un solo elemento piezoeléctrico y
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muestras de prueba con un grosor de 2.5 cm y didmetro de 10 c¢m, compuestas de
los mismos materiales tejido-equivalentes que los maniquies. La tabla 3.1 muestra los
valores estdndar para la rapidez de propagacién del sonido (c¢), y del coeficiente «
y op para ambos maniquies. Los valores que se muestran son el promedio de cuatro
mediciones realizadas a distintas frecuencias que son: 2.5 MHz, 5 MHz, 7.5 MHz y 10
MHz. Ademés, se muestra la desviacion estandar asociada a cada promedio, la cual

utiliza la siguiente ecuacién:

1 N
— - ]2
7=\ wop & i (3.5)
1 N
n= N ;:1 A;

donde o es la desviacién estandar, A; es cada uno de los valores de la muestra, u es

el promedio de los datos y N es el nimero total de datos.

Tabla 3.1: Valores de la rapidez de propagacién, del coeficiente de atenuaciéon y retrodis-
persién para el maniqui de referencia y los maniquies A y B.

[ Maniqui | ¢ [m/s] | Coeficiente a | Coeficiente o, |
Referencia | 1533.2+0.6 [ 0.4882[dBem ™ !MHz "]f'1%5 [ 1x10~°[em~lsr~IMHz #2812
Muestra A | 1533.040.0 | 0.4833[dBem 'MHz "]f"1%5 | §x10~*[em ™ Tsr—IMHz A 13841
Muestra B | 1543.341.21 | 0.3393[dBem~"MHz"]f252% | 1x10~C[cm~Tsr~IMHz 739858

Para el método del maniqui de referencia, se adquirieron 10 planos de sefiales de
RF de ambos maniquies con un transductor lineal compuesto por 192 elementos pie-
zoléctricos y una apertura de 38 mm, utilizando un equipo de ultrasonido Siemens
Acuson S3000 (Siemens Medical Solutions USA, Inc., Malvern, PA) el cual opera a
una frecuencia central de 6.6 MHz y una profundidad focal de transmisién de 3 cm. Se
habilit6 al escdner con una interfaz de investigacién Axius Direct [66]. Cada plano esta
compuesto por un conjunto de 256 senales de RF digitalizadas a una tasa de muestreo
de 40 MHz, cada una de las cuales contiene senales ecos a una profundidad méaxima

de 6 cm. Las 256 senales corresponden a lineas de visién equidistantes que abarcan la
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apertura de 38 mm del transductor.

3.1.3. Procesamiento de datos

En la figura 3.4 se presenta un diagrama de flujo que describe, de manera general, la
secuencia de pasos de procesamiento de seniales de RF dentro de una regién de interés
(ROI) con la técnica ERU usando el método de maniqui de referencia. Durante el
proceso de validacion, en vez de caracterizar el tejido, se caracterizaron dos maniquies
tejido-equivalentes. Posteriormente, se calcul6 el espectro de energia a través del método
multitaper adaptado por Rosado-Mendez et al. [67].

La matriz generada después de realizar el cdlculo del espectro de energia, consta de
74 renglones que abarcan profundidades de 0.25 ¢cm a 5.73 cm, a intervalos de 0.07 cm,
y 40 columnas, que abarcan posiciones laterales de 0.26 cm a 3.73 cm, a intervalos de
0.081 cm. Con esta informacién el programa de Matlab puede ubicar la regién que se

selecciona a través de la imagen en modo B.
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1. Imagen en modo B
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Figura 3.4: Algoritmo utilizado durante el procesamiento de datos, basado en el método

del maniqui de referencia.[61]
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Determinacién del ancho de banda para analisis

Para determinar el ancho de banda se seleccioné una regién central de cada uno de
los planos. Posteriormente, en dicha regién se calculé el espectro de energia a través del
método multitaper [67]. Se calculé el nivel de ruido a altas frecuencias relacionado con
ruido electrénico. Para esto se obtuvo el promedio de energia de la muestra (maniquies)
de cada plano en un intervalo de 12 MHz a 16 MHz. Esto permiti6 fijar el nivel base
(Eruido) de energia individual de cada espectro. Enseguida, se determiné el valor de
la energia umbral (Eymprq;) para el andlisis a partir de Eympral = Fruido + 10dB.
A partir de la Eymnprar se seleccionéd el ancho de banda con energia mayor a dicho
nivel, las frecuencias minima (fynin), vy maxima (fimnaz), asi como la frecuencia central,

= w Este andlisis se realizé para cada uno de los 10 planos de senales

feent
de RF de cada uno de los maniquies. Posteriormente, se obtuvieron histogramas de los
valores de fiin, feent, fmar ¥V Fumprai- Finalmente, el ancho de banda para el andlisis
de ERU se definié a partir de la mediana de fiin ¥ fmaee para todo el conjunto de datos

correspondiente a cada maniqui.

Compensacién por atenuacion

La idea general sobre como se estima la atenuacién es cuantificar la pérdida de
energia promedio para cada componente de frecuencia de la senal de RF sobre la pro-
fundidad del campo de visién. Para esto, se calculé la pérdida de energia a lo largo
de cada una de las columnas del arreglo de espectros a diferentes profundidades. Para
obtener una sola estimacién de la atenuacion del tejido equivalente interpuesto en fun-
cion de la frecuencia, se calcula la pérdida de energia acustica sobre el eje = a lo largo
de cada N, columnas del arreglo de espectros de energia dentro del mismo plano. La

atenuacién interpuesta argr se calcula a través del logaritmo del espectro normalizado

(Snorm(fv x, Z)):

L(f,z,z) = In[Snorm ([, z, 2)] (3.6)
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Ob,muestra (f)

Ob,ref (f)

Se estima la atenuaciéon mediante un ajuste lineal de la diferencia minima cuadratica

= 149 = ) - tlassr ~ ares() (3.7)

para L(f, z) vs. z, para cada frecuencia dentro al ancho de banda utilizado. La pendiente
del ajuste es proporcional a la diferencia de arsr y agef, y dado que el valor de a,..p se
conoce, entonces es posible calcular ayg. El niimero cuatro en la ecuacion 3.7 proviene
de dos fuentes, la primera es que toma en cuenta la distancia que recorre el pulso en su
camino a la region de interés y del eco en su viaje hacia el transductor, la segunda es que
considera que se realizan calculos con la intensidad del pulso (cuadrado de la amplitud)
y no con su amplitud. Alrededor de 20 estimaciones de ajysr se obtienen por plano,
cada una corresponde a cada una de las columnas del arreglo de espectros de energia.
Posteriormente se realiza un promedio de la atenuacién en las 40 columnas de cada
plano para los 10 planos. Dicho promedio se utiliza como la atenuacién interpuesta.
Finalmente, la dependencia en frecuencia de ajgr se parametriza con un ajuste de

potencia y la ecuacién se utiliza para estimar el coeficiente de atenuacion.

3.2. Estimacion del coeficiente de retrodispersion

Para poder estimar el coeficiente de retrodispersion es necesario aplicar la ecuacién
3.4 al conjunto de datos por plano resultante del célculo del espectro de energia, con-
siderando el ancho de banda establecido previamente. El cdlculo se realizé de forma

independiente para cada posiciéon de la ROI en el plano de senales de RF.

3.2.1. Parametros con interpretacion fisica directa

Se calculé el tamano efectivo del dispersor (ESS) y la concentracién acustica (AC)
con un modelo Gaussiano del factor de forma, a partir de ajustar al coeficiente de retro-
dispersién medido a dicho modelo. El célculo se realizé para cada una de las columnas
y filas que componen a la matriz de los valores del coeficiente de retrodispersién. Para

calcular el ESS y la AC, fue necesario estimar el factor de forma experimental y el
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3.2 Estimacion del coeficiente de retrodispersion

factor de forma tedrico.

El factor de forma tedrico se calculé aplicando las ecuaciones correspondientes al
modelo Gaussiano 2.24, y se utilizé el mismo intervalo de frecuencias con el que se
estimé el coeficiente de retrodispersion obtenido experimentalmente.

El factor de forma experimental se calcula mediante la divisién del coeficiente de
retrodispersion de la muestra o, entre la frecuencia elevada a la cuarta potencia.

Op

Fexp(fv d) = w (38)

donde ¢ es un factor de normalizacién igual a la razén entre promedio de Fi., dentro

del ancho de banda y el promedio de oy.
Tamano efectivo del dispersor (ESS)

El calculo del ESS se realizé por medio del factor de forma Gaussiano, utilizando
la expresién cerrada (explicita) de la ecuacién 2.27.

Concentracién acustica

Para realizar el cdlculo de la concentracién actstica se calcula el volumen asociado

al modelo gaussiano V; a partir del valor calculado del ESS:

GAUSS

Vicavss = (2rnd?)*? = f1(ESS) (3.9)

Por tanto, la ecuacién para calcular la AC es:

_ 0 1672
10 KAVL Fieo

SGAUSS

AC (3.10)

La ecuacién 3.10 se describié previamente en la seccién correspondiente al marco
tedrico (seccién 2.2.5). Debido a que la concentracién acustica es un parametro que
comuinmente presenta un gran rango dindmico, se expresara en decibeles respecto a

Imm 3.
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3.3. Modelo animal

La muestra de datos consiste en un conjunto de seniales RF de imégenes de ultraso-
nido de 14 macacos Rhesus neonatos expuestos a una dosis del 3 %-4 % de concentracion
de sevoflurano. Bajo estas condiciones los animales se encontraban sedados de tal forma
que no responden a ningin estimulo doloroso pero son capaces de mantener su respi-
racién sin equipo de respiracion asistida. Estos datos fueron adquiridos en el Centro
Nacional de Investigacién en Primates de Wisconsin entre 2015 y 2017. En cada proce-
dimiento, inmediatamente después de sedar al animal se recosté sobre su lado derecho
y se realizé la adquisicién de imagenes. Los datos fueron adquiridos con un equipo Sie-
mens S3000, con un transductor de fase 10V4, con una frecuencia nominal de operacién
de 10 MHz. Se adquirieron entre 10 a 15 planos de senales RF de vistas coronales del
talamo, posicionando el transductor sobre la sutura sagital, a medio camino entre la
fontanela anterior y la fontanela posterior. La adquisicion de datos se repitié 6 horas
después de la administracién del anestésico. La figura 3.5 muestra un esquema de la
forma en la que se realiza el estudio de ultrasonido para los macacos, en lugar de estar
recostado un bebé recién nacido, se encuentra un macaco Rhesus neonato inhalado el

anestésico.
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3.3 Modelo animal

Figura 3.5: Esquema de la adquisicién de senales de RF. Tomado de The Neumors Foun-
dation [68].

En la figura 3.6 se muestra como ejemplo el conjunto de 10 planos pertenecientes a

un sujeto.

45



3. METODOLOGIA

2
¥4

E
£
b=

®
2
=

=
=
=

2
o

0

Ancho (mm)

Figura 3.6: Conjunto de planos para un sujeto de la muestra.

Un transductor de fase posee alrededor de 64 a 128 elementos piezoeléctricos en
un arreglo lineal (el nimero exacto es propiedad intelectual del fabricante). A través
del control de tiempos de estimulacién eléctrica de los elementos piezoeléctricos del
transductor es posible angular el haz de ultrasonido en diferentes direcciones, como
se muestra en la figura 3.7 [69]. Un transductor de fase se caracteriza por un tamaiflo
de apertura pequeno y la formacién de una imagen con un campo de visién amplio
a través del proceso de angulacién electrénica del haz de ultrasonido. Esto permite
obtener imégenes internas del cuerpo a través de ventanas de acceso pequenas (como

el espacio intercostal, o las suturas craneales en recién nacidos).
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Dimension lateral

Figura 3.7: Esquema de un transductor de fase y la distribucién de las lineas actsticas
en el campo de visién. Adaptado de Frankel et al. [69]

A diferencia de una imagen producida por un transductor lineal (como en el caso de
la validacién), en una imagen sectorial producida por el transductor de fase el espacio
entre las lineas de visién de las senales RF aumenta con la profundidad.

Posteriormente fueron adquiridos entre 20-25 planos de seniales de radiofrecuencia
del maniqui de referencia, mismo que se utilizé en las pruebas de validacion, conser-
vando cuidadosamente los parametros con los que fueron adquiridos los datos de los
macacos. Se siguieron los pasos mostrados en el algoritmo de la figura 3.4 durante el

procesamiento de datos.
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Determinacion del ancho de banda

Se siguié el mismo procedimiento descrito en la seccién anterior, validacion, para
determinar el ancho de banda del conjunto de datos compuesto por los 14 sujetos
(seccién 3.0.1). El anélisis se realizé para cada uno de los 10-15 planos de seniales de RF
de los experimentos a 0 hrs y a 6 hrs de cada macaco. Se obtuvieron histogramas de
los valores de fiin, fmazs feent V Eumbral- A partir de este andlisis y de las medianas de
fmin ¥ fmaz de todo el conjunto de datos se obtuvo el ancho de banda para el analisis

de ERU.

3.3.1. Valores de atenuacién en la literatura

Debido a que el método descrito anteriormente para el calculo de la atenuacién
requiere de un tejido con composicién homogénea, no es posible aplicarlo al tejido cere-
bral. Para superar esta limitacién, se utilizaron valores reportados en la literatura del
coeficiente de atenuacion de materia blanca cerebral. En el caso del valor de atenua-
cién en adultos se encontraron dos referencias [42, 70] y para infantes, solamente una
[70]. Kremkrau et al. midieron el coeficiente de atenuacién mediante dos técnicas: la de
sustitucion de banda-corta, y la de fuerza de radiacién acustica. Esta técnica utiliza un
transductor y una superficie reflectora y una superficie reflectora. El haz de ultrasonido
transfiere momento al incidir sobre la superficie reflectora. La fuerza ejercida es pro-
porcional a la potencia acustica total del haz. Mediante la diferencia de la fuerza con y
sin la muestra, entre el emisor del haz y la superficie reflectora, es posible determinar
la pérdida de potencia debida a la atenuacién de la muestra.

Los autores también presentan valores para el tejido cerebral (materia blanca) de
adultos, los cuales estdn de acuerdo con los valores reportados por Bamber et al. [42],
quienes utilizaron otra técnica de mediciéon. Se obtuvieron los valores de la gréfica
presentada por Kremkrau et al.[70] a través de una digitalizacién con el programa
PlotDigitizer (Java, versién 2.6.8, software libre). Dichos valores fueron modelados con

un ajuste de potencias, y la ecuacion obtenida se utilizé para realizar la compensacién

48



3.4 Pardmetros de Espectroscopia por Retrodispersién Ultrasénica (ERU)

por atenuacién en todo el conjunto de datos, tanto para 0 hrs como a 6 hrs.

3.3.2. C(Calculo de espectros de energia

Para cada macaco se definieron regiones de estimacion de parametros en el lado
izquierdo y lado derecho del tadlamo en regiones con patrén de moteado relativamente
uniforme y sin reflectores especulares identificadas en cada plano de senales de RF. La
regién de estimacion de parametro (PER, por sus siglas en inglés), se eligié de un tamano
de 5 mm x5 mm, tamano seleccionado a partir de optimizaciones previas realizadas por
Rosado-Mendez et al. [67]. En cada PER (z,z), el espectro de energia de la muestra se
estima a través del método multitaper desarrollado por Thomson [71] y adaptado por
Rosado-Mendez et al. [67]. La idea general propuesta por Thomson permite estimar el
espectro de energia de una serie de datos finita del segmento de senal RF, al aplicar un
conjunto de ventanas ortogonales a los datos, y posteriormente realizar un promedio
de los espectros estimados para las diferentes ventanas. Este método reduce la varianza
del espectro calculado en comparacién con otros métodos como el periodograma o el
método de Welch. A dichas ventanas ortogonales se les conoce como secuencias de
Slepian [72] y al producto de cada ventana con el segmento de la senial RF se le aplica

la transformada de Fourier en el espacio de frecuencias de la senal [73].

3.4. Parametros de Espectroscopia por Retrodispersién

Ultrasénica (ERU)

Dado que no se tiene un conocimiento exacto sobre la fuente principal de retrodis-
persion en el tdlamo de macacos Rhesus neonatos, se realizé una optimizaciéon de la
seleccién del factor de forma tedrico que mejor representa los valores medidos experi-
mentalmente.

Para poder estimar el coeficiente de retrodispersion es necesario aplicar la ecuacién
3.4 al conjunto de datos por plano resultante del célculo del espectro de energia, con-

siderando el ancho de banda establecido previamente. El cédlculo se realizé de forma
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independiente para cada PER definida en cada plano de senales de RF.

3.4.1. Parametros con interpretacion fisica directa

Para el analisis con la muestra de datos de los 14 sujetos, se realizé la implementacién
de tres factores de forma, el Gaussiano, el exponencial y el de la esfera fluida. Para
calcular el ESS y la AC, se realiz6 el procedimiento descrito en la seccién de validacién
pero adaptado a cada modelo tedrico. Es decir, es necesario estimar el factor de forma
experimental y el factor de forma tedrico de cada modelo. El factor de forma tedrico se
calcula aplicando las ecuaciones correspondientes a cada modelo, 2.24 para el factor de
forma Gaussiano, 2.23 para el factor de forma de la esfera fluida y 2.25 corresponde al
factor de forma exponencial.

El factor de forma experimental se calcula mediante la divisién del coeficiente de
retrodispersién de la muestra op entre la frecuencia elevada a la cuarta potencia, y el
Fezp queda determinado por la ecuaciéon 3.8. El ESS obtenido a través del factor de
forma Gaussiano se calculé utilizando la ecuacién 2.27. Por otro lado, el ESS calculado
a través del modelo de la esfera fluida y del modelo exponencial, se calcularon a partir
de la minimizacién de la diferencia entre el factor de forma experimental y un conjunto
de modelos tedricos calculados con diferentes valores de ESS. Una vez calculados los
valores de ESS, se obtuvo la concentracion acustica para cada modelo.

Para realizar el cdlculo de la concentracién acistica se calcula el volumen asociado

a cada modelo Vg, a partir del valor calculado del ESS:

Vicauss = (2md®)*? = f1(ESS) (3.11)
Vepxp = (21d)® = fo(ESS) (3.12)

3
Vopr =475 = f(ESS) (3.13)

donde d es la dimensién caracteristica y a es el radio de la esfera para un modelo
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continuo como lo es la esfera fluida.

Finalmente, se calcula la concentracién acustica dada por la ecuacion 2.28, descrita
previamente. En este trabajo, la concentracién actstica se representard en decibeles
respecto de Imm™3.

Para cuantificar el acuerdo entre el modelo ajustado y el factor de forma experi-

mental, se cuantifica el pardmetro estadistico x2, el cual estd dado por:

1 N
X o ;AlogF(fi))? (3.14)

donde AlogF(f;) = logFmuestra(fi) — 10gFmodelo(f3)-[41].

3.4.2. Parametros con interpretacion fisica indirecta

Con el fin de validar las tendencias observadas en ESS y AC tras la exposicién a
anestesia, se calcularon dos parametros relacionados con ESS y AC pero sin la necesidad
de un modelo tedrico de dispersién. Estos parametros son la pendiente y el valor a
medio ancho de banda de un ajuste lineal aplicado al coeficiente de retrodispersién.
La pendiente guarda una correlacién inversa con el ESS (dentro de los valores de ka
del estudio, los dispersores de mayor tamano disminuyen la pendiente del coeficiente
de retrodispersion vs. frecuencia). El valor del ajuste a medio ancho de banda (MBF
por “mid band fit”) estd relacionado de manera directa con la concentracién acustica.
Estos pardmetros y su interpretacion fisica fueron propuestos por Lizzi et al. [74].

En la figura 3.8 se muestra en a) una imagen en modo B, mediante el procesamiento
de la regién senalada en la imagen, se obtuvieron los pardametros espectrales definidos

previamente y los cuales se encuentran graficados en la figura b).
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Imagen en modo B Espectro de energia calibrado

Espectro de energia calibrado

Regresion lineal

Amplitud espectral (dB)

Frecuencia (MHz)

Figura 3.8: Gréfica de los pardmetros espectrales adaptada de Lizzi et al. [75]

3.5. Analisis de los factores de forma y coeficiente de re-

trodispersion

Dada la estructura compleja del tdlamo y la falta de conocimiento sobre la natu-
raleza exacta de los agentes dispersores, se realizé6 un analisis de la dependencia en
frecuencia del promedio del factor de forma en todo el conjunto de datos. El objetivo
fue identificar discontinuidades posiblemente debidas a diferentes fuentes de dispersién.
Por lo tanto, se obtuvo el promedio y la desviacién estdndar de los factores de forma

de los 10-15 planos de cada sujeto a 0 hrs y 6 hrs de la region del talamo evaluada.

Criterio de aceptacion de datos

Para obtener valores confiables de cada parametro se establecié un criterio de acep-

tacién de datos que consistié en tres puntos importantes:

1. Existencia de regiones de analisis con patrén de moteado homogéneo tanto en el

lado izquierdo como en el lado derecho del talamo.
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2. Razén senal/ruido espectral mayor a 15 dB [14].

De los 14 sujetos, solamente en 9 se cumplieron con los criterios de aceptacion.

Diferencia entre parametros tras la exposicién a anestesia

Con el fin de evaluar la sensibilidad de ESS y AC a apoptosis inducida por anestesia

se calcularon:

1. La significancia estadistica de la variacién de ESS y AC tras la exposicién a

sevoflurano.

2. La correlacién entre el cambio en dichos parametros y la expresion de apoptosis

cuantificada histolégicamente.

La significancia estadistica de los valores de ESS y AC entre 0 hrs y 6 hrs se calculd
utilizando la prueba no paramétrica de Wilcoxon. Sea x y y las muestras que se desea
comparar, la hipdtesis nula es considerar que los valores de x y y son muestras que
provienen de una distribucién continua con medianas iguales. La hipdtesis alternativa
es probar si no lo son. Dicha prueba se realiza cuando se desea comparar datos que
no necesariamente estan pareados, es decir, son independientes y los tamanos de z y y

pueden ser diferentes. [76] Se calcula de la siguiente forma:

1. Combinar todos los datos de cada grupo y clasificarlos (rango), del mas grande

al més pequeno o del més pequeiio al mas grande.

2. Sumar los rangos para los puntos de datos de cada muestra, sea este R;. Encontrar

el nimero de puntos en el grupo; sea este valor n;.
3. Realizar la siguiente operacion: Sea Uj:

n; +1

donde U; corresponde a los valores de z parat =1y y con ¢ = 2.
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4. Finalmente, el valor p es el minimo entre U; y Us. Por lo tanto, U = p.

U=min(U1,U2) (3.16)

Si los valores de las medianas son muy diferentes, entonces p serd un nimero cercano

a 0. En esta tesis se utilizo la funcién ranksum de Matlab.

3.5.1. Coeficiente de Pearson

Con el objetivo de analizar si existia una relacién entre el cambio de ESS tras la
exposicién a SEVO y el nivel de apoptosis en cada macaco, se cuantificé el coeficiente
de correlacién de Pearson entre el cambio de los pardmetros propuestos a 0 hrs y 6
hrs y la activacion de la proteina pro-apoptotica Caspasa 3 medida a través de anélisis
inmunohistoquimico en muestras extraidas a través de necropsia de los mismos macacos.
El andlisis inmunohistoquimico fue realizado por el Dr. Kevin Noguchi de la Washington
University at St. Louis. Los resultados de dicho andlisis se obtuvieron a través de la
colaboraciéon con la Dra. Chrysanthy Ikonomidou, del Departamento de Neurologia
de la Universidad de Wisconsin-Madison. La técnica de inmunohistoquimica mide el
namero de células que expresan caspasa 3 activada por unidad de volumen del tejido
analizado. El nimero de niimero de células que expresan caspasa 3 esté relacionado con
las células que sufrieron apoptosis. Los detalles de esta técnica se describen en [77].

El coeficiente de correlacion de Pearson es una medida de la asociacion lineal entre
dos variables, se denota con la letra 7. La idea general es generar el mejor ajuste lineal
entre los datos de las dos variables, el valor de r puede tomar valores de [—1,1] y la
magnitud indica qué tan cercanos o lejanos se encuentran dichos valores del ajuste
lineal. Un valor 0 indica que no existe asociacion entre las dos variables. Si r > 0 existe
una relacién positiva, es decir, si el valor de la variable incrementa también lo hace la
segunda variable. En caso de que r < 0 existe una relacion negativa, indicando que

cuando una de las variables incrementa, la otra disminuye.
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Figura 3.9: Graficas representativas de los diferentes valores del coeficiente de correlacién
de Pearson para las variables z y v.

Si cada variable tiene N valores, el coeficiente r estd dador por:

(A, B) = — 3 <A"“A> (Bi“3> (3.17)

N —14 oA oB
=1

donde p4 y o4 es el promedio y la desviacién estandar de la variable A, respecti-

vamente, y up y op corresponden a la variable B.
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Capitulo 4

Resultados

En esta seccién se presentan los resultados obtenidos durante el desarrollo de la

tesis, siguiendo el orden presentado en la metodologia.

4.1. Validacién

Los resultados contenidos en esta seccién corresponden al cédlculo de espectros de
energia, coeficiente de atenuacién, coeficiente de retrodispersién, ESS y AC para los

maniquies tejido equivalentes A y B.

Espectros de energia

Se realiz6 el cdlculo de los espectros de energia para cada plano del maniqui A
y el maniqui B. Los espectros que se muestran a continuacién son un ejemplo de la

distribucién de energia en la regién central de uno de los planos para cada maniqui.
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Figura 4.1: Espectros de energia del maniqui A y B.

En la figura 4.1 se muestra un ejemplo de uno de los espectros correspondiente a
uno de los planos del maniqui A y B. La curva de color azul muestra el espectro de
energfa del maniqui utilizado como muestra (maniqui A o B). La curva roja representa
el espectro de energia de la referencia. En la figura 4.1 se observan algunas variables
senaladas: Eryido, Fumbral, fmins feents ¥ fmaz- Cada una de estas variables se utiliza
para determinar el ancho de banda disponible en el conjunto de datos para cada mani-
qui. Es importante recalcar que la diferencia entre la Eyyprar v 18 Eryido €s de 10 dB.

El maniqui A muestra una Ey,prq; = —31 dB y para el maniqui B E, 5o = —20 dB.

4.1.0.1. Analisis del ancho de banda

Los histogramas que se muestran enseguida son representativos de los datos de fre-
cuencia maxima y minima para cada maniqui. El histograma de color azul pertenece a
los valores de frecuencia minima y el histograma de color rojo corresponde a la frecuen-
cia méxima. A partir de los datos que componen dichos histogramas, se determina la

mediana, el 25 percentil, el 75 percentil y la desviacién estdndar para cada parametro.
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Maniqui A

La muestra de datos para realizar cada histograma fue de N = 10, donde la N;
corresponde a cada plano analizado. En la tabla 4.1 se encuentran los valores estadisticos
asociados a cada pardmetro del maniqui A. A partir de estos datos es posible determinar

el ancho de banda para este maniqui, que va de (2.2 £0.02) MHz a (7.3 £ 0.01) MHz.

Tabla 4.1: Valores de la estadistica asociada a los cdlculos de la frecuencia minima, central
y maxima del maniqui A.

Parametro Mediana 25 Percentil | 75 Percentil | Promedio Desviacion
Estandar

Frecuencia 2.2 MHz 2.2 MHz 2.3 MHz 2.2 MHz 0.02 MHz

minima

Frecuencia | 7.3 MHz 7.3 MHz 7.4 MHz 7.4 MHz 0.01 MHz

maxima

Frecuencia | 4.8 MHz 4.8 MHz 4.8 MHz 4.8 MHz 0.01 MHz

central

Maniqui B

La tabla 4.2 muestra los valores que se utilizaron para determinar el ancho de banda

del maniqui B, que va de (2.5 £0.02) MHz a (7.9 +0.01) MHz.

Tabla 4.2: Valores de la estadistica asociada a los cdlculos de la frecuencia minima, central
y méaxima del maniqui B.

Parametro Mediana 25 Percentil | 75 Percentil | Promedio Desviacion
Estandar

Frecuencia 2.5 MHz 2.5 MHz 2.6 MHz 2.5 MHz 0.02 MHz

minima

Frecuencia | 7.9 MHz 7.9 MHz 8.0 MHz 7.9 MHz 0.02 MHz

maxima

Frecuencia 5.2 MHz 5.2 MHz 4.2 MHz 5.2 MHz 0.01 MHz

central

4.1.1. Coeficientes de atenuacién y retrodispersién

A continuacioén se presentan los resultados del coeficiente de atenuacién y del coefi-

ciente de retrodispersién.
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Maniqui A En esta seccidon se muestran los resultados de atenuacién para el ma-
niqui A. La diferencia porcentual entre el valor calculado del coeficiente de atenuacién
y el valor esperado (ver tabla 3.1) del mismo es de (3.3 £ 1.1) %. La ecuacién utilizada

para este tipo de dispersores fue un ajuste de potencia cuyo coeficiente de correlacién

R fue de 0.998.

o = 0.4492f1-216 (4.1)

Figura 4.2: Coeficientes de atenuacion del maniqui A y del valor esperado del mismo.

En la figura 4.3 se observan las curvas para el coeficiente de retrodispersiéon calculado
por dos formas diferentes en funcién de la frecuencia. La diferencia porcentual entre el

coeficiente de retrodispersién del laboratorio y el calculado fue del 16.0 %.

60



4.1 Validacion

~ Maniqui disperaores a) va Frecuencia
| |

107 |
 Laboratorio
n Sistema
T | |
] el £
= o A
E # J.—-”} - ¢
= /,f’ #
. //.,_-__f"
10 | | | |
3 35 4 4.5 5 5.5 L] 6.5 7 7.5

Frecuencia (MHz)

Figura 4.3: Curvas de o de los valores del laboratorio y sistema correspondiente al maniqui
A.

Maniqui B En la grafica 4.4 se muestran dos curvas, la roja representa el valor
esperado del coeficiente atenuacion y la curva azul, el valor del coeficiente calculado
en este trabajo. La diferencia porcentual entre el valor del coeficiente de atenuacién
obtenido con respecto al valor esperado de dicho pardmetro fue de (2.9 +1.1) %. La
ecuacion que se utilizé para realizar la compensacion por atenuacién para este maniqui

fue un ajuste de potencias, cuyo coeficiente de correlaciéon R fue de 0.9991.

o = 0.3516 12586 (4.2)
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valor esperado del mismo.

En la gréafica 4.5 se muestran las curvas del coeficiente de retrodispersion en funcién

de la frecuencia: el del laboratorio y el del sistema (calculado). La diferencia porcentual

entre el coeficiente de retrodispersién del laboratorio y el calculado fue del 13.75 %.
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Figura 4.5: Curvas de o del laboratorio y sistema, correspondiente al maniqui b).
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4.1.1.1. Tamano Efectivo del dispersor (ESS) y Concentracién Acistica

(AC)

La figura 4.6 muestra una grafica de caja del ESS calculados a partir del coeficiente
de retrodispersion obtenido del método de maniqui de referencia aplicado a senales RF
del equipo Siemens. Cada caja agrupa los valores obtenidos de 10 planos de senales
RF de cada maniqui. La linea central corresponde a la mediana, los extremos superior
e inferior de la caja corresponden al intervalo intercuartil (50 % de los datos), y los
bigotes corresponden al rango total de datos. Los puntos circulares son los valores de
ESS calculados a partir del valor esperado del coeficiente de retrodispersién, utilizando
el ancho de banda correspondiente a cada maniqui. Los rombos, representan los valores
de ESS calculados calculados con el valore esperado del coeficiente de retrodispersion,
utilizando el ancho de banda correspondiente a 0.6jkaj1.0 sugerido por Insana et. al.
[78] como el intervalo de mayor sensibilidad. Dicho intervalo corresponde a 3.0 MHz a
3.5 MHz para el maniqui A, y 6.12 MHz a 12.25 MHz para el maniqui B. con el ancho
de banda con mayor sensibilidad (factor ka).

En la tabla 4.3 se exhiben los valores de la mediana e intervalo intercuartil para el
maniqui A y B. Para el maniqui A el valor de ESS=(109.2 + 7.7)um y para el B, ESS=
(41.9 4 £ 8.9)um.

Para los maniquies A y B, la diferencia porcentual entre el ESS, calculado con
el método del maniqui de referencia y el estimado con valor esperado del o3, ambos
con el mismo ancho de banda, es del 11.6 % y 187 %, respectivamente. En cambio,
la diferencia porcentual entre el ESS, estimado con el factor de forma Gaussiano, y el
estimado con el valor esperado con el ancho de banda de mayor sensibilidad, es del 45 %
y 14.8 %, respectivamente. Sin embargo, la diferencia porcentual entre los valores del
ESS entre los maniquies A y B estimados con el método del maniqui de referencia, es
del 61 %. Por tanto, la técnica del maniqui de referencia, ofrece suficiente sensibilidad
para diferenciar la microestructura (no visible en imagenes convencionales) entre ambos

maniquies.
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Figura 4.6: Grafica de caja del ESS estimado con el factor de forma Gaussiano para el
maniqui A y B.

Tabla 4.3: Valores estadisticos del ESS del maniqui A y B calculados con el método de
maniqui de referencia aplicado a senales RF del equipo Siemens.

ESS Maniqui A | Maniqui B
Mediana 109.2 um 41.9 ym
25 Percentil 107.4 um 31.1 ym
75 Percentil 113.5 um 44.4 ym

4.1.2. Concentracion Acustica

En la figura 4.7 se observa una grafica de caja correspondiente a cada maniqui. Los
pentagonos representan los valores de AC calculados con el ancho de banda correspon-
diente a cada maniqui, y los tridngulos representan los valores calculados utilizando el
ancho de banda de mayor sensibilidad (ka).

Para los maniquies A y B, la diferencia porcentual entre la AC, calculado con el
método del maniqui de referencia y el estimado con valor esperado del g3, ambos con el
mismo ancho de banda, es del 148.9 % y mayor al 200 %, respectivamente. En cambio,

la diferencia porcentual entre el ESS, estimado con el método del maniqui de referencia,
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y el estimado con el valor esperado con el ancho de banda de mayor sensibilidad, es del

82 % y 38.7 %, respectivamente.

Figura 4.7: Gréfica de caja del AC calculado a través del factor de forma Gaussiano para

el maniqui A y B.

Tabla 4.4: Valores estadisticos de la AC del maniqui A y B.

AC Maniqui A | Maniqui B
Mediana 7.7 dB 17.3 dB
25 Percentil 6.7 dB 15.5 dB
75 Percentil 7.4 dB 24.5 dB

| Maniqui | AC (ancho de banda) | AC (factor ka) |

Maniqui A

3.0 dB

43.1 dB

Maniqui B

29%x10~* dB

28.2 dB

Tabla 4.5: Valores de AC calculados con valores esperados del o, para el maniqui A y B.

Los resultados anteriores muestran que el maniqui A es mas atenuador comparado

con el maniqui B y ademads posee microesferas de mayor que el maniqui B. Estos

resultados fue posible corroborarlos mediante el cdlculo del ESS con el método del
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maniqui de referencia.

4.2. Resultados en modelo animal

En esta seccién se muestran los resultados correspondientes al estudio con los 14
macachos Rhesus recién nacidos. El orden de las secciones estd de acuerdo con la in-

formacién contenida en la seccién 4.1.

Espectros de energia

Se calcularon los espectros de energia de cada plano para cada uno de los sujetos
de la muestra. En particular se extrajeron los espectros de energia de la region de
interés del talamo de cada plano. Dichos espectros se utilizaron para hacer el analisis
del ancho de banda disponible para el conjunto de datos y para estimar el coeficiente
de retrodispersién a través del método del maniqui de referencia. A continuacién se

muestran ejemplos de los espectros y de las variables involucradas en dicho analisis.

Analisis del ancho de banda

Las graficas 4.8 y 4.9 muestran dos ejemplos representativos de espectros de energia
retrodispersada del tdlamo, calculados para dos sujetos diferentes. La figura 4.8 corres-
ponde a un caso en el que el espectro muestra al menos 15 dB de energia (Eymprai =
—15.1 dB), que es suficiente energia retrodispersada comparada con la energia de la re-
ferencia. La figura 4.9 muestra un caso en el que el espectro no posee suficiente energia
(Eumprat = —4.6 dB). La forma de visualizar esta diferencia en el espectro es observar
la diferencia del comportamiento de la curva azul con respecto a la curva roja. El nivel
de ruido de la curva azul se encuentra cercana al maximo de la misma curva, lo cual

no se observa en el espectro de la figura 4.8.
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Figura 4.9: Espectros de energia de un sujeto sin energia suficiente originada por la
muestra.

A partir de este andlisis se obtuvieron histogramas de los datos de la frecuencia
minima, maxima, central, asi como de Eymnpral, figura 4.10 y 4.11.

En el histograma de la frecuencia minima (figura 4.10) se observa que existe una
dispersion de datos entre 2.5 Mhz y 5 MHz, y el promedio de dicha frecuencia se

encuentra en 3.5 MHz.

67



4. RESULTADOS

150

100

Cuentas

50

2.5 3 3.5 < 4.5 5 5.5
Frecuencia Minima (MHz)

Figura 4.10: Histograma de la frecuencia minima del ancho de banda para el andlisis en
todo el conjunto de datos.

La figura 4.11 posee una dispersién en el eje x (frecuencia) de 6 MHz a 10 MHz,

donde la mayoria de los datos estan concentrados entre 8 MHz y 9 MHz.

N =422
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Figura 4.11: Histograma de la frecuencia maxima del ancho de banda para el andlisis en
todo el conjunto de datos.
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En el caso del histograma de la frecuencia central (figura 4.12) los datos se encuen-

tran concentrados aproximadamente en 6.2 MHz.
N =428
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Figura 4.12: Histograma de la frecuencia central del ancho de banda para el anélisis en
todo el conjunto de datos.

La figura 4.13 muestra que muchos datos posee una energia umbral entre -15 dB y
-10 dB, sin embargo solamente se utilizan aquellos datos que al menos poseen -15 dB,

que es el nivel minimo para obtener estimaciones confiables del ESS y AC [14].
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Figura 4.13: Histograma de la energia umbral en todo el conjunto de datos.

Tabla 4.6: Valores de la estadistica asociada a los célculos de la frecuencia minima, central
y méaxima del conjunto de datos del modelo animal.

Pardmetro | Mediana 25 Percentil | 75 Percentil | Promedio Desviacion
Estandar

Frecuencia 3.2 MHz 3.2 MHz 3.3 MHz 3.2 MHz 0.01 MHz

minima

Frecuencia | 8.7 MHz 8.4 MHz 8.9 MHz 8.7 MHz 0.02 MHz

maxima

Frecuencia | 6.2 MHz 5.9 MHz 6.2 MHz 6.1 MHz 0.01 MHz

central

Energia -12.1 dB -14.6 dB -9.3 dB -11.9 dB 0.01 dB

umbral

Se determiné que el ancho de banda disponible para todo en andlisis de datos seria

de 3.2 MHz a 8.7 MHz.

4.2.1. Compensacién por atenuacion

La figura 4.14 muestra la digitalizacion de la grafica reportada por Kremkrau et al.

[70] del coeficiente de atenuacién en infantes, en funcién de la frecuencia.
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Figura 4.14: Gréfica del coeficiente lineal de atenuacién calculado en cerebro de infantes
por [70].

En la gréfica 4.14 se observa el ajuste realizado a los valores del coeficiente de

atenuacion, el cual esta en funcién de la frecuencia:

o = 0.3331 10301 (4.3)

Las siguientes dos graficas corresponden a valores del coeficiente de atenuacién en
funcidon de la frecuencia para ciertos materiales bioldgicos. La figura 4.14 muestra valores
del coeficiente de atenuacién para el cerebro de infantes y adultos [70], y en la figura
4.15(a)[42] se observan la dependencia en frecuencia del coeficiente de atenuacién para

el cerebro y otro tipo de 6rganos.
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Figura 4.15: Graficas del coeficiente lineal de atenuacién obtenidas de [70] y [42].

En la figura 4.15 se observa que existe un acuerdo entre los valores del coeficiente
de atenuacién reportado por Bamber et al [42] y Kremkrau et al. [70], dicho acuerdo
valida los valores del coeficiente de atenuacién lineal para infantes reportados en la
figura 4.15(b). Por ejemplo, en la grifica del lado izquierdo, la curva del coeficiente de
atenuacién correspondiente al tejido cerebral posee una dependencia en la frecuencia

(exponente) 1.05 y en la figura 4.14 el exponente de la frecuencia es de 1.0301.

4.2.2. Factores de forma

Con la finalidad de determinar si era necesario ajustar diferentes factores de forma
en diferentes intervalos de frecuencia, se analizé la continuidad de los factores de forma

experimentales para todo el conjunto de datos.
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4.2 Resultados en modelo animal

El factor de forma experimental presenté un comportamiento decreciente en todo el
conjunto de datos tanto a 0 hrs como a 6 hrs. Esto se puede observar en la figura 4.16
a) y b) las cuales muestran el promedio (curva sélida) y la desviacién estdndar (curvas

punteadas) a 0 hrs y 6 hrs para la muestra de datos.
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Figura 4.16: Gréficas de factor de forma experimental a Ohrs y 6hrs.

La grafica de la figura 4.17 combina las figuras 4.16 a) y b). En la figura 4.18 se
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observa la resta de los factores de forma experimentales entre 0 hrs y 6 hrs (curva
s6lida azul), asi como su 25 y 75 percentil (curvas sélidas verdes). En promedio no se
observaron discontinuidades en la dependencia en frecuencia de los factores de forma a
0 hrs y 6 hrs. Por lo tanto, a partir de dichas graficas se determiné que no era necesario
ajustar diferentes factores de forma entre 0 hrs y 6hrs, ni para diferentes intervalos de

frecuencia.

6 hrs

25 Percentil

: 75 Percentil
~—0hrs

| 1 e 25 Parcantil

" |75 Percentil

Factor de forma experimental

4 5 6 7 8 9
Frecuencia (MHz)

Figura 4.17: Gréfica con la superposicion de los factores de forma a 0 hrs y 6 hrs.
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Figura 4.18: Grafica de la resta de los factores de forma a 0 hrs y 6 hrs.

4.2.3. Selecciéon de modelo para factor de forma

Para encontrar el modelo tedrico que mejor represente los datos calculados, se com-
pararon los valores de x? obtenidos de ajustes de los modelos Gaussiano, exponencial
y de esfera fluida a todo el conjunto de datos.

En la figura 4.19 se muestra un ejemplo de valores del factor de forma experimental
ajustados a los tres factores de forma tedricos: Gaussiano, exponencial y esfera fluida.
A partir de esta grafica es posible observar que el modelo tedrico que posee un mejor
acuerdo con el factor de forma experimental es el Gaussiano, cuyo valor de y? es 10

veces menor al del factor de forma de la esfera fluida.
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Figura 4.19: Graficas con los tres factores de forma; Gaussiano, exponencial y esfera
fluida.

En general, el factor de forma Gaussiano representé de manera mas exacta los
factores de forma experimentales. Las figura 4.20 a) muestra los resultados de x? del
modelo Gaussiano y la figura 4.20 b) el modelo de la esfera fluida. Los valores de x? para
el factor de forma exponencial no se presentan debido a que éste no mostré convergencia
en el ancho de banda utilizado. Para el modelo Gaussiano, x? varié entre 0.07 y 0.6,
con mediana 0.2. Para el modelo de esfera fluida, x? vari6 entre 0.2 y 8.9, con mediana
1.4. Debido que el mejor ajuste del factor de forma tedrico con el experimental resulto
ser el modelo Gaussiano, el resto del anélisis hace uso exclusivo de este modelo para el

calculo de ESS y AC.
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Figura 4.20: Histograma de y? para el factor de forma Gaussiano y esfera fluida.

4.2.4. Biomarcadores

Las tablas mostradas a continuacién muestran los valores del ESS y AC para los
ocho sujetos analizados para cada lado del tdlamo. Se incluye el nimero de sujeto, edad,
tiempo al que pertenece el dato del ESS o AC, 25 percentil, 75 percentil, 95 % intervalo

de confianza minimo y méaximo, y desviacion estandar entre los 10-15 planos de datos

procesados.
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Tabla 4.8: Datos del ESS para ocho sujetos.

En la primer tabla se muestran datos del ESS para los ocho sujetos de la muestra. En
ella se puede observar que el sujeto 7 tanto en lado derecho como en el izquierdo muestra
un incremento del ESS a las 6 hrs posteriores al inicio de la exposicién con la anestesia.
El sujeto 8 muestra acuerdo bilateral en el tdlamo para el ESS, sin embargo en éste
se observa una disminucién del ESS a las 6 hrs posteriores al inicio de la exposicién al
sevoflurano. Estos resultados se observan en las graficas 4.21(a) y 4.21(b) para el sujeto

numero 7 y en las gréficas 4.22(a) y 4.22(b) en el caso del sujeto niimero 8.
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No. de || Edad || Tiempo exposicién || Lado del Mediana 25 Percentil | 75 Percentil 95% IC 05% IC Desviacion
sujeto || (dias) anestesia (hrs) talamo (dB) (dB) (dB) Minimo (dB) || Maiximo (dB)||estandar (dB)|
0 -36.7 -38.0 -36.4 -37.5 -36.7 0.8
Derecho
1 4 6 -43 4 449 423 -44.5 42.6 14
0 Toaierdo -39.6 -40.3 -38.1 -40.3 -38.6 1.6
6 -439 441 -42.6 -43.9 415 0.4
0 -329 -33.4 -32.3 -333 -32.5 09
Derecho
. = 6 -373 -37.8 -369 -37.7 -37.0 0.7
0 Lequierdo -333 -33.7 -32.4 -334 -32.2 1.0
6 -38.7 -392 -37.7 -39.1 -38.1 1.0
0 -36.4 -37.1 -36.0 -36.8 -359 09
Derecho
3 1 6 -356 -36.6 -34 8 -36.6 -352 13
0 Lequierdo -36.1 -36.4 -35.7 -36.8 -359 0.5
6 -36.2 -36.4 -35.6 -36.6 -35.6 0.7
0 -40.8 -42.0 -37.7 -41.0 -38.0 2.7
Derecho
4 = 6 -334 -36.0 -32.0 -34.7 -33.1 2.0
0 Lequierdo -399 -40.6 -39.1 -40.4 -39.3 1.1
6 -36.0 -39.7 -332 -38.2 -352 39
0 -40.6 -40.8 -39.9 -40.8 -40.2 0.5
Derecho
z o 6 -40.6 418 -399 -41.4 403 1.0
- 2
0 Lequierdo -419 424 -40.9 -43.0 414 1.0
6 -39.7 -40.7 -38.0 -40.4 -38.7 1.7
0 -36.4 -37.5 -36.2 -37.6 -36.4 1.1
Derecho
5 NA 6 -379 -38.4 -37.6 -38.4 -37.8 0.5
0 Lequierdo -35.8 -36.1 -35.5 -36.1 -35.6 04
6 -36.9 -372 -364 -373 -36.3 0.6
0 =275 -28.0 -27.0 -27.8 272 0.5
Derecho
. NA 6 -278 -28.1 -27.6 -28.2 =277 03
o _312 - - - _
0 Lequierdo 31.2 31.3 304 313 305 0.7
6 312 319 -30.9 319 310 0.7
0 Derech -345 -34.6 -34.2 -34.7 -343 02
. - 5 erectio 304 309 301 311 302 06
o 0 ierdo -27.8 -28.0 -274 -27.9 =275 04
5 Lzgpi 285 291 281 291 281 09

Tabla 4.9: Datos del AC para ocho sujetos.

La siguiente tabla muestra datos de la concentracién actstica para ocho sujetos.
En el caso del sujeto 1 se observa una disminucién de la AC para ambos lados del
talamo, dicha tendencia se puede observar en las gréaficas 4.23(a) y 4.23(b). Un caso en
donde se observa un incremento es para el sujeto 4, es posible observar este resultado
en las graficas 4.24(a) y 4.24(b). Por dltimo, el sujeto nimero 3 no muestra diferencia
de la AC entre las 0 hrs y 6 hrs posteriores al inicio de la exposicién al sevoflurano, las
graficas 4.25(a) y 4.25(b).

Las figuras 4.21 a 4.25 muestran graficas de cajas de los diferentes parametros en el
lado izquierdo y derecho del tdlamo. Cada gréafica agrupa los valores de cada parametro
en los planos donde la Fy 01 > 15dB. Cada caja contiene puntos que indican valores

de cada plano en funcién de la densidad de probabilidad ajustada a la distribucién de
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datos. Dicho ajuste se realizé a través del programa Origin (versién 2015a), que tiene
distribucione predeterminadas , en este caso se utilizé una distribucién normal. A partir
de los datos otorgados al programa Origin, éste crea la grafica de caja calculando el
promedio (linea dentro de la caja), la mediana (cuadro central dentro de la caja), el 25
percentil (limite inferior de la caja), 75 percentil (limite superior de la caja), el valor
minimo (linea superior fuera de la caja) y méximo (linea inferior dentro de la caja)
e identifica valores atipicos dentro de los datos. Las gréficas presentadas son ejemplos
representativos de los sujetos 7 y 8, las graficas de los sujetos restantes se encuentran
en el apéndice 1.

Las figuras 4.21 a 4.22 presentan resultados para ESS [a) y b)] y la pendiente [c) y
d)], en tanto las figuras 4.24 a 4.25 muestran resultados para la AC y MBF. En todos
los casos, el ESS mostré tendencias de cambio entre 0 hrs y 6 hrs, y mostré tenden-
cias opuestas a la pendiente de op(f). La AC y MBF mostraron la misma tendencia.
Estas observaciones estan de acuerdo con los comportamientos esperados para dichos
parametros: dispersores mas pequenos producen o con dependencias més severas con
la frecuencia, en tanto que mayores concentraciones de dispersores generan coeficientes
de retrodispersion (op(f)) con mayor amplitud. Estas graficas son ejemplos represen-
tativos de los resultados para los sujetos 1, 3 y 4. El apéndice 1 muestra los resultados
para todos los sujetos.

En general se observé acuerdo entre lados izquierdo y derecho en 6 sujetos en el
caso del ESS y 6 sujetos en el caso del AC. Debido a que el efecto de la anestesia debe
ser el mismo en ambos lados del tdlamo (discussion con Dra. Ikonomidou) el resto del

analisis se restringié a sujetos que presentaran acuerdo bilateral en el tdlamo.
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4.2.4.1. Tamano efectivo del dispersor (ESS)
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Figura 4.21: Gréaficas de caja del ESS y pendiente del coeficiente de retrodispersién para
el sujeto 7. El valor p que se muestra en cada una de las graficas pertenece a la comparacién
de los valores a 0 hrs y 6 hrs del pardmetro correspondiente para el mismo lado del talamo,
por tal razén cada grafica posee un valor p.
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Figura 4.22: Gréficas de caja del ESS y pendiente del coeficiente de retrodispersién para
el sujeto 8. El valor p que se muestra en cada una de las graficas pertenece a la comparacién
de los valores a 0 hrs y 6 hrs del parametro correspondiente para el mismo lado del talamo,
por tal razén cada grafica posee un valor p.
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Figura 4.23: Gréficas de caja de la concentracién acustica y frecuencia central del o, para
el sujeto 1. El valor p que se muestra en cada una de las graficas pertenece a la comparacién
de los valores a 0 hrs y 6 hrs del pardmetro correspondiente para el mismo lado del tadlamo,
por tal razén cada gréafica posee un valor p.
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Figura 4.24: Gréficas de caja de la concentracién acustica y frecuencia central del o}, para
el sujeto 4. El valor p que se muestra en cada una de las graficas pertenece a la comparacion
de los valores a 0 hrs y 6 hrs del parametro correspondiente para el mismo lado del talamo,
por tal razén cada grafica posee un valor p.
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Figura 4.25: Gréficas de caja de la concentracién acustica y frecuencia central del o, para
el sujeto 3. El valor p que se muestra en cada una de las graficas pertenece a la comparacién
de los valores a 0 hrs y 6 hrs del parametro correspondiente para el mismo lado del talamo,

por tal razén cada grafica posee un valor p.

Para reducir la dimensionalidad del analisis, se combinaron los resultados del lado

izquierdo y derecho de cada macaco. Para justificar la combinacién, se realizé una

prueba Wilcoxon no pareada de los resultados del lado izquierdo y derecho del talamo

para cada sujeto, dicho analisis sugirié que las diferencias no son significativas en ningin

caso, es decir, el valor p asociado dichos resultados fue mayor a 0.05. Por tanto se calculé

el promedio de las medianas de cada lado para los valores de ESS y AC, obteniendo un

Unico valor a Ohrs y 6hrs para cada sujeto.
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Las figuras 4.26 y 4.27 muestran los valores combinados de ESS y AC, respectiva-
mente, para todos los sujetos que mostraron acuerdo bilateral, tanto a 0 hrs como a 6
hrs. A 0 hrs, el ESS fue (162 um, entre 158 um y 170 pm) en tanto que a 6 hrs fue
(154 pm, entre 149 pm y 166 pwm) con un valor p asociado de 0.5. Por otro lado, a 0
hrs, la AC fue (-36 dB, entre -38 dB y -33 dB) en tanto que a 6 hrs fue (-36 dB, entre
-35 dB y -34 dB) con un valor p asociado de 0.9.

En las figuras 4.26 y 4.27, el cambio en los parametros esta opacado por la variabili-
dad biolégica de las propiedades acusticas del tdlamo entre sujetos. Para reducir dicho
efecto se calcul6 el cambio porcentual de cada parametro para cada sujeto respecto al

valor a 0 hrs.
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Figura 4.26: Comparacién inter-sujeto del tamano efectivo del dispersor a 0 hrs y 6 hrs
después del inicio de la exposicién a SEVO.
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Figura 4.27: Comparacion inter-sujeto de los valores de la concentracion actstica a 0 hrs
v 6 hrs después del inicio de la exposicién a SEVO.

El cambio porcentual de ESS y AC se muestra en la figura 4.28. La figura tam-
bién muestra los valores p asociados a la prueba Wilcoxon no pareada para el cambio
porcentual de cambios parametros (ppss = 0.05 y pac = 0.36 ).

Después de analizar los valores de la grafica anterior pueden observarse dos puntos,
para el caso del ESS, los cuales serdan considerados de ahora en adelante como valores
atipicos. Estos valores son considerados atipicos ya que se encuentran fuera del rango

de valores igual a 1.5 veces el intervalo intercuartil.
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Figura 4.28: Porcentaje del cambio entre Ohrs y 6hrs normalizado por el valor a Ohrs de
los dos biomarcadores.

Finalmente, la figura 4.29 muestra el cambio porcentual de ESS como funcién de la
expresion de caspasa-3 activada evaluada a través de un andlisis inmunohistoquimico.
Se encontr6 una correlacién negativa entre ambos pardametros (Pearson r = —0.98, cuyo
intervalo de confianza al 95 % es de [0.47,0.99]) para los cuatro sujetos restantes.

Como puede observarse, entre mayor sea el cambio del tamano efectivo del dispersor,

la expresion de apoptosis aumenta.
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Figura 4.29: Gréfica de la diferencia porcentual en funcién de la expresién de apoptosis.
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Capitulo 5

Discusion

En este capitulo se analizan y discuten los resultados presentados previamente. La
discusion sigue el orden presentado en el capitulo anterior con la finalidad de conducir

de una forma légica a las conclusiones del trabajo.

5.1. Validaciéon

La utilidad de procesar maniquies tejido-equivalentes con diferentes tamanos de dis-
persores fue verificar que los programas utilizados durante el trabajo no tuvieran errores
de programacién tales que alteraran el cdlculo de los pardmetros evaluados. A través
del calculo de la atenuacién y del ESS fue posible observar que los valores estimados
de ambos parametros presentan acuerdo con mediciones de laboratorio similares a las
reportadas por Nam et al. [79]. Ademads la figura 4.6 se muestra que el ESS estimado
con el factor de forma Gaussiano ofrece contraste para diferenciar los dispersores entre
ambos maniquies. Para ambos maniquies se muestra una diferencia porcentual del co-
eficiente de retrodispersion del laboratorio y el estimado en este trabajo mayor al 10 %,
esto puede deberse a pardmetros experimentales durante la adquisicién de datos, sin
embargo ambas curvas para el coeficiente de retrodispersién de los dos maniquies en
el caso del laboratorio y el estimado poseen una dependencia en frecuencia similar. En
la misma figura se visualiza una notoria discrepancia entre el ESS correspondiente al
maniqui B calculado con los valores esperados de éste (circulos) y valor obtenido de las

senales del equipo clinico (cajas de bigotes). Es posible que tal discrepancia se deba a
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que el coeficiente de retrodispersién del maniqui B se encuentra muy cercano al limite
de Rayleigh, condicion bajo la cual la dependencia en frecuencia del coeficiente de re-
trodispersién no provee informacién sobre el tamano efectivo del dispersor. Por tanto,
pequenas variaciones de la potencia del coeficiente de retrodispersion causan cambios
grandes relativos del ESS. En el caso del maniqui A hay mejor acuerdo porque el ancho
de banda del método del maniqui de referencia utilizado para el calculo del ESS con el
factor de forma Gaussiano, coincide con el ancho de banda de mayor sensibilidad.[44]
Ademas, al realizar el calculo del ESS se utiliz6 el factor de forma Gaussiano, el cual es
un modelo continuo, es decir, modela la impedancia acistica del medio con una distri-
bucién continua de valores, sin embargo las microesferas presentes en ambos maniquies
poseen tamanos discretos y son solidas, esto implica que la impedancia acustica posee
variaciones discretas de impedancia acustica, lo cual difiere del modelo Gaussiano. Fa-
ran et al. [80], propusieron un modelo que aproxima de forma mas precisa el coeficiente
de retrodispersién para esferas sélidas y por tanto el ESS y el AC, sin embargo realizar

el calculo con este modelo va mas alla de los objetivos de esta tesis.

5.2. Modelo animal

Se realizd un proceso sistematico de estandarizacién de andlisis de ERU durante el
trabajo de tesis. A través de dicha estandarizacién solamente en un nimero limitado
de los 14 sujetos (6 en el caso de ESS y 7 en el caso de AC) que constituian la muestra
inicial, pudieron obtenerse resultados consistentes para el tamano efectivo del dispersor
y la concentracién acustica.

Una exclusion de datos del 42 % para el ESS y del 50 % para la AC sugiere que deben
implementarse modificaciones en la metodologia con la finalidad de poder utilizar el
maximo de datos posibles en el andlisis. Estos porcentajes se calcularon con respecto
al nimero inicial de sujetos (14).

La prueba estadistica de x? fue de gran utilidad para elegir el modelo tedrico que

mejor representa a los datos calculados. El resultado obtenido de dicha prueba sugiere
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que el factor de forma Gaussiano representa mejor los factores de forma obtenidos a
partir del método de maniqui de referencia en comparacién con los modelos de esfera
fluida y exponencial. Las suposiciones tedricas del factor de forma Gaussiano se basan
en considerar a un medio con una funcién de correlacion que modela un medio conti-
nuo e isotrépico de impedancia actstica, el cual consta de una distancia caracteristica
asociada al ancho de la curva Gaussiana que modela el factor de forma de retrodis-
persion. En cambio, el factor de forma de la esfera fluida, modela un medio discreto e
isotrépico de impedancia actstica. Por lo tanto, a través de la prueba de x? resulté que
para obtener valores més precisos es preferible utilizar en el tdlamo un modelo continuo
de variaciones microscépicas de impedancia acustica. Esto se entiende a partir de los
histogramas que se mostraron en la figura 4.20.

Tomando en cuenta que la prueba y? mostré que era mejor utilizar el factor de
forma Gaussiano, en el trabajo de tesis solamente se mostraron los resultados de los
biomarcadores calculados con dicho factor de forma. Para poder evaluar qué tan sensi-
bles eran los biomarcadores, se realizé una prueba de Wilcoxon no pareada entre dichos
cambios. Uno de los sujetos tuvo que ser eliminado a mediados del anélisis debido a
que en ninguno de sus planos tenia al menos 15 dB de energia retrodispersada. A partir
de ese momento el andlisis se redujo a 13 sujetos.

Primero se realizé tinicamente un anélisis de un lado del tdlamo de cada sujeto. En
dicho andlisis se mostré una reduccién del ESS en 7/13 sujetos, y un incremento en
6/13 (resultados no mostrados). Por otro lado, al obtener el valor p entre los valores
estimados a 0 hrs y 6 hrs, el valor mostrd ser significativo para 12/13 sujetos. Esto
valor indica que el cambio estimado del tamano efectivo del dispersor a las 6 hrs mues-
tra significancia estadistica, rechazando la hipdtesis nula que considera que el tamano
efectivo del dispersor estimado a 6 hrs no es diferente con respecto al estimado a 0 hrs.
Sin embargo, habia una proporcién aproximada del 50 % de los datos entre incrementos
y disminuciones del pardmetro, por lo que los datos no eran concluyentes. Dada esta
situacién se realizd una seleccién de los sujetos en los que fuera posible identificar re-

giones de estimacion de parametros en ambos lados del lados del tdlamo. Esto permitié
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utilizar el acuerdo entre los cambios de los pardmetros a ambos lados del tdlamo como
evaluacion de la consistencia de la técnica. Del total de los 13 macacos solamente fue
posible analizar en 9 de ellos los dos lados del talamo.

De los seis sujetos que mostraron acuerdo en el ESS entre en lado izquierdo y derecho
en el tdlamo, en 5/6 macacos hubo una reduccién del tamano efectivo del dispersor y
1/6 un incremento.

En los 6 casos que hubo acuerdo bilateral en los cambios de la concentracién acusti-
ca, en 3/6 hubo un incremento, 1/6 una reduccién, en 2/6 no hubo diferencia y en los
tres restantes hubo descuerdo entre los cambios para cada lado.

Una posible causa de la discrepancia entre resultados en el lado derecho y el lado
izquierdo del talamo puede ser la estructura compleja y heterogénea del talamo.

Dicha complejidad y heterogeneidad estructural del tdlamo aumenta la sensibilidad
de la técnica a la reproducibilidad de la alineacién del plano de la imagen entre la
adquisicién a 0 hrs y la adquisicién a 6 hrs, y representa un reto en cuanto al proceso
de adquisicién de datos. La consideracién del acuerdo entre lados derecho e izquierdo se
propuso como una medida prospectiva para aumentar la confiabilidad en la alineacién
del transductor. En el futuro se buscard identificar estructuras de interés que sirvan de
referencia para la alineacién del transductor en el mismo plano a 0 hrs y 6 hrs, como por
ejemplo la presencia de vasos sanguineos detectados a través de técnicas de ultrasonido
Doppler.

Es importante senalar que en el caso de los seis sujetos que pertenecen al andlisis
del tamarno efectivo del dispersor, todos mostraron cambios del pardmetro, incremento
o reduccién, entre 0 hrs y 6 hrs. Por el contrario, en el conjunto de los seis macacos del
analisis de la concentracién acustica, solamente cuatro de ellos mostraron cambios, y
dos de ellos no mostraron diferencia significativa.

Los resultados del andlisis inmunohistoquimico sugieren que hubo un aumento en
la expresiéon de apoptosis posterior al inicio de la anestesia. Debido a que la apoptosis
causa cambios en la microestructura del tejido con exposiciones largas (mayores a 3

hrs)[42] se espera que la funcién de autocorrelacién espacial cambie como efecto de la
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apoptosis inducida por el anestésico. Los resultados sugieren que en el medio a las 6 hrs
hubo un cambio en la distribucién de la impedancia actstica, lo cual podria deberse a
una redistribucion o reestructuracién del medio por la presencia de células apoptdticas.
Sin embargo, es importante senalar que no esperamos que el ESS representa el tamano
de una célula apoptética (1 a 2um) [81]. La interpretacién fisica del tamano efectivo
del dispersor es que es una medida del promedio espacial del tamafio caracteristico de
la funcién de correlacién de impedancia actustica del medio. Por tanto, los cambios en
este parametro representan modificaciones espaciales y fisicas (cambio de impedancia
acustica) de todas las estructuras que contribuyan al proceso de retrodispersién, tanto
celulares como del tejido conectivo. Por tanto, a pesar de que el tamano efectivo del
dispersor no pueda ser relacionado directamente con un tamaifio biolégico de una célula
u otra estructura microscopica del tejido, resulta muy interesante observar que dicho
parametro es sensible a los cambios en la microestructura, tal como lo demostré Sadeghi
y cols. [82] en células cancerosas de la mama.

Sadeghi y cols.[82] estimaron dos posibles biomarcadores para monitorear la res-
puesta de un tratamiento de quimioterapia para un tumor de la glandula mamaria. En
ese estudio se observé que el tamano promedio de las células y nucleos de ellas se va
reduciendo en funcién al tiempo posterior al inicio del tratamiento. Si bien el tejido
analizado no es el mismo, existe un acuerdo con la reduccién del tamano efectivo del
dispersor observada por Sadeghi y cols.

Las fuentes de variabilidad biolégica inmersa en nuestros datos recae principalmente
en la complejidad biolégica del talamo, tal como se describié en la secciéon 2.3. Su
composicién es muy importante al realizar una evaluacién de las propiedades actsticas
del tejido, debido a que por su gran complejidad es posible que al realizar una estimacién
de cualquier parametro, se esté recopilando informacién de varias capas del mismo
tejido. Esto resulta en un problema pues no es posible determinar una unica fuente de
dispersion de la onda de ultrasonido, ni determinar con exactitud si existe una fuente
principal de dispersién o es el cimulo de estructuras del talamo.

Después de realizar el proceso de reduccién de variabilidad inter-sujeto (a través de
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normalizar por los valores de los biomarcadores a 0 hrs) y de considerar cuales eran
valores atipicos, solamente fue posible obtener datos confiables de cuatro sujetos. En
estos cuatro sujetos se muestra una reduccién del tamano efectivo del dispersor a las 6
hrs después del inicio de la exposicién a la anestesia.

Una fuente de sesgo importante en los datos fue el uso del mismo coeficiente de
atenuacién para todos los sujetos. La atenuacién de un pulso de ultrasonido depende
de tres factores: frecuencia, temperatura y de la presién, ademas la atenuacién no
es la misma de sujeto en sujeto [42]. La forma matematica desarrollada a través del
maniqui de referencia para obtener el coeficiente de atenuacion en el tejido de interés,
es considerar una funcién exponencial dependiente de dos factores: del ntimero de capas
interpuestas por encima del tejido de interés, del grosor de éstas y del coeficiente de
atenuacién de cada una de estas. En este trabajo, el valor utilizado para el coeficiente
de atenuacién en el tédlamo se supuso igual para los 14 macacos, reportado por [70].
El valor reportado por Kremkrau et al. para el coeficiente de atenuacién en infantes
solamente considerd la medicién de una tnica muestra de cerebro perteneciente a un
nino de 3 dias de edad. Las mediciones las realizaron en un ancho de banda de 1
MHz a 5Mhz, y la grafica que reportan es un ajuste de minimos cuadrados para los
valores de atenuacién medidos en dichas frecuencias. Un dato que permite validar que
los valores de atenuacién medidos por Kremkrau et al. es el buen acuerdo con los
reportados por Bamber y cols.[42]. Debido a que no existen valores en la literatura para
el cerebro de macacos Rhesus recién nacidos, se debe analizar si la ecuacién utilizada
en esta tesis es apropiada para el andlisis. Para esto se requieren nuevos métodos de
cuantificacién de atenuacién in vivo que permitan comparar con los valores de Kremkau
et al. El desarrollo de dichos métodos en tejidos complejos como el cerebral es tema de
investigaciéon actual en nuestro grupo.

Finalmente, de acuerdo con el trabajo de Zhu et al. [83] resaltaron que para poder
estimar valores precisos de ESS es preferible tener conocimiento acerca de las estruc-
turas del tejido de interés que contribuyen al proceso de retrodispersiéon. Sin embargo,

sin tener conocimiento previo también es posible realizar mediciones que no estén tan
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alejadas del valor de la estructura interna. En este estudio a partir de la frecuencia
central y el promedio de ESS, se determind que el factor de ka fue en promedio de 2.1,
donde k pertenece al valor a la frecuencia central del ancho de banda, y a al prome-
dio de los 6 macacos que mostraron acuerdo a las 0 hrs. Dicho valor estd por encima
del rango de mayor sensibilidad sugerido por Insana et. al. (0.6jkaj1.0). Por tanto, de
acuerdo on Zhu et al. [83] los valores de ESS podrian estar subestimados. Sin embargo,
esta subestimacién también estd inmersa en los valores de ESS estimados a 6 hrs y
debido a que la diferencia porcentual entre los valores 0 y 6 hrs tan sélo es del 5% no
se espera que la subestimacion repercuta en las observaciones de este trabajo.

El tamano efectivo del dispersor resulté ser méds sensible a los cambios estimados
entre 0 hrs y 6 hrs. Tomando en cuenta la definicién e interpretacion fisica del ta-
mano efectivo del dispersor, mas los argumentos presentados previamente que dicho
parametro haya sido sensible a los cambios inducidos por la presencia de anestesia, los
resultados sugieren que la impedancia actstica del tdlamo se modificé por la presencia
de células apoptdéticas. Este argumento posee mayor sustento al observar el coeficiente
de correlacion entre el cambio en el tamafo efectivo del dispersor y los resultados del
estudio inmunohistoquimico de la expresién de la activacién de CASP3. El coeficiente
indica una correlacién fuerte entre ambos pardmetros, r=-0.98 (intervalo de confianza
al 95% de [0.47,0.99]). Por lo tanto, los resultados reportados en este trabajo sugie-
ren que el tamano efectivo del dispersor tiene potencial para ser considerado como un
biomarcador para evaluar cambios en la microestructura del tdlamo que resultan de la
apoptosis en cerebros de macacos Rhesus recién nacidos.

Por otro lado, la concentracién actstica resulté ser menos sensible a los cambios en-
tre 0 hrs y 6 hrs. Esto se puede deber a que este pardmetro depende de dos factores, del
numero de dispersores contenidos en el volumen del pulso de ultrasonido y de la varia-
cién promedio de impedancia acuistica. Como se mencioné previamente, la impedancia
acustica puede verse modificada en presencia de células apoptéticas. Sin embargo el
pulso de ultrasonido no interactia con un sélo nicleo, sino con un conjunto de estos,

entonces si dentro del volumen de ultrasonido el nimero de dispersores aumenta pero
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la variacién de impedancia actstica disminuye, entonces el producto se mantiene, o
viceversa. Lo anterior podria explicar que el valor de la concentracién acustica no se
vea modificado entre las 0 hrs y 6 hrs.

Por dltimo, en este trabajo se exploré el uso del ultrasonido cuantitativo como un
método primario para la evaluacién de efectos neurotdxicos en tejido cerebral debido
a anestésico sevoflurano. En este sentido, se espera que las técnicas presentadas pue-
dan utilizarse como herramienta para la deteccién de neurotoxicidad de anestésicos en
neonatos que no necesite o sea complementaria de otras técnicas de diagndstico por
imagen, como usualmente se utiliza el ultrasonido diagnéstico. Esto se debe a que las
técnicas de ultrasonido cuantitativo presentadas en este trabajo permiten un andlisis

cuantitatitvo y menos subjetivo que el ultrasonido convencional.
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Conclusiones

Al inicio de este trabajo de tesis se plantearon objetivos y metas especificas, cada
uno de los ellos se cumplié exitosamente. Se realizé la implementacion y validacién de
programas para el procesamiento de datos para la técnica de ERU en el LUM. Se llevé
a cabo la estandarizacién del modelo tedrico que representa de mejor forma al tejido
cerebral y por lo tanto fue posible calcular tanto el tamano efectivo del dispersor como
la concentracion actustica a 0 hrs y 6hrs. Dichos resultados fueron correlacionados con el
andlisis inmunohistoquimico de caspasa 3 activada a las 6 hrs después de la exposicién
al anestésico sevoflurano.

Los resultados obtenidos durante este trabajo sugieren que el tamano efectivo del
dispersor tiene potencial como un posible biomarcador del ultrasonido cuantitativo
para evaluar la neurotoxicidad de la anestesia en el cerebro de macacos Rhesus recién
nacidos. La importancia de este trabajo recae en haber obtenido una correlacion fuerte,
con un valor r = —0.98, entre un pardmetro estimado de forma no invasiva (el tamano
efectivo del dispersor) y un biomarcador del nivel de expresién de apoptosis de CASP3,
el cual se obtiene a través de un método invasivo. Esto quiere decir que el tamano
efectivo del dispersor podria ser utilizado para evaluar el nivel de apoptosis en tejido
1 VIOo.

El nimero de datos que pasaron la prueba de confiabilidad se redujo un 78 % con
respecto al total. La reduccién del niimero de sujetos sugiere que debe desarrollarse un

método de adquisiciéon de datos que cumpla con las necesidades de la técnica utilizada
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en este trabajo, el ultrasonido cuantitativo. Las razones expuestas previamente sugie-
ren que las conclusiones estan sujetas a un numero reducido de muestras y deben ser
interpretadas con precaucion.

Los valores de ESS estimados a 0 hrs para los cuatro sujetos que pasaron el control de
calidad, se encuentra entre 157 um y 174 u m, esto sugiere que a pesar de la variabilidad
bioldgica inmersa en la estimacién de dichos valores, no existe gran dispersién entre
éstos. Este intervalo de valores resulta importante debido a que fueron adquiridos los
datos a 0 hrs no habia efectos de la anestesia, por lo tanto este rango de valores podria
tener una relacién con la microestructura del cerebro de los sujetos que dispersa al
pulso del ultrasonido.

Se observé que el factor de forma Gaussiano representa de forma mas precisa las
propiedades acusticas del medio, comparado con los factores de forma Gaussiano y
exponencial. Uno de los resultados secundarios de dicho andlisis mostré que el factor
de forma exponencial no convergié para el ancho de banda utilizado en el trabajo.

Una de las limitantes del trabajo fue la falta de un método preciso para evaluar
la atenuacion del pulso de ultrasonido en el cerebro en cada sujeto. Esta limitacién
condujo a utilizar el mismo coeficiente de atenuaciéon para todos los sujetos tanto a 0
hrs como a 6 hrs. El cilculo de la atenuacién en el método del maniqui de referencia se
encuentra un paso adelante antes del célculo del coeficiente de retrodispersién. Entre
mas preciso sea el calculo del coeficiente de atenuacién, mayor sera la precision del
coeficiente de retrodispersién. Por lo tanto, es de suma importancia proponer un nuevo
método para evaluar la atenuacién del pulso de ultrasonido en el cerebro de macacos
Rhesus recién nacidos. Este método debe considerar la complejidad estructural del
cerebro, por ejemplo, la presencia de reflectores, y como éstos repercuten durante la
adquisicién de datos crudos de senal de radiofrecuencia, y por tanto, en el calculo del
coeficiente de atenuacion.

La concentracion actstica no resulté ser un biomarcador para evaluar la neurotoxi-
cidad del tamano efectivo del dispersor en el cerebro de macacos Rhesus recién nacidos.

Esto sugiere que la magnitud del coeficiente de retrodispersién no se ve modificada
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significativamente entre el tiempo sin la induccién de anestesia y 6 hrs posteriores a la
iniciacion de ésta.

En este trabajo se prob¢ la hipétesis: biomarcadores de ERU mostraron variaciones
significativas tras la induccién de apoptosis con SEVO. Sin embargo, la prueba de
la hipotesis se realizé bajo condiciones muy limitadas debido al ntimero reducido de
datos de la muestra. Durante el desarrollo del trabajo existieron tres limitaciones. La
primera fue a partir de varios criterios de consistencia, el 78 % de los datos tuvieron
que ser eliminados. La segunda es la aplicacién del mismo coeficiente de atenuacién
para el tejido cerebral de todos los sujetos de la muestra. La tercera limitacion estd
relacionada con el analisis de los datos, el cual se realiza suponiendo que el talamo es un
tejido que presenta dispersion incoherente. A pesar de estas limitaciones, los resultados
aqui presentados son prometedores y vale la pena seguir explorando nuevas técnicas

que permitan obtener resultados que expandan los presentados en este trabajo de tesis.
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Capitulo 7

Trabajo a futuro

Se propone como trabajo a futuro implementar una técnica de adquisiciéon de da-
tos que pueda ser reproducible, de tal forma que se maximice el nimero de datos que
cumplan los criterios de aceptacién para poder ser analizados. Ademads, es necesario
trabajar en un método que cuantifique la atenuacién del haz de ultrasonido en tejido
cerebral para cada sujeto, de tal forma que considere la variabilidad bioldgica entre
sujetos. Por ultimo se sugiere expandir las técnicas utilizadas de ultrasonido cuanti-
tativo para analizar el tejido cerebral que no cumplan con la condicién de dispersién

incoherente (es decir, que existan fuentes de retrodispersién coherente).
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Capitulo 8

Apéndice

En el siguiente apéndice se encuentran graficas del tamano efectivo del dispersor,
de la pendiente del coeficiente de retrodispersion, de la concentraciéon acustica y de la
frecuencia central del coeficiente de retrodispersion para el tdlamo de los 9 sujetos en

los que se pudo realizar el analisis de lado derecho e izquierdo del talamo..
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8. APENDICE
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de los valores a 0 hrs y 6 hrs del pardmetro correspondiente para el mismo lado del talamo,
por tal razén cada gréfica posee un valor p.
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