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TUTOR:
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Al Instituto de F́ısica de la UNAM (IFUNAM) por proveerme un espacio de trabajo

para la realización de esta tesis.
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Resumen

Introducción: 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) emitió una advertencia acerca de los efectos de largas exposi-

ciones a cierto tipo de anestésicos en niños menores a tres años 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 niños y recién nacidos. Estudios realizados en el área

oncológica han demostrado la capacidad del Ultrasonido Cuantitativo (QUS, por sus

siglas en inglés) de detectar de apoptosis en células canceŕıgenas. 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 parámetros 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 consistió en 14 macacos Rhesus terminales de 2 a 9 d́ıas de

edad. Los sujetos fueron expuestos durante 5 hrs al anestésico SEVO. Los datos de la

señal de radiofrecuencia (RF, por sus siglas en inglés) se adquirieron con un equipo

cĺınico Siemens Acuson S3000 con un transductor de fase cuya frecuencia de operación

fue de 10 MHz. Las señales de RF se obtuvieron de varios planos del cerebro, cuidando
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que el tálamo fuera a visible en cada una de las imágenes en modo B. Se realizó la

adquisición a las 0 hrs y 6 hrs posteriores al inicio de la exposición al SEVO. El tamaño

efectivo del dispersor (ESS, por sus siglas en inglés) y la concentración acústica (AC, por

sus siglas en inglés) se calcularon mediante el ajuste de un factor de forma teórico a los

datos estimados del factor de forma obtenido por medio de la señal de RF. El proceso

de optimización consistió en: (1) identificar el máximo de la relación señal a ruido

del espectro de enerǵıa retrodispersada de todo el conjunto de datos para determinar

el ancho de banda, (2) análisis de la dependencia del factor de forma calculado, con

la frecuencia, para identificar discontinuidades relacionadas con diferentes fuentes de

dispersión, (3) determinación de un modelo del factor de forma basado en la prueba

estad́ıstica χ2, (4) comparación de los cambios del ESS y AC posteriores a la exposición

al SEVO, entre el lado derecho e izquierdo del tálamo. La significancia estad́ıstica del

cambio porcentual del ESS y AC entre las 0 hrs y 6 hrs se realizó a través de una prueba

Wilcoxon rank-sum. Finalmente, se obtuvo el coeficiente de correlación de Pearson entre

los cambios porcentuales de cada parámetro y la activación de la caspasa 3 (CASP3)

del estudio inmunohistoqúımico en el tálamo.

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 monótona con la frecuencia.

Este resultado justificó realizar el ajuste de un sólo factor de forma sobre todo el ancho

de banda. Los valores de la prueba χ2 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 observó acuerdo entre el lado izquierdo y derecho del tálamo,

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 tamaño efectivo del dispersor mostró mayor sensibilidad a efectos del SEVO que la

concentración acústica. El coeficiente de correlación de Pearson mostró una correlación

fuerte entre el cambio porcentual del ESS y la activación de la CASP3.

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

tor de forma representa de forma más adecuada a la retrodispersión ultrasónica del



cerebro de macacos Rhesus recién nacidos. La cuantificación de la reducción del ESS a

través de este modelo sugiere que el parámetro es capaz de estimar los cambios en la

microestructura cerebral inducidos por el anestésico del anestésico SEVO.
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2.3.2. Apoptosis en el tálamo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30

3. Metodoloǵıa 33

3.1. Implementación y validación . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35

3.1.1. Maniqúıes tejido equivalentes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35

3.1.2. Adquisición de datos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37

3.1.3. Procesamiento de datos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39

3.2. Estimación del coeficiente de retrodispersión . . . . . . . . . . . . . . . . 42
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3.4.1. Parámetros con interpretación f́ısica directa . . . . . . . . . . . . 50
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Caṕıtulo 1

Introducción

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

óıdo, es posible crear imágenes del interior del cuerpo a través de la detección de ecos

reflejados y dispersados por las estructuras del cuerpo. La gama de aplicaciones médicas

del ultrasonido es diversa: además de ser una herramienta que los médicos utilizan para

el diagnóstico, también puede utilizarse como una técnica de tratamiento (dependiendo

de la intensidad de las ondas).

El ultrasonido diagnóstico utiliza frecuencias entre 1 MHz a 15 MHz, la resolución

espacial vaŕıa entre 0.2 mm y 3 mm [1]. El ultrasonido médico utiliza ondas mecánicas

para generar una imagen de la anatomı́a del cuerpo con base en el principio de eco-

localización. Este mecanismo es utilizado por varias especies animales para navegar y

localizar presas a través de la emisión de pulsos sonoros. A partir del tiempo de vuelo de

dichos pulsos y sus reflexiones o ecos, es posible construir un mapa acústico del medio

circundante [1]. De manera similar, el ultrasonido diagnóstico se basa en una técnica

pulso-eco. El est́ımulo (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



1. INTRODUCCIÓN

por el tejido, se producen ecos que viajan de vuelta al transductor. El transductor, al

operar en modo de detección, transforma los ecos acústicos en señales eléctricas. Con la

detección de dichas señales, 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 radiación no ionizante y, a las enerǵıas utilizadas en estudios diagnósticos

(por debajo de 1 W/cm2 [4]) no se han observado efectos biológicos, por lo que se le

considera segura. Además, comparado con otras modalidades de imagen, el ultrasonido

diagnóstico es de bajo costo [5]. Por esta razón, es una de las técnicas más utilizadas

mundialmente para la detección, diagnóstico y seguimiento de muchas enfermedades.

Sin embargo, a pesar de estas ventajas, el ultrasonido diagnóstico tiene una limitación

importante: la interpretación de las imágenes de ultrasonido convencionales suele ser

subjetiva debido a la gran variabilidad de parámetros de operación del equipo y de la

experiencia de quien adquiere e interpreta las imágenes [6, 7]. La tabla 1.1 presenta un

resumen de las ventajas y limitaciones del ultrasonido médico.

2



1.2 Ultrasonido Cuantitativo

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

Ventajas Desventajas

“Seguro” - No utiliza radiación ioni-
zante.

Subjetivo - La adquisición y evalua-
ción de las imágenes depende de la
experiencia de los técnicos y radiólo-
gos.

Portátil - El equipo se puede trans-
portar fácilmente.

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

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

Resolución limitada - La resolución
espacial es menos fina que las técni-
cas de rayos X.

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

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

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

Penetración - Existe un compromiso
entre la resolución espacial y la pro-
fundidad de penetración debido a la
atenuación.

1.2. Ultrasonido Cuantitativo

Para superar esta limitación, se han desarrollado técnicas de ultrasonido cuantitativo

que, a través del procesamiento de señales de ecos ultrasónicos obtenidas de equipos

cĺınicos, permiten cuantificar propiedades f́ısicas del tejido de interés [8]. Una de estas

técnicas es la Espectroscoṕıa por Retrodispersión Ultrasónica (ERU) que, por medio

de la descomposición espectral de señales de ecos ultrasónicos, permite cuantificar el

coeficiente de atenuación y el coeficiente de retrodispersión. El coeficiente de atenuación

(α) cuantifica la pérdida de enerǵıa de una onda de ultrasonido al viajar cierta distancia

dentro del medio. El coeficiente de retrodispersión (σb) es el diferencial angular de la

sección eficaz de dispersión en la dirección opuesta al haz de ultrasonido incidente por

unidad de volumen [9].

Los coeficientes de atenuación y retrodispersión se han utilizado como biomarcado-

res de imagen cuantitativa para diferentes enfermedades. Un biomarcador de imagen

cuantitativa es una caracteŕıstica que se mide de manera objetiva en un imagen médi-
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ca, que puede ser correlacionada con propiedades anatómicas y fisioloǵıcas que pueden

indicar la presencia de alguna enfermedad, su estado, sus caracteŕısticas moleculares,

aśı como su respuesta al tratamiento [10].

Por ejemplo, estos biomarcadores han permitido diferenciar h́ıgado graso de sano

[11, 12]. Otros estudios indican que el coeficiente de retrodispersión puede utilizarse pa-

ra diagnosticar enfermedades crónicas renales [13, 14]. El coeficiente de retrodispersión

ha permitido diferenciar masas benignas y malignas en los ojos y ganglios linfáticos

[15]. Además, a través del ajuste de modelos teóricos al coeficiente de retrodispersión,

es posible cuantificar la dimensión caracteŕıstica de variaciones de impedancia acústica,

llamadas dispersores, aśı como cuantificar la concentración acústica. La concentración

acústica es el producto del número de dispersores dentro del volumen del pulso de ultra-

sonido multiplicado por el promedio al cuadrado de la variación de impedancia acústica.

A dicha dimensión caracteŕıstica se le conoce como tamaño efectivo del dispersor (ESS,

por sus siglas en inglés). Este parámetro, en combinación con otros derivados del co-

eficiente de retrodispersión, se han utilizado para diferenciar fibroadenomas (lesiones

benignas) y carcinomas (lesiones malignas) mamarios en modelos animales pequeños[16]

y en humanos [17]. Recientemente, la ERU se ha utilizado para detectar muerte celular

in vitro e in vivo en aplicaciones oncológicas, tales como la evaluación de los efectos de

quimioterapia en tumores mamarios [18, 19]. Estas aplicaciones se basan en la hipótesis

de que los procesos de muerte celular inducidos por quimioterapia, en particular la

apoptosis (muerte celular programada), modifican de manera drástica 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 cĺınicas en recién nacidos y niños pequeños comúnmente requie-

ren el uso de anestesia o sedantes. Se estima que alrededor de 3 a 4 millones de niños se

les administra anualmente algún tipo de anestesia tan sólo en los Estados Unidos [21].
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Uno de los fármacos más utilizados es el anestésico sevoflurano debido a que posee un

aroma agradable al ser inhalado, es de rápido efecto y recuperación rápida [22–27].

Sin embargo, desde hace más de 15 años varios estudios en modelos animales murinos

y primates han demostrado que la exposición a dichos fármacos puede producir efectos

neurotóxicos en neuronas y oligodendrocitos. El efecto neurotóxico 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), desencandenó la

neurodegeneración apoptótica generalizada en el cerebro en desarrollo de ratas. Una

caracteŕıstica del anestésico sevoflurano es que bloquea a dicho receptor.

En un estudio realizado por Brambrink et al. [29] se concluyó que el cerebro en

desarrollo de primates no-humanos recién nacidos, es sensible a la acción apoptógenica

del anestésico isoflurano. El cerebro de los primates mostró un gran aumento en la

apoptosis neuronal en varias regiones del cerebro tres horas más tarde del comienzo de

la exposición al anestésico, sin embargo no fue posible determinar dicho efecto en el

desarrollo cognitivo de los primates. Años después, Brambrink et al. [30] estudiaron el

efecto de la ketamina en el cerebro de macacos Rhesus en edad fetal y neonatales. Su

estudio concluyó que el cerebro a las dos diferentes edades de los macacos es sensible

a la acción apoptogénica de la ketamina, y que una exposición de 5 horas es suficiente

para inducir una respuesta neurodegenerativa significativa a cualquier edad.

El pico de vulnerabilidad del mecanismo apoptogénico coincide con el periodo rápi-

do de desarrollo de sinaptogénesis, también conocido como el periodo de crecimiento

cerebral rápido. En el caso del ser humano comienza alrededor de la mitad del periodo

de gestación y termina aproximadamente a los tres o cuatro años postnatales [31]. Con

base en lo anterior, en 2006 la Food and Drug Administration (FDA) de EE.UU. emi-

tió una advertencia sobre posibles efectos neurotóxicos de la exposición prolongada y/o

repetida de anestesia general en niños menores a 3 años 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 análisis inmunohistoqúımico para cuantificar la expresión
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de enzimas pro-apoptóticas en muestras de tejido extráıdo del modelo animal. Por

supuesto, estas técnicas no son aplicables a humanos vivos.

Debido a esta complicación no ha sido posible comprobar los efectos neurotóxicos

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

fácilmente aplicable a neonatos y niños 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 radiación no ionizante (por tanto es segura para ser

utilizada en niños).

Recientemente, la ERU se ha utilizado para detectar células apoptóticas in vitro e

in vivo en aplicaciones oncológicas [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, fármaco 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 análisis espectral de la señal de radiofrecuencia es posible

diferenciar, a través de parámetros espectrales, células apoptóticas de células viables

expuestas a radiación. Sadgehi et al. mostraron por primera vez que a través del estudio

de parámetros del ultrasonido cuantitativo, utilizando frecuencias diagnósticas, se puede

evaluar de forma no invasiva los cambios del tejido in vivo provocados por los efectos

de la quimioterapia en pacientes con cáncer de mama [18]. La base de la sensibilidad

de estas técnicas a apoptosis se debe a que los cambios drásticos a nivel celular durante

la apoptosis (formación de cuerpos apopotóticos, por ejemplo) dispersan el ultrasonido

de manera diferente que las células viables [20].

1.4. Presentación de tesis

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

apoptosis y, de la experiencia oncológica, el interés de esta tesis radica en la estimación
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de parámetros derivados de la Espectroscoṕıa por Retrodispersión Ultrasónica (ERU)

para su uso como posibles biomarcadores de la apoptosis en tejido cerebral.

A partir de lo anterior, se propone la siguiente hipótesis: Los parámetros derivados

de la Espectroscoṕıa por Retrodispersión Ultrasónica (ERU), en particular el tamaño

efectivo del dispersor (ESS, por sus siglas en inglés) y la concentración acústica (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 hipótesis, estos biomarcadores podŕıan utilizarse como un método

no invasivo y práctico para detectar la neurotoxicidad de la anestesia. Para probar esta

hipótesis, el objetivo de esta tesis es realizar una evaluación preliminar de la sensibilidad

de parámetros 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 espećıficos y metas correspondientes para alcanzarlos:

Objetivo espećıfico 1: Implementar y validar herramientas de procesamiento de

datos de la técnica de ERU en sistemas de cómputo del Laboratorio de Ultrasonido

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

• Meta 1.1: Habilitar herramientas de software en Matlab de ERU en sistemas

de cómputo del LUM para la cuantificación de ESS y AC, aśı como para el

procesamiento en paralelo.

• Meta 1.2: Validación de las herramientas a través del cálculo del coeficiente

de atenuación y retrodispersión de materiales tejido-equivalentes.

Objetivo espećıfico 2: Selección del modelo teórico que mejor represente al proce-

so de retrodispersión acústica en tejido cerebral, a partir del cual se calculan los

parámetros derivados de la ERU, el tamaño efectivo del dispersor y la concentra-

ción acústica.

• Meta 2.1: Identificación del ancho de banda. El coeficiente de atenuación

y retrodispersión son dos procesos f́ısicos 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 cálculo preciso de dichos coeficientes, es fundamental

determinar el intervalo de frecuencias (ancho de banda) disponible en la

muestra.

• Meta 2.2: Selección del modelo teórico. Existen diferentes modelos teóri-

cos para describir el proceso de retrodispersión ultrasónica, 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 caracteŕısticas para después evaluar, a través de pruebas estad́ısti-

cas, cuál de ellos representa de mejor forma la retrodispersión del pulso de

ultrasonido por parte del tejido de interés.

• Meta 2.3: Cuantificación del tamaño efectivo del dispersor (ESS) y

concentración acústica (AC). Para cada modelo teórico se debe realizar

el cálculo de la magnitud de estos dos parámetros derivados de la ERU en

el tejido cerebral. Debido a que se desea identificar cambios antes y después

de la exposición a la anestesia, es necesario estimar dicha magnitud para

cada sujeto, tanto a las 0hrs como a las 6hrs después de la exposición a la

anestesia.

Objetivo espećıfico 3: Evaluar cambios de estos parámetros antes y después de la

exposición a la anestesia.

• Meta 3.1: Comparación a las 0 hrs y 6 hrs después a la exposición

a la anestesia, de los valores de ESS y AC, a través de un análisis

estad́ıstico Wilcoxon. Una vez identificado el modelo teórico más adecua-

do, se deben utilizar los valores estimados de ESS y AC de dicho modelo

para realizar una comparación entre los valores obtenidos a las 0 hrs y 6

hrs después del inicio de la administración de la anestesia. Para evaluar si

la diferencia es o no estad́ısticamente significativa, se debe llevar a cabo un
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análisis estad́ıstico de Wilcoxon de la diferencia de valores en ese intervalo

de tiempo.

Objetivo espećıfico 4: Evaluar la correlación de los cambios de dichos parámetros

con la evaluación histopatológica de inducción de apoptosis a través de un análisis

inmunohistoqúımico.

• Meta 4.1: Cálculo de la correlación con caspasa 3 activada a las 6

hrs después de la exposición a la anestesia. Esto permite evaluar la

correlación, positiva o negativa, de la diferencia entre dichos parámetros con

la apoptosis.

La tesis de licenciatura aqúı propuesta realizada entre agosto de 2017 y junio de

2018, se desarrolló en el marco de una colaboración entre el Instituto de F́ısica de

la UNAM y los Departamentos de Neuroloǵıa y F́ısica Médica de la Universidad de

Wisconsin-Madison. Dicha colaboración comprende un estudio piloto para explorar la

factibilidad de utilizar biomarcadores de retrodispersión acústica para detectar apop-

tosis inducida por la exposición a sevoflurano en macacos Rhesus neonatos. Las señales

que provienen de imágenes de ultrasonido fueron adquiridas en el Centro Nacional de

Investigación en Primates de Wisconsin entre 2015 y 2017.

La organización de la tesis es la siguiente. El caṕıtulo 2 presenta el marco teórico

detrás de la técnica de ERU. El caṕıtulo 3 describe la metodoloǵıa de adquisición y

procesamiento de datos. El caṕıtulo 4 presenta los resultados. El caṕıtulo 5 discute los

resultados obtenidos. En el caṕıtulo 6 se presentan las conclusiones generales del trabajo

de tesis. En el caṕıtulo 7 se presentan futuras ĺıneas de trabajo que se desprenden de

los resultados. Finalmente en el caṕıtulo 8 se encuentra un apéndice con gráficas de los

parámetros estimados.

La investigación realizada es el primer esfuerzo en realizar una estandarización sis-

temática de la estimación de un marcador de apoptosis extráıdo de señales de ultra-

sonido médico en tejido cerebral. Igualmente dará pie a una evaluación 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 sentarán las bases para aplicaciones en humanos. A

largo plazo, el ultrasonido cuantitativo podŕıa utilizarse como herramienta no invasiva,

segura y práctica para la evaluación de tejido cerebral en recién nacidos.
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Caṕıtulo 2

Marco teórico

2.1. Radiación

La radiación está presente en muchos fenómenos de la naturaleza y es estudiada por

diversas disciplinas de la F́ısica como: la termodinámica, la óptica, la f́ısica cuántica,

la f́ısica de part́ıculas y la f́ısica médica.

El término radiación se refiere a la emisión y transporte de enerǵıa a través del

espacio, o través de un medio material, en forma de haces de part́ıculas u ondas [35].

En 1925 de Broglie postuló el comportamiento onda-part́ıcula de la materia. Es decir,

los fotones (ondas electromagnéticas) no son los únicos que exhiben un comportamiento

dual, la materia (electrones, protones y átomos) también muestra ese comportamiento.

Por tanto, al movimiento de las part́ıculas materiales se les puede asociar una descrip-

ción ondulatoria, y a los fotones se les puede describir como part́ıculas.

Una onda está definida como una perturbación que viaja a través del espacio. Du-

rante la propagación de una onda en el medio, las part́ıculas que constituyen a éste no

se propagan con la perturbación, solamente la transmiten, es decir, oscilan alrededor

de su posición de equilibrio. Por lo tanto, cuando una onda se propaga, existe un trans-

porte de enerǵıa pero no de materia [36]. Existen diferentes tipos de ondas, entre ellas

se encuentran las ondas electromagnéticas y las mecánicas.

Las ondas electromagnéticas son fluctuaciones espaciales de intensidad del campo

eléctrico (E) y del campo magnético (H). Este tipo de ondas pueden propagarse tanto
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en el vaćıo como en un medio material. Una de las caracteŕısticas principales de las

ondas electromagnéticas es que no requieren de un medio para propagarse. Además, 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 mecánicas son ondas que solamente pueden propagarse a través de un

medio material. Este tipo de ondas se clasifican de acuerdo a la dirección de oscilación

de las part́ıculas del medio con respecto de la dirección de propagación de la misma.

Se les conoce como ondas transversales a aquellas ondas cuya dirección de propagación

es perpendicular a la dirección de oscilación de las part́ıculas del medio. Las ondas

longitudinales son aquellas donde la dirección de la propagación de la onda es paralela

a la dirección de oscilación de las part́ıculas [37].

2.1.1. Radiación ionizante y no ionizante

Dependiendo de su enerǵıa, la radiación puede clasificarse en ionizante y no ioni-

zante. La radiación ionizante (cada part́ıcula o cada fotón) posee la enerǵıa suficiente

para ionizar y excitar a los átomos que componen a la materia con la que interactúa.

La enerǵıa mı́nima para ionizar un electrón de valencia, conocida como potencial de

ionización, depende de la composición de la materia, y vaŕıa entre 4 eV y 25 eV. Por lo

tanto, la radiación que posea al menos ese valor mı́nimo de enerǵıa, es capaz de ionizar

la materia [38]. Los rayos X y los rayos gamma son ejemplos de este tipo de radiación

[2].

En cambio, la radiación no ionizante no posee la enerǵıa suficiente para ionizar

átomos. Es decir, la enerǵıa de este tipo de radiación es menor a la enerǵıa mı́nima del

potencial de ionización de los átomos o moléculas del medio. La radiación ultravioleta,

la luz visible, la radiación infrarroja, las microondas, las onda de radio y las ondas

mecánicas como el ultrasonido, son ejemplos de radiación no ionizante [2].

El uso de radiación ionizante para fines diagnósticos conlleva riesgos asociados a los

efectos biológicos de la exposición a la radiación. La base de dichos efectos recae en los

cambios qúımicos subsecuentes a nivel atómico o molecular en la materia irradiada [2].
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Por lo tanto, al ser el ultrasonido radiación no ionizante, es considerado una técnica de

imagen libre de riesgo [1].

2.2. Ultrasonido

El ultrasonido es una onda mecánica longitudinal que se propaga en un medio a

frecuencias mayores a 20 kHz [39].

2.2.1. Propiedades f́ısicas de una onda

En un fluido homogéneo (isotrópico) y sin viscosidad se puede modelar la propaga-

ción de una onda en un medio a través de la ecuación de onda.

52 φ− κsρo
δ2φ

δt2
= 0 (2.1)

donde φ es el potencial de velocidad de la part́ıcula, κs es el módulo de compresibilidad

adiabática, el sub́ındice s indica una entroṕıa constante, ρo es la densidad de equilibrio

del medio.

Las soluciones de la ecuación 2.1 dependen de los valores iniciales y de las condi-

ciones a la frontera. Una solución a dicha ecuación es una onda longitudinal plana que

viaja en dirección del vector unitario k̂ 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.

φ(~x, t) = φ(cot− k̂ · ~x) (2.2)

donde ~x es el vector de posición, co es la velocidad de la onda, que se relaciona con el

módulo de compresión adiabática y la densidad a partir de la siguiente relación:

co
2 =

1

κsρo
(2.3)

Por lo tanto, la ecuación de onda se expresa como:
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52 φ− 1

co2

δ2φ

δt2
= 0 (2.4)

Para el caso particular de una onda armónica, la solución 2.2 puede expresarse

como:

φ(x, t) = φo exp ik(cot− k̂ · ~x) (2.5)

donde k = ω
co

= 2π
λ .

La frecuencia (f), es el número 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 =
1

f
(2.6)

La longitud de onda (λ), es la distancia entre dos ciclos consecutivos de la onda. La

λ depende de la frecuencia y de la rapidez de propagación del sonido en el medio [39].

λ =
c

f
(2.7)

La rapidez del sonido en cualquier medio está determinada principalmente por las

caracteŕısticas del mismo y por la frecuencia. Para tejidos blandos puede suponerse

que la dependencia en frecuencia (en intervalos diagnósticos), es despreciable. Espećıfi-

camente para ondas longitudinales en ĺıquidos o tejidos blandos la expresión para la

rapidez de propagación del sonido es:

c =

√
B

ρ
(2.8)

donde B es el módulo de compresión volumétrico. La variable ρ es la densidad másica

del material. En promedio la rapidez de propagación del sonido en tejido blando es

14



2.2 Ultrasonido

1540 m/s [1, 2].

2.2.1.1. Impedancia acústica

Los ecos del pulso de ultrasonido son producidos por variaciones de impedancia

acústica. La impedancia acústica, Z, es la resistencia que presenta el medio a la propa-

gación de ondas acústicas.

Para ondas planas armónicas:

Z = ρc (2.9)

La unidad que se utiliza para la impedancia acústica son los rayls, 1 rayl = 1 kg/m2s.

2.2.2. Proceso f́ısico para la creación de una imagen de ultrasonido

El ultrasonido médico se basa en el principio de ecolocalización, 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 acústica. La amplitud del eco

depende de tres factores principalmente: las propiedades de la interfase de impedancia

acústica (tamaño relativo con respecto a la longitud de onda, forma y orientación de los

dispersores), la amplitud del pulso de ultrasonido cuando se encuentra con la interfase,

y la pérdida de enerǵıa del eco al recorrer el camino antes de encontrarse con el detector.

Mientras mayor sea la amplitud del eco, más brillante aparecerá en la imagen.

Cuando el tamaño de la interfase de impedancia es significativamente más grande

que la longitud de onda (como la interfase entre tejidos, vasos sangúıneos) 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 glándulas, fibras de colágeno o

células, representan variaciones en la impedancia acústica a una escala más pequeña

que la longitud de onda del pulso. La interacción del pulso con cada uno de estos
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elementos resulta en dispersión, es decir, la redirección espacial de una fracción de la

enerǵıa del pulso, aśı como un cambio en su contenido espectral, en otras ramas de

la f́ısica, como la óptica, a este fenómeno se le conoce como “esparcimiento” [40]. El

eco que se produce en una posición 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 número total de dispersores, de su distribución espacial

dentro del pulso de ultrasonido, aśı como de sus propiedades f́ısicas (tamaño, forma,

orientación y diferencia de impedancia acústica respecto al medio circundante). Debido

a que la distribución espacial de dispersores en el tejido aśı como sus propiedades

f́ısicas presentan variaciones aleatorias [41], el proceso de dispersión del ultrasonido es

un proceso estocástico. Por tanto, el patrón de interferencia que resulta de la variación

espectral estocástica de las propiedades f́ısicas de los dispersores resulta en variaciones

aleatorias de la amplitud de los ecos detectados a partir del proceso de dispersión.

Al representarse en una imagen, dichas variaciones aleatorias de amplitud generan el

patrón de moteado caracteŕıstico de las imágenes 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 enerǵıa que experimenta el pulso de ultrasoni-

do mientras viaja a través del tejido se le llama atenuación. Dicha pérdida de enerǵıa es

consecuencia de la reflexión, la dispersión y la absorción de enerǵıa del pulso. La absor-

ción es la conversión de enerǵıa acústica en enerǵıa térmica. La capacidad atenuante de

un tejido se cuantifica a través del coeficiente de atenuación, definido como la fracción

de enerǵıa (en decibeles) que pierde el pulso cuando atraviesa 1 cm de tejido, sus unida-

des son dB/cm. Los decibeles (dB) están definidos como 10 veces el logaritmo en base

10 de la enerǵıa perdida. En tejidos blandos, la atenuación aumenta aproximadamente

de manera lineal con la frecuencia [42].

Por tanto, entre mayor es la frecuencia, mayor es la atenuación. Esta relación entre

frecuencia y atenuación está relacionada intŕınsecamente 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 resolución espacial del sistema mejora al aumentar la frecuencia, el uso de altas

frecuencias tiene como resultado la reducción de la penetración. Por tanto, las altas

frecuencias se utilizan para estudios superficiales.

Cada eco detectado provee dos tipos de información del tejido. El tiempo en el que

se detecta el eco indica la distancia entre el transductor y la estructura que generó el

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

t =
2z

c
, (2.10)

donde z es la ubicación de la estructura que generó el eco a lo largo del eje axial de

propagación del pulso, y c es la velocidad del sonido en el medio.

La amplitud del eco depende de su generación, que puede ser por reflexión o disper-

sión. A dicha amplitud se le asigna un tono de gris para crear la imagen, de tal forma

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

2.2.2.1. Proceso de la creación 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 fracción de la apertura, formada por un grupo de sus elementos piezoeléctricos.

Inmediatamente después de la emisión del pulso, la misma fracción de la apertura se

utiliza para detectar los ecos generados por la interacción del pulso con el tejido a

diferentes profundidades. La tarea del transductor es convertir la información del eco

en una señal de eco eléctrica, llamada señal de radiofrecuencia (RF). La señal posee

información acerca de una serie de ecos provenientes del interior del tejido examinado.

El equipo de ultrasonido utiliza la ecuación 2.10 para ubicar los ecos a la profundidad

correspondiente. El proceso de detección pulso-eco se repite conforme la apertura activa

realiza un barrido lateral, obteniendo una señal de RF a cada posición de la apertura

activa. Posteriormente, la imagen se forma mediante la recopilación de las señales de
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eco adyacentes, donde se encuentra la información de cada uno de los ecos generados a

diferentes profundidades del tejido.

La resolución espacial es la mı́nima separación que debe existir entre dos objetos

para que puedan ser distinguidos como diferentes. Esta resolución está definida por el

volumen ocupado por el pulso de ultrasonido. En caso de que dos objetos se encuentren

dentro de este volumen, se generará solamente una señal de eco asociada a los dos

objetos, por lo tanto no podrá distinguirse uno de otro. El incremento de la frecuencia

mejora la resolución espacial. Debido a que cada transductor tiene rangos de frecuencias

diferentes, la elección del transductor que debe utilizarse implica un compromiso entre

la resolución espacial y la penetración.

2.2.3. Ultrasonido cuantitativo (QUS)

El ultrasonido convencional proporciona información cualitativa acerca de las es-

tructuras internas del tejido blando. La técnica Espectroscoṕıa por Retrodispersión

Ultrasónica (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 acústica, y donde dichas inhomogeneidades se encuentran dis-

tribuidas aleatoriamente. Aparte, debe suponerse que las propiedades estad́ısticas 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 enerǵıa provocadas por efectos de atenuación. Para realizar el cálculo del coeficiente

de retrodispersión (σb) es necesario realizar la compensación del pulso de ultrasonido

debida a procesos de atenuación. Por lo tanto, realizar un cálculo preciso de la pérdida

exponencial de la enerǵıa del pulso de ultrasonido repercute en cada uno de los cálculos

posteriores.

2.2.3.1. Secciones eficaces de dispersión

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

proceso de interacción dado y la intensidad incidente [41], además es una probabilidad
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de interacción de una part́ıcula u onda con el medio. A través de ella es posible cuan-

tificar la pérdida de enerǵıa del haz incidente debido a dicha interacción. En el caso de

la técnica pulso-eco es de particular interés cuantificar el coeficiente de retrodispersión

(σb), que está definido como la diferencial angular de la sección eficaz a un ángulo de

180 grados por unidad de volumen [43].

σb =
1

V

∂σ

∂Ω
|180 (2.11)

Para una onda plana, el diferencial angular de la sección eficaz diferencial se expresa

de la siguiente forma:

σb
dΩ

=
dΠ

IidΩ
= |Φ(K)|2 (2.12)

donde Ii es la intensidad de la onda incidente y Φ(K) es el factor de la distribución

del ángulo para ondas dispersadas y K=2k, k es el número de onda. Además:

dΠ = Isr
2dΩ

donde Is es la intensidad de la onda dispersada y dΩ el diferencial de ángulo sólido.

El término |Φ(K)|2 describe la distribución angular de la amplitud de dispersión. La

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

σ = 2π

∫ π

0
|Φ(K)|2 sin ΘdΘ (2.13)

Las unidades t́ıpicas del coeficiente de retrodispersión son cm−1sr−1. Para un medio

con una distribución aleatorio e isotrópica de dispersores, el coeficiente de retrodisper-

sión depende del número de dispersores por unidad de volumen, su tamaño, forma e

impedancia acústica, aśı como de la frecuencia [41]. El σb es una función de una variable

experimental, la frecuencia.
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2.2.3.2. Coeficientes de retrodispersión incoherente

El coeficiente de correlación es una medida estad́ıstica de la similitud entre muestras

de un proceso aleatorio. En particular, bγ(∆r) describe la similitud de la densidad y

compresibilidad en dos posiciones dentro de un volumen V, separadas por una distancia

∆r y promediadas sobre un conjunto. Si D es el promedio del tamaño espacial de la

dimensión de las inhomogeneidades aleatorias, entonces el coeficiente de correlación del

medio se desvanece para distancias ∆r � D. Bajo la suposición de que la distribución

de dispersores es aleatoria e isotrópica, el coeficiente de correlación está relacionado

con bγ∆r a través de la transformada de Fourier [41].

σb =
k4 < γ2 >

16π2

∫ ∞
−∞

bγ(∆r) exp−iK·∆r dv∆

donde k es el número de onda y γ es función aleatoria que describe la distribución

de los dispersores en el volumen V [44].

σb =
k4 < γ2 >

16π2

∫ 2π

0
dφ

∫ π

0
sin θdθ

∫ ∞
0

bγ(∆r) exp−i2k∆rcosθ(∆r)2d∆r

σb =
k4 < γ2 >

8π

∫ ∞
0

bγ(∆r) sin(2k∆r)∆rd∆r (2.14)

La función de correlación bγ∆r describe la distribución espacial de dispersores que,

para condiciones de distribuciones aleatorias invariantes a desplazamientos e isotrópicos,

dependen principalmente del tamaño de los dispersores. Dicha dependencia permite

estimar un tamaño efectivo de los dispersores a partir del ajuste de modelos teóricos

a valores medidos de bγ∆r. 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 correlación 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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coeficiente de correlación para este medio se encuentra a través de la función de auto-

correlación de una esfera en tres dimensiones.

bγ(∆r) = 1− 3∆r

4a
+

(∆r)3

16a3
para 0 ≤ ∆r ≤ 2a

= 0 para 2a ≤ ∆r

(2.15)

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

retrodispersión se expresa como:

σb =
k4V 2

s n̄γ
2
o

16π2

(
3

2ka
ji(2ka)

)2

(2.16)

donde j1 es la función de Bessel de primer orden y primer tipo. Nótese que:

Vs =

∫ ∞
−∞

bγ(∆r)dν∆ =
4πa3

3

2.2.3.4. Coeficiente de correlación Gaussiano

En el caso del coeficiente de correlación Gaussiano se supone que las fuentes de

dispersión son variaciones continuas de las propiedades acústicas del medio con simetŕıa

esférica y que su correlación espacial puede ser descrita a través de una variable aleatoria

Gaussiana [9]. La ecuación del coeficiente de correlación para un medio aleatorio bγ

Gaussiano es:

bγ(∆r) = e−∆r2/2d2
(2.17)

donde d es la dimensión caracteŕıstica. Por lo tanto, σb es:

σb =

(
k4V 2

s n̄γ
2
o

16π2

)
e−2k/2d2

(2.18)
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En este caso, Vs es:

Vs=

∫ ∞
−∞

bγ(∆r)dν∆ = (2πd2)
3
2

2.2.3.5. Coeficiente de correlación exponencial

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

correlación exponencial [9]:

bγ(∆r) = e∆r/d para ∆r ≥ 0 (2.19)

Por lo tanto:

σb =

(
k4V 2

s n̄γ
2
o

16π2

)
1

(1 + 4k2d2)2
(2.20)

Nótese que:

Vs =

∫ ∞
−∞

bγ(∆r)dν∆ = π(2d)3

2.2.3.6. Factor de forma

Para calcular el tamaño efectivo del dispersor, resulta más práctico trabajar en el

dominio de Fourier debido a la necesidad de compensar por atenuación dependiente de

la frecuencia y por factores dependientes del sistema. En el dominio de Fourier, el efecto

de bγ∆r en el coeficiente de retrodispersión se obtiene a través de la factor de forma.

El factor de forma se define como la razón entre el coeficiente de retrodispersión de una

muestra (σb), con dispersores de tamaño finito, y el coeficiente de retrodispersión de

Rayleigh (σo) [9]:

F (2k, d) =
σb
σo

(2.21)

k es el número de onda, σb es el coeficiente de retrodispersión de la muestra y σo es el

coeficiente de retrodispersión del material con dispersores mucho más pequeños que la

longitud de onda del pulso de ultrasonido [9]. Por tanto, a partir del factor de forma es

posible explicar la distribución espacial y organización de los dispersores en el dominio
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de frecuencias.

La expresión matemática de F es:

F =
1

Vs

∫ ∞
−∞

bγ(∆r)e−iK·∆rdν∆. (2.22)

Para un proceso de retrodispersión, K = 2k. Por tanto, el factor de forma describe

los cambios de σb en función de la frecuencia asociados a la microestructura del medio.

Esta relación permite ajustar modelos geométricos del factor de forma obtenido expe-

rimentalmente para cuantificar la dimensión caracteŕıstica de la función de correlación

del arreglo de dispersores [45]. Bajo la suposición de modelos con geometŕıa esférica,

dicha dimensión caracteŕıstica se conoce como tamaño efectivo del dispersor (ESS).

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

de modelos de bγ descritos anteriormente:

F (2k, d) =

(
3

2ka
ji(2ka)

)2

(Modelo de la esfera fluida) (2.23)

F (2k, d) = e−2k2d2
(Modelo Gaussiano) (2.24)

F (2k, d) =
1

(1 + 4k2d2)2
(Modelo exponencial) (2.25)

La elección sobre qué tipo de factor de forma acústico utilizar depende de la estruc-

tura del medio de la muestra y de la comparación de diferentes factores de forma que

se calculan en un intervalo de diferentes tamaños 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 emṕırico acerca de éste.

Para describir la bondad del ajuste del factor de forma teórico a los datos calculados,

se calcula el parámetro estad́ıstico χ2, el cual se explicará a detalle en el caṕıtulo 3.

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

geométrica de las fuentes de retrodispersión acústica en el tálamo de los macacos Rhe-
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sus, se utilizará χ2 como figura de mérito para optimizar la selección del factor de forma

que mejor represente el proceso de retrodispersión en este tejido.

2.2.4. Tamaño Efectivo del Dispersor (ESS)

El tamaño efectivo del dispersor y la concentración acústica son parámetros acústi-

cos útiles para describir la microestructura del tejido. Por lo tanto, pueden utilizarse

como biomarcadores que contribuyan al diagnóstico de ciertas enfermedades.

El método mediante el cual se estima el ESS es determinando mediante el modelo

teórico del factor de forma que minimice el error cuadrático entre el factor de forma

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

ESS(x, z) = argmin

[
1

NAB

N∑
i=1

10log

[
Fmuestra(fi)

Fmodelo(fi, ESS)

]
− 10log

[
Fmuestra(fi, x, z)

Fmodelo(fi, ESS)

]]2

(2.26)

donde fi es la i-ésima frecuencia del ancho de banda que comprende desde f1 hasta

fAB 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 número de onda y a el radio del dispersor.

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

permite realizar el cálculo directo del ESS. Esta expresión es [46]:

d2 =
−d1c

2

80

ωmáx∑
ωmin

(
y(ω)ω2 − ȳω̄2

)
ωmáx∑
ωmin

(
ω2 − ω̄2

)2 (2.27)

donde ω es la frecuencia angular y y(ω) = 10 ln
(
σ(ω)
ω4

)
.

2.2.5. Concentración acústica

La concentración acústica se define como el producto del número de dispersores

dentro del volumen del pulso de ultrasonido, y el promedio cuadrado de la variación de

24



2.3 Anatomı́a del tálamo

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

AC =
σb
10

16π2

k4VsmodeloFteo
(2.28)

donde Vs es el volumen del dispersor calculado a partir del valor estimado de ESS. El

sub́ındice modelo corresponde al factor de forma teórico con mejor ajuste al experimen-

tal, y el sub́ındice teo (teórico) es el correspondiente al ESS calculado.

2.3. Anatomı́a del tálamo

El cerebro (encéfalo) es un órgano que se encuentra ubicado dentro del cráneo.

Posee tres estructuras principales: los hemisferios cerebrales, el sistema ĺımbico y el

núcleo basal (ganglios basales). El cerebro pesa aproximadamente 1.350 kg, sin embargo

adquiere este peso con la edad. Durante el primer año de vida crece de forma rápida, 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

año de vida pesa 60 %, a los 5 años apenas ha completado el 90 % de su maduración

total. Finalmente a los 12 años, 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 órganos 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 excepción del cerebelo) alcanzan su número máximo de neuronas en la

semana 25 de gestación (billones de neuronas) aśı como neuroglias (células del sistema

nervioso) [47].

El tálamo forma parte del sistema ĺımbico y está situado en el diencéfalo. El diencéfa-

lo está compuesto de cuatro estructuras principales: el tálamo, hipotálamo, epitálamo,

y subtálamo [47]. En la figura 2.1 se observan tres de las estructuras principales del

diencéfalo, quién está rodeado por los dos hemisferios cerebrales.
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Hipotálamo Tálamo Epitálamo

Figura 2.1: Corte sagital del cerebro humano, se observa el hipotálamo, tálamo y epitála-
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 tálamo.

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

El tálamo está ubicado en la sección ventral inferior, tiene una forma redondeada

y está constituido de materia gris. Su composición se asemeja a dos masas con forma

de huevo una a un lado de la otra. En un cerebro adulto se estima que la dimensión
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rostrocaudal del tálamo es de aproximadamente 30 mm, con 20 mm de altura y 20 mm

de ancho [47].

Núcleo ventral 
lateral del tálamo 

(derecho)

Núcleo medio 
dorsal del tálamo 

(izquierdo)

(a) Corte coronal del cerebro.

Tálamo

(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 señalizado el tálamo

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

El tálamo controla mecanismos sensoriales y mecánicos como la conciencia, la aten-

ción y otro tipo de procesos neurocognitivos como la memoria y el lenguaje. Además,

el tálamo integra sensaciones del sistema nervioso. El tálamo del humano se encuentra

dividido de 50 a 60 núcleos.[50] Cada núcleo tiene una función diferente, actúan como

transmisores enviado información a otras áreas sensoriales de la corteza cerebral.

Los núcleos del tálamo que pueden visualizarse en el corte coronal son, al menos,

seis núcleos. Los que ocupan mayor área; son el núcleo ventral lateral seguido del me-

dio dorsal. El núcleo ventral lateral se considera que tiene pocas células comparado

con otros núcleos, posee dos tipos de células clasificadas de acuerdo a sus tamaños,

una entre (30-40) µm2 y la otra de 20µm2. Las células grandes, localizadas en la parte

ventral, tienen forma poligonal, y normalmente están acomodadas en filas, y están dis-

tribuidas de forma homogénea. Su región lateral y basal está caracterizada por tener

paquetes de fibras, lo cual sugiere una distribución arreglada en ciertas zonas de este

núcleo [49, 50]. Estudios realizados en humanos han demostrado que el tálamo no sólo
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es complejo por las funciones que realiza, sino porque incluso entre seres humanos no

siempre cada núcleo se localiza en la mismo lugar.[50] Siervert et al. observaron impor-

tantes variaciones en la sección transversal entre sujetos del tálamo y la localización de

los núcleos de dicho órgano. Por tanto, el tálamo es un tejido complejo y heterogéneo.

2.3.1. Análisis inmunohistoqúımico

Un análisis inmunohistoqúımico se utiliza para buscar ant́ıgenos de células o tejidos

que pueden ser aminoácidos, protéınas 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 reacción, en la segunda fase se interpreta y cuantifica la expresión

del ant́ıgeno [51]. Los estudios de inmunohistoqúımica enfocados en apoptosis se llevan

a cabo haciendo uso de diferentes tipos de caspasas.

Los dos procesos más conocidos de muerte celular son la apoptosis y la necrosis, a

éstos se les identifica dependiendo de las caracteŕısticas de la muerte celular. La apop-

tosis es un proceso biológico fundamental y complejo de muerte celular programada, se

lleva a cabo de forma ordenada, mientras que la necreosis es un proceso desordenado

y espontáneo. Durante la apoptosis ocurre fragmentación del ADN, condensación del

citoplasma y cromatina, aśı como la formación de cuerpos apoptóticos, que son ab-

sorbidos rápidamente 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 función. A las caspasas 2,3,7,8,9, y 10 se les

considera proapoptóticas. 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 espećıficos. 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, además es caracteŕıstica de la

apoptosis. Es indispensable para la fragmentación del ADN, para la condensación de la

cromatina y por tanto para la formación de cuerpos apoptóticos en todo tipo de células.

En animales mamı́feros se ha demostrado que la muerte celular programada puede

seguir dos caminos, el camino de la mitocondria (intŕınseco) y el camino del receptor

de la muerte (extŕınseco) [54]. Las proteinas Bax y Bak son consecuencia de un est́ımulo

apoptótico. La caspasa 9 es el iniciador de la caspasa 3 y 7. La caracteŕıstica interesante

de la caspasa 3 es que tanto el camino intŕınseco como el extŕınseco convergen en este

tipo de caspasa. Se estima que alrededor de la mitad de la población 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 intŕınseco durante la apoptosis, por tanto, el papel central

de la caspasa 3 en el neurodesarrollo recae por la activación alterada de esta caspasa

durante un desarrollo anormal del cerebro.

2.3.2. Apoptosis en el tálamo

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 pod́ıa ser dividida

en apoptosis y necrosis, sin embargo su clasificación no fue realizada para tejidos neu-

rológicos, por lo tanto no es posible extender su definición a neuronas del sistema

nervioso central [55]. Existe otro tipo de muerte celular llamado excitotóxico, el cual

ha sido descrito como un proceso de necrosis, sin embargo también ha sido considerado

como apoptosis, dependiendo de la magnitud del est́ımulo. Por tanto, es evidente que

existe un mal uso de la terminoloǵıa utilizada. En 1999 Ikonomidou et al. [56] observa-

ron que una rata recién nacida al recibir un trauma cerebral sufre tanto muerte celular

excitotóxica como apoptosis. Además demostraron que los dos procesos de muerte ce-
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2.3 Anatomı́a del tálamo

lular son distintos y puede distinguirse uno de otro de forma clara. Durante el periodo

de crecimiento y desarrollo rápido del cerebro (sinaptogénesis) los dos tipos de muerte

celular están presentes, sin embargo tienen una relación contraria con el transmisor de

glutamato NMDA. Durante la sinaptogénesis una estimulación excesiva del receptor de

glutamato NMDA activa la neurodegeneración excitotóxica, mientras que el bloqueo

de este receptor desencadena la neurodegeneración apoptótica [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 exposición 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 excitotóxico y la apoptosis. A pesar de

que ambos tengan algunas caracteŕısticas similares, ocurren durante periodos distintos.

Por ejemplo, el proceso de condensación 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

excitotótico ocurre al final del proceso. Al parecer, la fragmentación de la membrana

nuclear es una caracteŕıstica fundamental de la neuroapoptosis y no ocurre en la neuro-

degeneración excitotóxica [55]. Se ha demostrado la inducción de neuroapoptosis debida

a la exposición a anestésicos mediante estudios realizados con microscopio electrónico y

con fotones. Este tipo de estudios otorgan información de caracteŕısticas morfológicas

(estructura) del tejido [55, 56, 58, 59]. El proceso que ocurre durante la neuroapoptosis

involucra la traslocación de la protéına Bax a membranas mitocondriales y la filtración

extra-mitocondrial de citocromo c, seguido de la activación de caspasa 3. La protéına

Bax está presente en la caspasa 3 [54]. Debido a que la muerte celular se da previa-

mente a la activación de la caspasa 3, un estudio de inmunohistoqúımica de caspasa 3

activada identifica de manera confiable las células que han progresado más allá de la

muerte celular. Este tipo de análisis se ha utilizado numerosas veces en trabajos que

investigan la neuroapoptosis debida a anestésicos en neuronas [30, 55, 60? ]. Además

como se mencionó previamente la protéına Bax es una consecuencia de un est́ımulo

apoptótico.
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Caṕıtulo 3

Metodoloǵıa

El coeficiente de retrodispersión (σb(f)) y sus parámetros derivados fueron estima-

dos a través de ERU. Para eliminar las dependencias del sistema se usó el método del

maniqúı de referencia desarrollado por Yao et al. [61]. Este método permite eliminar

los dependencias del sistema y la adquisición de datos mediante el uso de un maniqúı

de referencia. Dicho método ha sido validado en maniqúıes de materiales equivalentes

a tejido [62, 63] y utilizado para caracterizar varios tejidos [8]. Este método consiste

en obtener señales de radiofrecuencia (RF) utilizando el mismo equipo de ultrasonido

y con los mismos parámetros 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 atenuación (α) y retrodispersión (σb) del maniqúı utilizado como referencia.

Además, el método supone que en el medio (muestra) existe dispersión incoherente, y

que la rapidez de propagación en el maniqúı es similar a la velocidad de propagación

del pulso en el tejido.

A partir del procesamiento de señales RF puede generarse el espectro de enerǵıa

retrodispersada de las señales de RF tanto del tejido como del maniqúı de referencia.

Bajo condiciones de retrodispersión incoherente, dicho espectro puede modelarse como

el producto de cuatro factores que dependen de la frecuencia f y de la profundidad z

de la región del tejido que se quiere caracterizar:

S(f, z) = D(f, z)G(f, z)A(f, z)σb(f) (3.1)
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Estos factores son:

1. El patrón de difracción D(f,z): Este factor define la contribución de la distribución

espacial de intensidad del haz de ultrasonido.

2. La función de transferencia del sistema G(f,z): Este factor incluye las funciones

de transferencia de los componentes del sistema (amplificadores, convertidores

analógico-digital) y ganancias.

3. La atenuación acústica A(f,z): Este término considera la atenuación de las capas

m = 1, 2, ...,M de tejidos interpuestos entre el transductor y la región del tejido

que se caracteriza, y depende del coeficiente de atenuación αm(f) y el espesor

∆zm de cada capa:

A = exp

{
−4

M∑
m=1

αm(f) ·∆zm

}
(3.2)

4. El coeficiente de retrodispersión σb(f).

Para eliminar los factores dependientes del sistema y la adquisición (G y D), se

normaliza el espectro del tejido de interés (Smuestra) con respecto al espectro de un

material de referencia (Sref ): como resultado, G y D son iguales en las señales de RF

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

Snorm(f, z) = ((((((((
G(f, z) ·D(f, z) ·Amuestra(f, z) · σb,muestra(f)

((((((((
G(f, z) ·D(f, z) ·Aref (f) · σb,ref (f)

(3.3)

donde Aref es la atenuación del maniqúı de referencia.

De la ecuación 3.3 es posible obtener la expresión para estimar el coeficiente de

retrodispersión:

σb,muestra(f, x, z) = σb,ref (f)e−4αref (f)z Smuestra(f, x, z)

Sref (f, x, z)

1

A(f, x, z)
(3.4)

Dado que se conocen tanto Aref como σb,ref , la ecuación anterior puede resolverse

para el coeficiente de retrodispersión.
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3.1. Implementación y validación

Para poder realizar el cálculo del espectro de enerǵıa retrodispersada, el cálculo de

atenuación y del coeficiente de retrodispersión, aśı como el cálculo de ESS y AC, fue

necesario realizar la implementación de los códigos computacionales en el programa

Matlab. Igualmente, los códigos se habilitaron en el servidor DAVIS del Instituto de

F́ısica de la UNAM, para procesar datos de manera paralela usando 12 nodos del

servidor.

Para validar los códigos implementados, se calculó el tamaño efectivo del disper-

sor (ESS) y la concentración acústica de dos maniqúıes tejido equivalentes (referidos

como maniqúıes muestra A y B) y que contienen dispersores esféricos con diferentes

distribuciones de diámetro. El objetivo de la validación es demostrar que los códigos

implementados permiten cuantificar valores de ESS y AC sensibles a las diferencias

en la microestructura de los maniqúıes muestra. Para esto, se calcularon los valores

de ESS y AC aplicando el método de maniqúı de referencia a señales RF adquiridas

de los maniqúıes A y B (aśı como de un maniqúı de referencia) en la Universidad de

Wisconsin-Madison.

3.1.1. Maniqúıes tejido equivalentes

En esta sección se utilizaron tres maniqúıes compuestos por materiales tejido-

equivalentes. Dos maniqúıes se utilizaron como “muestra” (referidos como maniqúıes A

y B) y uno como referencia para la compensación por los factores dependientes de la

adquisición de datos.

El maniqúı de referencia es una paraleleṕıpedo de acŕılico, con dimensiones de

15×15×5 cm3, que se llena con un gel a base de agarosa con polvo de grafito. Para

proveer condiciones de retrodispersión incoherente, el maniqúı de referencia contiene

microesferas de vidrio cuya densidad es de 236 dispersores/mm3. El maniqúı muestra A

es un paraleleṕıpedo con las mismas dimensiones y composición que el maniqúı de re-

ferencia, las microesferas sólidas en su interior poseen un diámetro variable entre 75-90
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µm con una concentración de 9 dispersores/mm3. El maniqúı muestra B es un parale-

leṕıpedo de acŕılico de 16×10×10 cm3, contiene una mezcla de agarosa-propilenglicol a

base de agua y leche filtrada, las microesferas solidas contenidas en su interior poseen

un diámetro variable entre 5-43 µm (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 maniqúıes 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 imágenes de cada uno de los maniqúıes y una

imagen en modo B de cada uno de ellos. Las imágenes en modo B de los tres maniqúıes

son muy similares entre si y no proveen información visual sobre la microestructura

que compone a cada uno de ellos.

Figura 3.1: Fotograf́ıa del maniqúı A y una imagen en modo B del mismo.
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3.1 Implementación y validación

Figura 3.2: Fotograf́ıa del maniqúı B y una imagen en modo B del mismo.

Figura 3.3: Fotograf́ıa del maniqúı de referencia y una imagen en modo B del mismo.

3.1.2. Adquisición de datos

Ambos maniqúıes tienen una ventana de escaneo cubierta por una membrana de

plástico de Saran. Para contar con valores estándar del coeficiente de atenuación y del

coeficiente de retrodispersión, los valores de estos parámetros en los tres maniqúıes

se midieron en la Universidad de Wisconsin-Madison con técnicas de sustitución de

banda estrecha y pulso-eco de banda ancha, conocidas como técnicas de caracterización

ultrasónica no destructiva por inmersión [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 diámetro de 10 cm, compuestas de

los mismos materiales tejido-equivalentes que los maniqúıes. La tabla 3.1 muestra los

valores estándar para la rapidez de propagación del sonido (c), y del coeficiente α

y σb para ambos maniqúıes. 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. Además, se muestra la desviación estándar asociada a cada promedio, la cual

utiliza la siguiente ecuación:

σ =

√√√√ 1

(N − 1)

N∑
i=1

|Ai − µ|2 (3.5)

µ =
1

N

N∑
i=1

Ai

donde σ es la desviación estándar, Ai es cada uno de los valores de la muestra, µ es

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

Tabla 3.1: Valores de la rapidez de propagación, del coeficiente de atenuación y retrodis-
persión para el maniqúı de referencia y los maniqúıes A y B.

Maniqúı c [m/s] Coeficiente α Coeficiente σb

Referencia 1533.2±0.6 0.4882[dBcm−1MHz−n]f1.1085 1×10−5[cm−1sr−1MHz−β]f2.8129

Muestra A 1533.0±0.0 0.4833[dBcm−1MHz−n]f1.1485 8×10−4[cm−1sr−1MHz−βf1.3841

Muestra B 1543.3±1.21 0.3393[dBcm−1MHz−n]f1.2624 1×10−6[cm−1sr−1MHz−βf3.9858

Para el método del maniqúı de referencia, se adquirieron 10 planos de señales de

RF de ambos maniqúıes 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 transmisión de 3 cm. Se

habilitó al escáner con una interfaz de investigación Axius Direct [66]. Cada plano está

compuesto por un conjunto de 256 señales de RF digitalizadas a una tasa de muestreo

de 40 MHz, cada una de las cuales contiene señales ecos a una profundidad máxima

de 6 cm. Las 256 señales corresponden a ĺıneas de visión 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 señales de RF dentro de una región de interés

(ROI) con la técnica ERU usando el método de maniqúı de referencia. Durante el

proceso de validación, en vez de caracterizar el tejido, se caracterizaron dos maniqúıes

tejido-equivalentes. Posteriormente, se calculó el espectro de enerǵıa a través del método

multitaper adaptado por Rosado-Mendez et al. [67].

La matriz generada después de realizar el cálculo del espectro de enerǵıa, 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 información el programa de Matlab puede ubicar la región que se

selecciona a través de la imagen en modo B.
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Figura 3.4: Algoritmo utilizado durante el procesamiento de datos, basado en el método
del maniqúı de referencia.[61]
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Determinación del ancho de banda para análisis

Para determinar el ancho de banda se seleccionó una región central de cada uno de

los planos. Posteriormente, en dicha región se calculó el espectro de enerǵıa a través del

método multitaper [67]. Se calculó el nivel de ruido a altas frecuencias relacionado con

ruido electrónico. Para esto se obtuvo el promedio de enerǵıa de la muestra (maniqúıes)

de cada plano en un intervalo de 12 MHz a 16 MHz. Esto permitió fijar el nivel base

(Eruido) de enerǵıa individual de cada espectro. Enseguida, se determinó el valor de

la enerǵıa umbral (Eumbral) para el análisis a partir de Eumbral = Eruido + 10dB.

A partir de la Eumbral se seleccionó el ancho de banda con enerǵıa mayor a dicho

nivel, las frecuencias mı́nima (fmin), y máxima (fmax), aśı como la frecuencia central,

fcent = fmax+fmin
2 . Este análisis se realizó para cada uno de los 10 planos de señales

de RF de cada uno de los maniqúıes. Posteriormente, se obtuvieron histogramas de los

valores de fmin, fcent, fmax y Eumbral. Finalmente, el ancho de banda para el análisis

de ERU se definió a partir de la mediana de fmin y fmax para todo el conjunto de datos

correspondiente a cada maniqúı.

Compensación por atenuación

La idea general sobre cómo se estima la atenuación es cuantificar la pérdida de

enerǵıa promedio para cada componente de frecuencia de la señal de RF sobre la pro-

fundidad del campo de visión. Para esto, se calculó la pérdida de enerǵıa a lo largo

de cada una de las columnas del arreglo de espectros a diferentes profundidades. Para

obtener una sola estimación de la atenuación del tejido equivalente interpuesto en fun-

ción de la frecuencia, se calcula la pérdida de enerǵıa acústica sobre el eje x a lo largo

de cada Nx columnas del arreglo de espectros de enerǵıa dentro del mismo plano. La

atenuación interpuesta αIST se calcula a través del logaritmo del espectro normalizado

(Snorm(f, x, z)):

L(f, x, z) = ln[Snorm(f, x, z)] (3.6)
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⇒ L(f, z) = ln

(
σb,muestra(f)

σb,ref (f)

)
− 4[αIST − αref (f)]z (3.7)

Se estima la atenuación mediante un ajuste lineal de la diferencia mı́nima cuadrática

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 αIST y αref , y dado que el valor de αref se

conoce, entonces es posible calcular αIST . El número cuatro en la ecuación 3.7 proviene

de dos fuentes, la primera es que toma en cuenta la distancia que recorre el pulso en su

camino a la región de interés y del eco en su viaje hacia el transductor, la segunda es que

considera que se realizan cálculos con la intensidad del pulso (cuadrado de la amplitud)

y no con su amplitud. Alrededor de 20 estimaciones de αIST se obtienen por plano,

cada una corresponde a cada una de las columnas del arreglo de espectros de enerǵıa.

Posteriormente se realiza un promedio de la atenuación en las 40 columnas de cada

plano para los 10 planos. Dicho promedio se utiliza como la atenuación interpuesta.

Finalmente, la dependencia en frecuencia de αIST se parametriza con un ajuste de

potencia y la ecuación se utiliza para estimar el coeficiente de atenuación.

3.2. Estimación del coeficiente de retrodispersión

Para poder estimar el coeficiente de retrodispersión es necesario aplicar la ecuación

3.4 al conjunto de datos por plano resultante del cálculo del espectro de enerǵıa, con-

siderando el ancho de banda establecido previamente. El cálculo se realizó de forma

independiente para cada posición de la ROI en el plano de señales de RF.

3.2.1. Parámetros con interpretación f́ısica directa

Se calculó el tamaño efectivo del dispersor (ESS) y la concentración acústica (AC)

con un modelo Gaussiano del factor de forma, a partir de ajustar al coeficiente de retro-

dispersión medido a dicho modelo. El cálculo se realizó para cada una de las columnas

y filas que componen a la matriz de los valores del coeficiente de retrodispersión. Para

calcular el ESS y la AC, fue necesario estimar el factor de forma experimental y el
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factor de forma teórico.

El factor de forma teórico se calculó aplicando las ecuaciones correspondientes al

modelo Gaussiano 2.24, y se utilizó el mismo intervalo de frecuencias con el que se

estimó el coeficiente de retrodispersión obtenido experimentalmente.

El factor de forma experimental se calcula mediante la división del coeficiente de

retrodispersión de la muestra σb entre la frecuencia elevada a la cuarta potencia.

Fexp(f, d) =
σb
cf4

(3.8)

donde c es un factor de normalización igual a la razón entre promedio de Fteo dentro

del ancho de banda y el promedio de σb.

Tamaño efectivo del dispersor (ESS)

El cálculo del ESS se realizó por medio del factor de forma Gaussiano, utilizando

la expresión cerrada (expĺıcita) de la ecuación 2.27.

Concentración acústica

Para realizar el cálculo de la concentración acústica se calcula el volumen asociado

al modelo gaussiano VsGAUSS a partir del valor calculado del ESS:

Vs,GAUSS = (2πd2)3/2 = f1(ESS) (3.9)

Por tanto, la ecuación para calcular la AC es:

AC =
σb
10

16π2

k4VsGAUSSFteo
(3.10)

La ecuación 3.10 se describió previamente en la sección correspondiente al marco

teórico (sección 2.2.5). Debido a que la concentración acústica es un parámetro que

comúnmente presenta un gran rango dinámico, se expresará en decibeles respecto a

1mm−3.
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3.3. Modelo animal

La muestra de datos consiste en un conjunto de señales RF de imágenes de ultraso-

nido de 14 macacos Rhesus neonatos expuestos a una dosis del 3 %-4 % de concentración

de sevoflurano. Bajo estas condiciones los animales se encontraban sedados de tal forma

que no responden a ningún est́ımulo doloroso pero son capaces de mantener su respi-

ración sin equipo de respiración asistida. Estos datos fueron adquiridos en el Centro

Nacional de Investigación en Primates de Wisconsin entre 2015 y 2017. En cada proce-

dimiento, inmediatamente después de sedar al animal se recostó sobre su lado derecho

y se realizó la adquisición de imágenes. Los datos fueron adquiridos con un equipo Sie-

mens S3000, con un transductor de fase 10V4, con una frecuencia nominal de operación

de 10 MHz. Se adquirieron entre 10 a 15 planos de señales RF de vistas coronales del

tálamo, posicionando el transductor sobre la sutura sagital, a medio camino entre la

fontanela anterior y la fontanela posterior. La adquisición de datos se repitió 6 horas

después de la administración 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 adquisición de señales 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.
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3. METODOLOGÍA

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 número exacto es propiedad intelectual del fabricante). A través

del control de tiempos de estimulación 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 tamaño

de apertura pequeño y la formación de una imagen con un campo de visión amplio

a través del proceso de angulación electrónica del haz de ultrasonido. Esto permite

obtener imágenes internas del cuerpo a través de ventanas de acceso pequeñas (como

el espacio intercostal, o las suturas craneales en recién nacidos).
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3.3 Modelo animal

Dimensión lateral

Figura 3.7: Esquema de un transductor de fase y la distribución de las ĺıneas acústicas
en el campo de visión. Adaptado de Frankel et al. [69]

A diferencia de una imagen producida por un transductor lineal (como en el caso de

la validación), en una imagen sectorial producida por el transductor de fase el espacio

entre las ĺıneas de visión de las señales RF aumenta con la profundidad.

Posteriormente fueron adquiridos entre 20-25 planos de señales de radiofrecuencia

del maniqúı de referencia, mismo que se utilizó en las pruebas de validación, conser-

vando cuidadosamente los parámetros 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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Determinación del ancho de banda

Se siguió el mismo procedimiento descrito en la sección anterior, validación, para

determinar el ancho de banda del conjunto de datos compuesto por los 14 sujetos

(sección 3.0.1). El análisis se realizó para cada uno de los 10-15 planos de señales de RF

de los experimentos a 0 hrs y a 6 hrs de cada macaco. Se obtuvieron histogramas de

los valores de fmin, fmax, fcent y Eumbral. A partir de este análisis y de las medianas de

fmin y fmax de todo el conjunto de datos se obtuvo el ancho de banda para el análisis

de ERU.

3.3.1. Valores de atenuación en la literatura

Debido a que el método descrito anteriormente para el cálculo de la atenuación

requiere de un tejido con composición homogénea, no es posible aplicarlo al tejido cere-

bral. Para superar esta limitación, se utilizaron valores reportados en la literatura del

coeficiente de atenuación de materia blanca cerebral. En el caso del valor de atenua-

ción en adultos se encontraron dos referencias [42, 70] y para infantes, solamente una

[70]. Kremkrau et al. midieron el coeficiente de atenuación mediante dos técnicas: la de

sustitución de banda-corta, y la de fuerza de radiación acústica. 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 acústica 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 atenuación de la muestra.

Los autores también presentan valores para el tejido cerebral (materia blanca) de

adultos, los cuales están de acuerdo con los valores reportados por Bamber et al. [42],

quienes utilizaron otra técnica de medición. Se obtuvieron los valores de la gráfica

presentada por Kremkrau et al.[70] a través de una digitalización con el programa

PlotDigitizer (Java, versión 2.6.8, software libre). Dichos valores fueron modelados con

un ajuste de potencias, y la ecuación obtenida se utilizó para realizar la compensación
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por atenuación en todo el conjunto de datos, tanto para 0 hrs como a 6 hrs.

3.3.2. Cálculo de espectros de enerǵıa

Para cada macaco se definieron regiones de estimación de parámetros en el lado

izquierdo y lado derecho del tálamo en regiones con patrón de moteado relativamente

uniforme y sin reflectores especulares identificadas en cada plano de señales de RF. La

región de estimación de parámetro (PER, por sus siglas en inglés), se eligió de un tamaño

de 5 mm×5 mm, tamaño seleccionado a partir de optimizaciones previas realizadas por

Rosado-Mendez et al. [67]. En cada PER (x,z), el espectro de enerǵıa 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 enerǵıa de una serie de datos finita del segmento de señal 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 comparación 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 señal RF se le aplica

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

3.4. Parámetros de Espectroscoṕıa por Retrodispersión

Ultrasónica (ERU)

Dado que no se tiene un conocimiento exacto sobre la fuente principal de retrodis-

persión en el tálamo de macacos Rhesus neonatos, se realizó una optimización de la

selección del factor de forma teórico que mejor representa los valores medidos experi-

mentalmente.

Para poder estimar el coeficiente de retrodispersión es necesario aplicar la ecuación

3.4 al conjunto de datos por plano resultante del cálculo del espectro de enerǵıa, con-

siderando el ancho de banda establecido previamente. El cálculo se realizó de forma
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3. METODOLOGÍA

independiente para cada PER definida en cada plano de señales de RF.

3.4.1. Parámetros con interpretación f́ısica directa

Para el análisis con la muestra de datos de los 14 sujetos, se realizó la implementación

de tres factores de forma, el Gaussiano, el exponencial y el de la esfera fluida. Para

calcular el ESS y la AC, se realizó el procedimiento descrito en la sección de validación

pero adaptado a cada modelo teórico. Es decir, es necesario estimar el factor de forma

experimental y el factor de forma teórico de cada modelo. El factor de forma teórico 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 división del coeficiente de

retrodispersión de la muestra σb entre la frecuencia elevada a la cuarta potencia, y el

Fexp queda determinado por la ecuación 3.8. El ESS obtenido a través del factor de

forma Gaussiano se calculó utilizando la ecuación 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 minimización de la diferencia entre el factor de forma experimental y un conjunto

de modelos teóricos calculados con diferentes valores de ESS. Una vez calculados los

valores de ESS, se obtuvo la concentración acústica para cada modelo.

Para realizar el cálculo de la concentración acústica se calcula el volumen asociado

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

Vs,GAUSS = (2πd2)3/2 = f1(ESS) (3.11)

Vs,EXP = (2πd)3 = f2(ESS) (3.12)

Vs,EF = 4
πa3

3
= f3(ESS) (3.13)

donde d es la dimensión caracteŕıstica y a es el radio de la esfera para un modelo

50



3.4 Parámetros de Espectroscoṕıa por Retrodispersión Ultrasónica (ERU)

continuo como lo es la esfera fluida.

Finalmente, se calcula la concentración acústica dada por la ecuación 2.28, descrita

previamente. En este trabajo, la concentración acústica se representará en decibeles

respecto de 1mm−3.

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

mental, se cuantifica el parámetro estad́ıstico χ2, el cual está dado por:

χ2 ' 1

NAB

N∑
i=1

(∆logF (fi))
2 (3.14)

donde ∆logF (fi) = logFmuestra(fi)− logFmodelo(fi).[41].

3.4.2. Parámetros con interpretación f́ısica indirecta

Con el fin de validar las tendencias observadas en ESS y AC tras la exposición a

anestesia, se calcularon dos parámetros relacionados con ESS y AC pero sin la necesidad

de un modelo teórico de dispersión. Estos parámetros son la pendiente y el valor a

medio ancho de banda de un ajuste lineal aplicado al coeficiente de retrodispersión.

La pendiente guarda una correlación inversa con el ESS (dentro de los valores de ka

del estudio, los dispersores de mayor tamaño disminuyen la pendiente del coeficiente

de retrodispersión vs. frecuencia). El valor del ajuste a medio ancho de banda (MBF

por “mid band fit”) está relacionado de manera directa con la concentración acústica.

Estos parámetros y su interpretación f́ısica 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 región señalada en la imagen, se obtuvieron los parámetros espectrales definidos

previamente y los cuales se encuentran graficados en la figura b).
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Imagen en modo B
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Figura 3.8: Gráfica de los parámetros espectrales adaptada de Lizzi et al. [75]

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

trodispersión

Dada la estructura compleja del tálamo y la falta de conocimiento sobre la natu-

raleza exacta de los agentes dispersores, se realizó un análisis 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 dispersión.

Por lo tanto, se obtuvo el promedio y la desviación estándar de los factores de forma

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

Criterio de aceptación de datos

Para obtener valores confiables de cada parámetro se estableció un criterio de acep-

tación de datos que consistió en tres puntos importantes:

1. Existencia de regiones de análisis con patrón de moteado homogéneo tanto en el

lado izquierdo como en el lado derecho del tálamo.
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3.5 Análisis de los factores de forma y coeficiente de retrodispersión

2. Razón señal/ruido espectral mayor a 15 dB [14].

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

Diferencia entre parámetros tras la exposición a anestesia

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

se calcularon:

1. La significancia estad́ıstica de la variación de ESS y AC tras la exposición a

sevoflurano.

2. La correlación entre el cambio en dichos parámetros y la expresión de apoptosis

cuantificada histológicamente.

La significancia estad́ıstica de los valores de ESS y AC entre 0 hrs y 6 hrs se calculó

utilizando la prueba no paramétrica de Wilcoxon. Sea x y y las muestras que se desea

comparar, la hipótesis nula es considerar que los valores de x y y son muestras que

provienen de una distribución continua con medianas iguales. La hipótesis alternativa

es probar si no lo son. Dicha prueba se realiza cuando se desea comparar datos que

no necesariamente están pareados, es decir, son independientes y los tamaños de x y y

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

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

al más pequeño o del más pequeño al más grande.

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

el número de puntos en el grupo; sea este valor ni.

3. Realizar la siguiente operación: Sea Ui:

Ui = Ri − ni
ni + 1

2
i=1, 2 (3.15)

donde Ui corresponde a los valores de x para i = 1 y y con i = 2.
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4. Finalmente, el valor p es el mı́nimo entre U1 y U2. Por lo tanto, U = p.

U = min(U1, U2) (3.16)

Si los valores de las medianas son muy diferentes, entonces p será un número cercano

a 0. En esta tesis se utilizó la función ranksum de Matlab.

3.5.1. Coeficiente de Pearson

Con el objetivo de analizar si exist́ıa una relación entre el cambio de ESS tras la

exposición a SEVO y el nivel de apoptosis en cada macaco, se cuantificó el coeficiente

de correlación de Pearson entre el cambio de los parámetros propuestos a 0 hrs y 6

hrs y la activación de la protéına pro-apoptótica Caspasa 3 medida a través de análisis

inmunohistoqúımico en muestras extráıdas a través de necropsia de los mismos macacos.

El análisis inmunohistoqúımico fue realizado por el Dr. Kevin Noguchi de la Washington

University at St. Louis. Los resultados de dicho análisis se obtuvieron a través de la

colaboración con la Dra. Chrysanthy Ikonomidou, del Departamento de Neuroloǵıa

de la Universidad de Wisconsin-Madison. La técnica de inmunohistoqúımica mide el

número de células que expresan caspasa 3 activada por unidad de volumen del tejido

analizado. El número de número de células que expresan caspasa 3 está relacionado con

las células que sufrieron apoptosis. Los detalles de esta técnica se describen en [77].

El coeficiente de correlación de Pearson es una medida de la asociación lineal entre

dos variables, se denota con la letra r. 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 asociación entre las dos variables. Si r > 0 existe

una relación positiva, es decir, si el valor de la variable incrementa también lo hace la

segunda variable. En caso de que r < 0 existe una relación negativa, indicando que

cuando una de las variables incrementa, la otra disminuye.
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Figura 3.9: Gráficas representativas de los diferentes valores del coeficiente de correlación
de Pearson para las variables x y y.

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

r(A,B) =
1

N − 1

N∑
i=1

( ¯Ai − µA
σA

)(
Bi − µB
σB

)
(3.17)

donde µA y σA es el promedio y la desviación estándar de la variable A, respecti-

vamente, y µB y σB corresponden a la variable B.
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Caṕıtulo 4

Resultados

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

tesis, siguiendo el orden presentado en la metodoloǵıa.

4.1. Validación

Los resultados contenidos en esta sección corresponden al cálculo de espectros de

enerǵıa, coeficiente de atenuación, coeficiente de retrodispersión, ESS y AC para los

maniqúıes tejido equivalentes A y B.

Espectros de enerǵıa

Se realizó el cálculo de los espectros de enerǵıa para cada plano del maniqúı A

y el maniqúı B. Los espectros que se muestran a continuación son un ejemplo de la

distribución de enerǵıa en la región central de uno de los planos para cada maniqúı.
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Figura 4.1: Espectros de enerǵıa del maniqúı A y B.

En la figura 4.1 se muestra un ejemplo de uno de los espectros correspondiente a

uno de los planos del maniqúı A y B. La curva de color azul muestra el espectro de

enerǵıa del maniqúı utilizado como muestra (maniqúı A o B). La curva roja representa

el espectro de enerǵıa de la referencia. En la figura 4.1 se observan algunas variables

señaladas: Eruido, Eumbral, fmin, fcent, y fmax. Cada una de estas variables se utiliza

para determinar el ancho de banda disponible en el conjunto de datos para cada mani-

qúı. Es importante recalcar que la diferencia entre la Eumbral y la Eruido es de 10 dB.

El maniqúı A muestra una Eumbral = −31 dB y para el maniqúı B Eumbral = −20 dB.

4.1.0.1. Análisis del ancho de banda

Los histogramas que se muestran enseguida son representativos de los datos de fre-

cuencia máxima y mı́nima para cada maniqúı. El histograma de color azul pertenece a

los valores de frecuencia mı́nima y el histograma de color rojo corresponde a la frecuen-

cia máxima. A partir de los datos que componen dichos histogramas, se determina la

mediana, el 25 percentil, el 75 percentil y la desviación estándar para cada parámetro.
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Maniqúı A

La muestra de datos para realizar cada histograma fue de N = 10, donde la Ni

corresponde a cada plano analizado. En la tabla 4.1 se encuentran los valores estad́ısticos

asociados a cada parámetro del maniqúı A. A partir de estos datos es posible determinar

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

Tabla 4.1: Valores de la estad́ıstica asociada a los cálculos de la frecuencia mı́nima, central
y máxima del maniqúı A.

Parámetro Mediana 25 Percentil 75 Percentil Promedio Desviación
Estándar

Frecuencia
mı́nima

2.2 MHz 2.2 MHz 2.3 MHz 2.2 MHz 0.02 MHz

Frecuencia
máxima

7.3 MHz 7.3 MHz 7.4 MHz 7.4 MHz 0.01 MHz

Frecuencia
central

4.8 MHz 4.8 MHz 4.8 MHz 4.8 MHz 0.01 MHz

Maniqúı B

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

del maniqúı B, que va de (2.5± 0.02) MHz a (7.9± 0.01) MHz.

Tabla 4.2: Valores de la estad́ıstica asociada a los cálculos de la frecuencia mı́nima, central
y máxima del maniqúı B.

Parámetro Mediana 25 Percentil 75 Percentil Promedio Desviación
Estándar

Frecuencia
mı́nima

2.5 MHz 2.5 MHz 2.6 MHz 2.5 MHz 0.02 MHz

Frecuencia
máxima

7.9 MHz 7.9 MHz 8.0 MHz 7.9 MHz 0.02 MHz

Frecuencia
central

5.2 MHz 5.2 MHz 4.2 MHz 5.2 MHz 0.01 MHz

4.1.1. Coeficientes de atenuación y retrodispersión

A continuación se presentan los resultados del coeficiente de atenuación y del coefi-

ciente de retrodispersión.
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Maniqúı A En esta sección se muestran los resultados de atenuación para el ma-

niqúı A. La diferencia porcentual entre el valor calculado del coeficiente de atenuación

y el valor esperado (ver tabla 3.1) del mismo es de (3.3± 1.1) %. La ecuación utilizada

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

R fue de 0.998.

α = 0.4492f1.216 (4.1)

Figura 4.2: Coeficientes de atenuación del maniqúı A y del valor esperado del mismo.

En la figura 4.3 se observan las curvas para el coeficiente de retrodispersión calculado

por dos formas diferentes en función de la frecuencia. La diferencia porcentual entre el

coeficiente de retrodispersión del laboratorio y el calculado fue del 16.0 %.
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Figura 4.3: Curvas de σ de los valores del laboratorio y sistema correspondiente al maniqúı
A.

Maniqúı B En la gráfica 4.4 se muestran dos curvas, la roja representa el valor

esperado del coeficiente atenuación y la curva azul, el valor del coeficiente calculado

en este trabajo. La diferencia porcentual entre el valor del coeficiente de atenuación

obtenido con respecto al valor esperado de dicho parámetro fue de (2.9 ± 1.1) %. La

ecuación que se utilizó para realizar la compensación por atenuación para este maniqúı

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

α = 0.3516f1.2586 (4.2)
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Figura 4.4: Coeficientes de atenuación del maniqúı B y del valor esperado del mismo.

En la gráfica 4.5 se muestran las curvas del coeficiente de retrodispersión en función

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

entre el coeficiente de retrodispersión del laboratorio y el calculado fue del 13.75 %.

Figura 4.5: Curvas de σ del laboratorio y sistema, correspondiente al maniqúı b).
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4.1 Validación

4.1.1.1. Tamaño Efectivo del dispersor (ESS) y Concentración Acústica

(AC)

La figura 4.6 muestra una gráfica de caja del ESS calculados a partir del coeficiente

de retrodispersión obtenido del método de maniqúı de referencia aplicado a señales RF

del equipo Siemens. Cada caja agrupa los valores obtenidos de 10 planos de señales

RF de cada maniqúı. La ĺınea 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 retrodispersión, utilizando

el ancho de banda correspondiente a cada maniqúı. Los rombos, representan los valores

de ESS calculados calculados con el valore esperado del coeficiente de retrodispersión,

utilizando el ancho de banda correspondiente a 0.6¡ka¡1.0 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 maniqúı A, y 6.12 MHz a 12.25 MHz para el maniqúı 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

maniqúı A y B. Para el maniqúı A el valor de ESS=(109.2 ± 7.7)µm y para el B, ESS=

(41.9 4 ± 8.9)µm.

Para los maniqúıes A y B, la diferencia porcentual entre el ESS, calculado con

el método del maniqúı de referencia y el estimado con valor esperado del σb, 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 maniqúıes A y B estimados con el método del maniqúı de referencia, es

del 61 %. Por tanto, la técnica del maniqúı de referencia, ofrece suficiente sensibilidad

para diferenciar la microestructura (no visible en imágenes convencionales) entre ambos

maniqúıes.
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Figura 4.6: Gráfica de caja del ESS estimado con el factor de forma Gaussiano para el
maniqúı A y B.

Tabla 4.3: Valores estad́ısticos del ESS del maniqúı A y B calculados con el método de
maniqúı de referencia aplicado a señales RF del equipo Siemens.

ESS Maniqúı A Maniqúı B

Mediana 109.2 µm 41.9 µm

25 Percentil 107.4 µm 31.1 µm

75 Percentil 113.5 µm 44.4 µm

4.1.2. Concentración Acústica

En la figura 4.7 se observa una gráfica de caja correspondiente a cada maniqúı. Los

pentágonos representan los valores de AC calculados con el ancho de banda correspon-

diente a cada maniqúı, y los triángulos representan los valores calculados utilizando el

ancho de banda de mayor sensibilidad (ka).

Para los maniqúıes A y B, la diferencia porcentual entre la AC, calculado con el

método del maniqúı de referencia y el estimado con valor esperado del σb, 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 maniqúı 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: Gráfica de caja del AC calculado a través del factor de forma Gaussiano para
el maniqúı A y B.

Tabla 4.4: Valores estad́ısticos de la AC del maniqúı A y B.

AC Maniqúı A Maniqúı B

Mediana 7.7 dB 17.3 dB

25 Percentil 6.7 dB 15.5 dB

75 Percentil 7.4 dB 24.5 dB

Tabla 4.5: Valores de AC calculados con valores esperados del σb para el maniqúı A y B.

Maniqúı AC (ancho de banda) AC (factor ka)

Maniqúı A 3.0 dB 43.1 dB

Maniqúı B 2.9×10−4 dB 28.2 dB

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

con el maniqúı B y además posee microesferas de mayor que el maniqúı B. Estos

resultados fue posible corroborarlos mediante el cálculo del ESS con el método del
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maniqúı de referencia.

4.2. Resultados en modelo animal

En esta sección se muestran los resultados correspondientes al estudio con los 14

macachos Rhesus recién nacidos. El orden de las secciones está de acuerdo con la in-

formación contenida en la sección 4.1.

Espectros de enerǵıa

Se calcularon los espectros de enerǵıa de cada plano para cada uno de los sujetos

de la muestra. En particular se extrajeron los espectros de enerǵıa de la región de

interés del tálamo de cada plano. Dichos espectros se utilizaron para hacer el análisis

del ancho de banda disponible para el conjunto de datos y para estimar el coeficiente

de retrodispersión a través del método del maniqúı de referencia. A continuación se

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

Análisis del ancho de banda

Las gráficas 4.8 y 4.9 muestran dos ejemplos representativos de espectros de enerǵıa

retrodispersada del tálamo, 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 enerǵıa (Eumbral =

−15.1 dB), que es suficiente enerǵıa retrodispersada comparada con la enerǵıa de la re-

ferencia. La figura 4.9 muestra un caso en el que el espectro no posee suficiente enerǵıa

(Eumbral = −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 máximo de la misma curva, lo cual

no se observa en el espectro de la figura 4.8.
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Figura 4.8: Espectros de enerǵıa de un sujeto con suficiente enerǵıa retrodispersada pro-
veniente de la muestra.
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Figura 4.9: Espectros de enerǵıa de un sujeto sin enerǵıa suficiente originada por la
muestra.

A partir de este análisis se obtuvieron histogramas de los datos de la frecuencia

mı́nima, máxima, central, aśı como de Eumbral, figura 4.10 y 4.11.

En el histograma de la frecuencia mı́nima (figura 4.10) se observa que existe una

dispersión de datos entre 2.5 Mhz y 5 MHz, y el promedio de dicha frecuencia se

encuentra en 3.5 MHz.
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Frecuencia Mínima (MHz)
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Figura 4.10: Histograma de la frecuencia mı́nima del ancho de banda para el análisis en
todo el conjunto de datos.

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

donde la mayoŕıa de los datos están concentrados entre 8 MHz y 9 MHz.

Frecuencia Máxima (MHz)
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N = 422

Figura 4.11: Histograma de la frecuencia máxima del ancho de banda para el análisis 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.

Frecuencia Central (MHz)

C
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nt
as

N = 428

Figura 4.12: Histograma de la frecuencia central del ancho de banda para el análisis en
todo el conjunto de datos.

La figura 4.13 muestra que muchos datos posee una enerǵıa umbral entre -15 dB y

-10 dB, sin embargo solamente se utilizan aquellos datos que al menos poseen -15 dB,

que es el nivel mı́nimo para obtener estimaciones confiables del ESS y AC [14].
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Energía umbral (MHz)
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Figura 4.13: Histograma de la enerǵıa umbral en todo el conjunto de datos.

Tabla 4.6: Valores de la estad́ıstica asociada a los cálculos de la frecuencia mı́nima, central
y máxima del conjunto de datos del modelo animal.

Parámetro Mediana 25 Percentil 75 Percentil Promedio Desviación
Estándar

Frecuencia
mı́nima

3.2 MHz 3.2 MHz 3.3 MHz 3.2 MHz 0.01 MHz

Frecuencia
máxima

8.7 MHz 8.4 MHz 8.9 MHz 8.7 MHz 0.02 MHz

Frecuencia
central

6.2 MHz 5.9 MHz 6.2 MHz 6.1 MHz 0.01 MHz

Enerǵıa
umbral

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

Se determinó que el ancho de banda disponible para todo en análisis de datos seŕıa

de 3.2 MHz a 8.7 MHz.

4.2.1. Compensación por atenuación

La figura 4.14 muestra la digitalización de la gráfica reportada por Kremkrau et al.

[70] del coeficiente de atenuación en infantes, en función de la frecuencia.
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4.2 Resultados en modelo animal

𝜶 f

Figura 4.14: Gráfica del coeficiente lineal de atenuación calculado en cerebro de infantes
por [70].

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

atenuación, el cual está en función de la frecuencia:

α = 0.3331f1.0301 (4.3)

Las siguientes dos gráficas corresponden a valores del coeficiente de atenuación en

función de la frecuencia para ciertos materiales biológicos. La figura 4.14 muestra valores

del coeficiente de atenuación 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 atenuación para

el cerebro y otro tipo de órganos.
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(a) Gráfica del coeficiente lineal de atenua-
ción adaptada de [42].

(b) Gráfica del coeficiente lineal de ate-
nuación adaptada de [70].

Figura 4.15: Gráficas del coeficiente lineal de atenuación obtenidas de [70] y [42].

En la figura 4.15 se observa que existe un acuerdo entre los valores del coeficiente

de atenuación reportado por Bamber et al [42] y Kremkrau et al. [70], dicho acuerdo

valida los valores del coeficiente de atenuación lineal para infantes reportados en la

figura 4.15(b). Por ejemplo, en la gráfica del lado izquierdo, la curva del coeficiente de

atenuación 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 analizó 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 presentó 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 sólida) y la desviación estándar (curvas

punteadas) a 0 hrs y 6 hrs para la muestra de datos.

(a)

(b)

Figura 4.16: Gráficas de factor de forma experimental a 0hrs y 6hrs.

La gráfica 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

sólida azul), aśı como su 25 y 75 percentil (curvas sólidas 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 gráficas se determinó que no era necesario

ajustar diferentes factores de forma entre 0 hrs y 6hrs, ni para diferentes intervalos de

frecuencia.

Figura 4.17: Gráfica con la superposición de los factores de forma a 0 hrs y 6 hrs.
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4.2 Resultados en modelo animal

Figura 4.18: Gráfica de la resta de los factores de forma a 0 hrs y 6 hrs.

4.2.3. Selección de modelo para factor de forma

Para encontrar el modelo teórico que mejor represente los datos calculados, se com-

pararon los valores de χ2 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 teóricos: Gaussiano, exponencial y esfera fluida.

A partir de esta gráfica es posible observar que el modelo teórico que posee un mejor

acuerdo con el factor de forma experimental es el Gaussiano, cuyo valor de χ2 es 10

veces menor al del factor de forma de la esfera fluida.
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4. RESULTADOS

Figura 4.19: Gráficas con los tres factores de forma; Gaussiano, exponencial y esfera
fluida.

En general, el factor de forma Gaussiano representó de manera más exacta los

factores de forma experimentales. Las figura 4.20 a) muestra los resultados de χ2 del

modelo Gaussiano y la figura 4.20 b) el modelo de la esfera fluida. Los valores de χ2 para

el factor de forma exponencial no se presentan debido a que éste no mostró convergencia

en el ancho de banda utilizado. Para el modelo Gaussiano, χ2 varió entre 0.07 y 0.6,

con mediana 0.2. Para el modelo de esfera fluida, χ2 varió entre 0.2 y 8.9, con mediana

1.4. Debido que el mejor ajuste del factor de forma teórico con el experimental resultó

ser el modelo Gaussiano, el resto del análisis hace uso exclusivo de este modelo para el

cálculo de ESS y AC.
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4.2 Resultados en modelo animal

(a) (b)

Figura 4.20: Histograma de χ2 para el factor de forma Gaussiano y esfera fluida.

4.2.4. Biomarcadores

Las tablas mostradas a continuación muestran los valores del ESS y AC para los

ocho sujetos analizados para cada lado del tálamo. Se incluye el número de sujeto, edad,

tiempo al que pertenece el dato del ESS o AC, 25 percentil, 75 percentil, 95 % intervalo

de confianza mı́nimo y máximo, y desviación estándar 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 exposición con la anestesia.

El sujeto 8 muestra acuerdo bilateral en el tálamo para el ESS, sin embargo en éste

se observa una disminución del ESS a las 6 hrs posteriores al inicio de la exposición al

sevoflurano. Estos resultados se observan en las gráficas 4.21(a) y 4.21(b) para el sujeto

número 7 y en las gráficas 4.22(a) y 4.22(b) en el caso del sujeto número 8.
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4.2 Resultados en modelo animal

Tabla 4.9: Datos del AC para ocho sujetos.

La siguiente tabla muestra datos de la concentración acústica para ocho sujetos.

En el caso del sujeto 1 se observa una disminución de la AC para ambos lados del

tálamo, dicha tendencia se puede observar en las gráficas 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 gráficas 4.24(a) y 4.24(b). Por último, el sujeto número 3 no muestra diferencia

de la AC entre las 0 hrs y 6 hrs posteriores al inicio de la exposición al sevoflurano, las

gráficas 4.25(a) y 4.25(b).

Las figuras 4.21 a 4.25 muestran gráficas de cajas de los diferentes parámetros en el

lado izquierdo y derecho del tálamo. Cada gráfica agrupa los valores de cada parámetro

en los planos donde la Eumbral > 15dB. Cada caja contiene puntos que indican valores

de cada plano en función de la densidad de probabilidad ajustada a la distribución de
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datos. Dicho ajuste se realizó a través del programa Origin (versión 2015a), que tiene

distribucione predeterminadas , en este caso se utilizó una distribución normal. A partir

de los datos otorgados al programa Origin, éste crea la gráfica de caja calculando el

promedio (ĺınea dentro de la caja), la mediana (cuadro central dentro de la caja), el 25

percentil (ĺımite inferior de la caja), 75 percentil (ĺımite superior de la caja), el valor

mı́nimo (ĺınea superior fuera de la caja) y máximo (ĺınea inferior dentro de la caja)

e identifica valores at́ıpicos dentro de los datos. Las gráficas presentadas son ejemplos

representativos de los sujetos 7 y 8, las gráficas 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 mostró tendencias de cambio entre 0 hrs y 6 hrs, y mostró tenden-

cias opuestas a la pendiente de σb(f). La AC y MBF mostraron la misma tendencia.

Estas observaciones están de acuerdo con los comportamientos esperados para dichos

parámetros: dispersores más pequeños producen σb con dependencias más severas con

la frecuencia, en tanto que mayores concentraciones de dispersores generan coeficientes

de retrodispersión (σb(f)) con mayor amplitud. Estas gráficas 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 observó 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 tálamo (discussión con Dra. Ikonomidou) el resto del

análisis se restringió a sujetos que presentaran acuerdo bilateral en el tálamo.
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4.2 Resultados en modelo animal

4.2.4.1. Tamaño efectivo del dispersor (ESS)

(a) Gráfica del tamaño efectivo del dispersor
del lado derecho del tálamo.

(b) Gráfica tamaño efectivo del dispersor del
lado izquierdo del tálamo.
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(c) Gráfica de la pendiente del coeficiente de
retrodispersión lado derecho del tálamo.
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(d) Gráfica de la pendiente del coeficiente de
retrodispersión lado izquierdo del tálamo.

Figura 4.21: Gráficas de caja del ESS y pendiente del coeficiente de retrodispersión para
el sujeto 7. El valor p que se muestra en cada una de las gráficas pertenece a la comparación
de los valores a 0 hrs y 6 hrs del parámetro correspondiente para el mismo lado del tálamo,
por tal razón cada gráfica posee un valor p.
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(a) Gráfica del tamaño efectivo del dispersor
del lado derecho del tálamo.

(b) Gráfica tamaño efectivo del dispersor del
lado izquierdo del tálamo.
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(c) Gráfica de la pendiente del coeficiente de
retrodispersión lado derecho del tálamo.
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(d) Gráfica de la pendiente del coeficiente de
retrodispersión lado izquierdo del tálamo.

Figura 4.22: Gráficas de caja del ESS y pendiente del coeficiente de retrodispersión para
el sujeto 8. El valor p que se muestra en cada una de las gráficas pertenece a la comparación
de los valores a 0 hrs y 6 hrs del parámetro correspondiente para el mismo lado del tálamo,
por tal razón cada gráfica posee un valor p.
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4.2 Resultados en modelo animal

(a) Gráfica del la concentración acústica del
lado derecho del tálamo.

(b) Gráfica del la concentración acústica del
lado izquierdo del tálamo.

(c) Gráfica de la frecuencia central del σb del
lado derecho del tálamo.
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(d) Gráfica de la frecuencia central del σb del
lado izquierdo del tálamo.

Figura 4.23: Gráficas de caja de la concentración acústica y frecuencia central del σb para
el sujeto 1. El valor p que se muestra en cada una de las gráficas pertenece a la comparación
de los valores a 0 hrs y 6 hrs del parámetro correspondiente para el mismo lado del tálamo,
por tal razón cada gráfica posee un valor p.
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(a) Gráfica del la concentración acústica del
lado derecho del tálamo.

(b) Gráfica del la concentración acústica del
lado izquierdo del tálamo.
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(c) Gráfica de la frecuencia central del σb del
lado derecho del tálamo.
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(d) Gráfica de la frecuencia central del σb del
lado izquierdo del tálamo.

Figura 4.24: Gráficas de caja de la concentración acústica y frecuencia central del σb para
el sujeto 4. El valor p que se muestra en cada una de las gráficas pertenece a la comparación
de los valores a 0 hrs y 6 hrs del parámetro correspondiente para el mismo lado del tálamo,
por tal razón cada gráfica posee un valor p.
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lado izquierdo del tálamo
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(c) Gráfica de la frecuencia central del σb del
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(d) Gráfica de la frecuencia central del σb del
lado izquierdo del tálamo.

Figura 4.25: Gráficas de caja de la concentración acústica y frecuencia central del σb para
el sujeto 3. El valor p que se muestra en cada una de las gráficas pertenece a la comparación
de los valores a 0 hrs y 6 hrs del parámetro correspondiente para el mismo lado del tálamo,
por tal razón cada gráfica posee un valor p.

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

izquierdo y derecho de cada macaco. Para justificar la combinación, se realizó una

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

para cada sujeto, dicho análisis sugirió que las diferencias no son significativas en ningún

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

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

único valor a 0hrs y 6hrs para cada sujeto.
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4. RESULTADOS

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 µm, entre 158 µm y 170 µm) en tanto que a 6 hrs fue

(154 µm, entre 149 µm y 166 µm) 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 parámetros está opacado por la variabili-

dad biológica de las propiedades acústicas del tálamo entre sujetos. Para reducir dicho

efecto se calculó el cambio porcentual de cada parámetro para cada sujeto respecto al

valor a 0 hrs.
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Figura 4.26: Comparación inter-sujeto del tamaño efectivo del dispersor a 0 hrs y 6 hrs
después del inicio de la exposición a SEVO.

86



4.2 Resultados en modelo animal

0 h r s 6 h r s- 5 0

- 4 5

- 4 0

- 3 5

- 3 0

- 2 5

- 5 0

- 4 5

- 4 0

- 3 5

- 3 0

- 2 5
 

 T i e m p o  p o s t e r i o r  a l  i n i c i o  d e  e x p o s i c i ó n

 

Co
nc

en
tra

ció
n A

cú
sti

ca
 (d

B)
 0 h r s
 6 h r s

p = 0 . 9

Figura 4.27: Comparación inter-sujeto de los valores de la concentración acústica a 0 hrs
y 6 hrs después del inicio de la exposición 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 parámetros (pESS = 0.05 y pAC = 0.36 ).

Después de analizar los valores de la gráfica anterior pueden observarse dos puntos,

para el caso del ESS, los cuales serán considerados de ahora en adelante como valores

at́ıpicos. Estos valores son considerados at́ıpicos ya que se encuentran fuera del rango

de valores igual a 1.5 veces el intervalo intercuartil.
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4. RESULTADOS

Figura 4.28: Porcentaje del cambio entre 0hrs y 6hrs normalizado por el valor a 0hrs de
los dos biomarcadores.

Finalmente, la figura 4.29 muestra el cambio porcentual de ESS como función de la

expresión de caspasa-3 activada evaluada a través de un análisis inmunohistoqúımico.

Se encontró una correlación negativa entre ambos parámetros (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 tamaño efectivo del dispersor,

la expresión de apoptosis aumenta.

88



4.2 Resultados en modelo animal

Figura 4.29: Gráfica de la diferencia porcentual en función de la expresión de apoptosis.
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Caṕıtulo 5

Discusión

En este caṕıtulo se analizan y discuten los resultados presentados previamente. La

discusión sigue el orden presentado en el caṕıtulo anterior con la finalidad de conducir

de una forma lógica a las conclusiones del trabajo.

5.1. Validación

La utilidad de procesar maniqúıes tejido-equivalentes con diferentes tamaños de dis-

persores fue verificar que los programas utilizados durante el trabajo no tuvieran errores

de programación tales que alteraran el cálculo de los parámetros evaluados. A través

del cálculo de la atenuación y del ESS fue posible observar que los valores estimados

de ambos parámetros presentan acuerdo con mediciones de laboratorio similares a las

reportadas por Nam et al. [79]. Además la figura 4.6 se muestra que el ESS estimado

con el factor de forma Gaussiano ofrece contraste para diferenciar los dispersores entre

ambos maniqúıes. Para ambos maniqúıes se muestra una diferencia porcentual del co-

eficiente de retrodispersión del laboratorio y el estimado en este trabajo mayor al 10 %,

esto puede deberse a parámetros experimentales durante la adquisición de datos, sin

embargo ambas curvas para el coeficiente de retrodispersión de los dos maniqúıes 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

maniqúı B calculado con los valores esperados de éste (ćırculos) y valor obtenido de las

señales del equipo cĺınico (cajas de bigotes). Es posible que tal discrepancia se deba a
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5. DISCUSIÓN

que el coeficiente de retrodispersión del maniqúı B se encuentra muy cercano al ĺımite

de Rayleigh, condición bajo la cual la dependencia en frecuencia del coeficiente de re-

trodispersión no provee información sobre el tamaño efectivo del dispersor. Por tanto,

pequeñas variaciones de la potencia del coeficiente de retrodispersión causan cambios

grandes relativos del ESS. En el caso del maniqúı A hay mejor acuerdo porque el ancho

de banda del método del maniqúı de referencia utilizado para el cálculo del ESS con el

factor de forma Gaussiano, coincide con el ancho de banda de mayor sensibilidad.[44]

Además, al realizar el cálculo del ESS se utilizó el factor de forma Gaussiano, el cual es

un modelo continuo, es decir, modela la impedancia acústica del medio con una distri-

bución continua de valores, sin embargo las microesferas presentes en ambos maniqúıes

poseen tamaños discretos y son sólidas, esto implica que la impedancia acústica posee

variaciones discretas de impedancia acústica, lo cual difiere del modelo Gaussiano. Fa-

ran et al. [80], propusieron un modelo que aproxima de forma más precisa el coeficiente

de retrodispersión para esferas sólidas y por tanto el ESS y el AC, sin embargo realizar

el cálculo con este modelo va más allá de los objetivos de esta tesis.

5.2. Modelo animal

Se realizó un proceso sistemático de estandarización de análisis de ERU durante el

trabajo de tesis. A través de dicha estandarización solamente en un número limitado

de los 14 sujetos (6 en el caso de ESS y 7 en el caso de AC) que constitúıan la muestra

inicial, pudieron obtenerse resultados consistentes para el tamaño efectivo del dispersor

y la concentración acústica.

Una exclusión de datos del 42 % para el ESS y del 50 % para la AC sugiere que deben

implementarse modificaciones en la metodoloǵıa con la finalidad de poder utilizar el

máximo de datos posibles en el análisis. Estos porcentajes se calcularon con respecto

al número inicial de sujetos (14).

La prueba estad́ıstica de χ2 fue de gran utilidad para elegir el modelo teórico 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 maniqúı de referencia en comparación con los modelos de esfera

fluida y exponencial. Las suposiciones teóricas del factor de forma Gaussiano se basan

en considerar a un medio con una función de correlación que modela un medio conti-

nuo e isotrópico de impedancia acústica, el cual consta de una distancia caracteŕıstica

asociada al ancho de la curva Gaussiana que modela el factor de forma de retrodis-

persión. En cambio, el factor de forma de la esfera fluida, modela un medio discreto e

isotrópico de impedancia acústica. Por lo tanto, a través de la prueba de χ2 resultó que

para obtener valores más precisos es preferible utilizar en el tálamo un modelo continuo

de variaciones microscópicas de impedancia acústica. Esto se entiende a partir de los

histogramas que se mostraron en la figura 4.20.

Tomando en cuenta que la prueba χ2 mostró 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 realizó una prueba de Wilcoxon no pareada entre dichos

cambios. Uno de los sujetos tuvo que ser eliminado a mediados del análisis debido a

que en ninguno de sus planos teńıa al menos 15 dB de enerǵıa retrodispersada. A partir

de ese momento el análisis se redujo a 13 sujetos.

Primero se realizó únicamente un análisis de un lado del tálamo de cada sujeto. En

dicho análisis se mostró una reducción 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 mostró ser significativo para 12/13 sujetos. Esto

valor indica que el cambio estimado del tamaño efectivo del dispersor a las 6 hrs mues-

tra significancia estad́ıstica, rechazando la hipótesis nula que considera que el tamaño

efectivo del dispersor estimado a 6 hrs no es diferente con respecto al estimado a 0 hrs.

Sin embargo, hab́ıa una proporción aproximada del 50 % de los datos entre incrementos

y disminuciones del parámetro, por lo que los datos no eran concluyentes. Dada esta

situación se realizó una selección de los sujetos en los que fuera posible identificar re-

giones de estimación de parámetros en ambos lados del lados del tálamo. Esto permitió

93



5. DISCUSIÓN

utilizar el acuerdo entre los cambios de los parámetros a ambos lados del tálamo como

evaluación de la consistencia de la técnica. Del total de los 13 macacos solamente fue

posible analizar en 9 de ellos los dos lados del tálamo.

De los seis sujetos que mostraron acuerdo en el ESS entre en lado izquierdo y derecho

en el tálamo, en 5/6 macacos hubo una reducción del tamaño efectivo del dispersor y

1/6 un incremento.

En los 6 casos que hubo acuerdo bilateral en los cambios de la concentración acústi-

ca, en 3/6 hubo un incremento, 1/6 una reducción, 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 tálamo puede ser la estructura compleja y heterogénea del tálamo.

Dicha complejidad y heterogeneidad estructural del tálamo aumenta la sensibilidad

de la técnica a la reproducibilidad de la alineación del plano de la imagen entre la

adquisición a 0 hrs y la adquisición a 6 hrs, y representa un reto en cuanto al proceso

de adquisición de datos. La consideración del acuerdo entre lados derecho e izquierdo se

propuso como una medida prospectiva para aumentar la confiabilidad en la alineación

del transductor. En el futuro se buscará identificar estructuras de interés que sirvan de

referencia para la alineación del transductor en el mismo plano a 0 hrs y 6 hrs, como por

ejemplo la presencia de vasos sangúıneos detectados a través de técnicas de ultrasonido

Doppler.

Es importante señalar que en el caso de los seis sujetos que pertenecen al análisis

del tamaño efectivo del dispersor, todos mostraron cambios del parámetro, incremento

o reducción, entre 0 hrs y 6 hrs. Por el contrario, en el conjunto de los seis macacos del

análisis de la concentración acústica, solamente cuatro de ellos mostraron cambios, y

dos de ellos no mostraron diferencia significativa.

Los resultados del análisis inmunohistoqúımico sugieren que hubo un aumento en

la expresión 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 función de autocorrelación 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 distribución de la impedancia acústica, lo cual podŕıa deberse a

una redistribución o reestructuración del medio por la presencia de células apoptóticas.

Sin embargo, es importante señalar que no esperamos que el ESS representa el tamaño

de una célula apoptótica (1 a 2µm) [81]. La interpretación f́ısica del tamaño efectivo

del dispersor es que es una medida del promedio espacial del tamaño caracteŕıstico de

la función de correlación de impedancia acústica del medio. Por tanto, los cambios en

este parámetro representan modificaciones espaciales y f́ısicas (cambio de impedancia

acústica) de todas las estructuras que contribuyan al proceso de retrodispersión, tanto

celulares como del tejido conectivo. Por tanto, a pesar de que el tamaño efectivo del

dispersor no pueda ser relacionado directamente con un tamaño biológico de una célula

u otra estructura microscópica del tejido, resulta muy interesante observar que dicho

parámetro es sensible a los cambios en la microestructura, tal como lo demostró 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 glándula mamaria. En

ese estudio se observó que el tamaño promedio de las células y núcleos de ellas se va

reduciendo en función al tiempo posterior al inicio del tratamiento. Si bien el tejido

analizado no es el mismo, existe un acuerdo con la reducción del tamaño efectivo del

dispersor observada por Sadeghi y cols.

Las fuentes de variabilidad biológica inmersa en nuestros datos recae principalmente

en la complejidad biológica del tálamo, tal como se describió en la sección 2.3. Su

composición es muy importante al realizar una evaluación de las propiedades acústicas

del tejido, debido a que por su gran complejidad es posible que al realizar una estimación

de cualquier parámetro, se esté recopilando información de varias capas del mismo

tejido. Esto resulta en un problema pues no es posible determinar una única fuente de

dispersión de la onda de ultrasonido, ni determinar con exactitud si existe una fuente

principal de dispersión o es el cúmulo de estructuras del tálamo.

Después de realizar el proceso de reducción 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 at́ıpicos, solamente fue posible obtener datos confiables de cuatro sujetos. En

estos cuatro sujetos se muestra una reducción del tamaño efectivo del dispersor a las 6

hrs después del inicio de la exposición a la anestesia.

Una fuente de sesgo importante en los datos fue el uso del mismo coeficiente de

atenuación para todos los sujetos. La atenuación de un pulso de ultrasonido depende

de tres factores: frecuencia, temperatura y de la presión, además la atenuación no

es la misma de sujeto en sujeto [42]. La forma matemática desarrollada a través del

maniqúı de referencia para obtener el coeficiente de atenuación en el tejido de interés,

es considerar una función exponencial dependiente de dos factores: del número de capas

interpuestas por encima del tejido de interés, del grosor de éstas y del coeficiente de

atenuación de cada una de estas. En este trabajo, el valor utilizado para el coeficiente

de atenuación en el tálamo se supuso igual para los 14 macacos, reportado por [70].

El valor reportado por Kremkrau et al. para el coeficiente de atenuación en infantes

solamente consideró la medición de una única muestra de cerebro perteneciente a un

niño de 3 d́ıas de edad. Las mediciones las realizaron en un ancho de banda de 1

MHz a 5Mhz, y la gráfica que reportan es un ajuste de mı́nimos cuadrados para los

valores de atenuación medidos en dichas frecuencias. Un dato que permite validar que

los valores de atenuación 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 ecuación utilizada

en esta tesis es apropiada para el análisis. Para esto se requieren nuevos métodos de

cuantificación de atenuación 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

investigación 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 retrodispersión. Sin embargo,

sin tener conocimiento previo también es posible realizar mediciones que no estén tan

96



5.2 Modelo animal

alejadas del valor de la estructura interna. En este estudio a partir de la frecuencia

central y el promedio de ESS, se determinó 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 está por encima

del rango de mayor sensibilidad sugerido por Insana et. al. (0.6¡ka¡1.0). Por tanto, de

acuerdo on Zhu et al. [83] los valores de ESS podŕıan estar subestimados. Sin embargo,

esta subestimación también está 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 sólo es del 5 % no

se espera que la subestimación repercuta en las observaciones de este trabajo.

El tamaño efectivo del dispersor resultó ser más sensible a los cambios estimados

entre 0 hrs y 6 hrs. Tomando en cuenta la definición e interpretación f́ısica del ta-

maño efectivo del dispersor, más los argumentos presentados previamente que dicho

parámetro haya sido sensible a los cambios inducidos por la presencia de anestesia, los

resultados sugieren que la impedancia acústica del tálamo se modificó por la presencia

de células apoptóticas. Este argumento posee mayor sustento al observar el coeficiente

de correlación entre el cambio en el tamaño efectivo del dispersor y los resultados del

estudio inmunohistoqúımico de la expresión de la activación de CASP3. El coeficiente

indica una correlación fuerte entre ambos parámetros, 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 tamaño efectivo del dispersor tiene potencial para ser considerado como un

biomarcador para evaluar cambios en la microestructura del tálamo que resultan de la

apoptosis en cerebros de macacos Rhesus recién nacidos.

Por otro lado, la concentración acústica resultó ser menos sensible a los cambios en-

tre 0 hrs y 6 hrs. Esto se puede deber a que este parámetro depende de dos factores, del

número de dispersores contenidos en el volumen del pulso de ultrasonido y de la varia-

ción promedio de impedancia acústica. Como se mencionó previamente, la impedancia

acústica puede verse modificada en presencia de células apoptóticas. Sin embargo el

pulso de ultrasonido no interactúa con un sólo núcleo, sino con un conjunto de estos,

entonces si dentro del volumen de ultrasonido el número de dispersores aumenta pero

97



5. DISCUSIÓN

la variación de impedancia acústica disminuye, entonces el producto se mantiene, o

viceversa. Lo anterior podŕıa explicar que el valor de la concentración acústica no se

vea modificado entre las 0 hrs y 6 hrs.

Por último, en este trabajo se exploró el uso del ultrasonido cuantitativo como un

método primario para la evaluación de efectos neurotóxicos en tejido cerebral debido

a anestésico sevoflurano. En este sentido, se espera que las técnicas presentadas pue-

dan utilizarse como herramienta para la detección de neurotoxicidad de anestésicos en

neonatos que no necesite o sea complementaria de otras técnicas de diagnóstico por

imagen, como usualmente se utiliza el ultrasonido diagnóstico. Esto se debe a que las

técnicas de ultrasonido cuantitativo presentadas en este trabajo permiten un análisis

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 espećıficas, cada

uno de los ellos se cumplió exitosamente. Se realizó la implementación y validación de

programas para el procesamiento de datos para la técnica de ERU en el LUM. Se llevó

a cabo la estandarización del modelo teórico que representa de mejor forma al tejido

cerebral y por lo tanto fue posible calcular tanto el tamaño efectivo del dispersor como

la concentración acústica a 0 hrs y 6hrs. Dichos resultados fueron correlacionados con el

análisis inmunohistoqúımico de caspasa 3 activada a las 6 hrs después de la exposición

al anestésico sevoflurano.

Los resultados obtenidos durante este trabajo sugieren que el tamaño 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 correlación fuerte,

con un valor r = −0.98, entre un parámetro estimado de forma no invasiva (el tamaño

efectivo del dispersor) y un biomarcador del nivel de expresión de apoptosis de CASP3,

el cual se obtiene a través de un método invasivo. Esto quiere decir que el tamaño

efectivo del dispersor podŕıa ser utilizado para evaluar el nivel de apoptosis en tejido

in vivo.

El número de datos que pasaron la prueba de confiabilidad se redujo un 78 % con

respecto al total. La reducción del número de sujetos sugiere que debe desarrollarse un

método de adquisición de datos que cumpla con las necesidades de la técnica utilizada
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6. CONCLUSIONES

en este trabajo, el ultrasonido cuantitativo. Las razones expuestas previamente sugie-

ren que las conclusiones están sujetas a un número reducido de muestras y deben ser

interpretadas con precaución.

Los valores de ESS estimados a 0 hrs para los cuatro sujetos que pasaron el control de

calidad, se encuentra entre 157 µm y 174 µ m, esto sugiere que a pesar de la variabilidad

biológica inmersa en la estimación de dichos valores, no existe gran dispersión entre

éstos. Este intervalo de valores resulta importante debido a que fueron adquiridos los

datos a 0 hrs no hab́ıa efectos de la anestesia, por lo tanto este rango de valores podŕıa

tener una relación con la microestructura del cerebro de los sujetos que dispersa al

pulso del ultrasonido.

Se observó que el factor de forma Gaussiano representa de forma más precisa las

propiedades acústicas del medio, comparado con los factores de forma Gaussiano y

exponencial. Uno de los resultados secundarios de dicho análisis mostró que el factor

de forma exponencial no convergió 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 atenuación del pulso de ultrasonido en el cerebro en cada sujeto. Esta limitación

condujo a utilizar el mismo coeficiente de atenuación para todos los sujetos tanto a 0

hrs como a 6 hrs. El cálculo de la atenuación en el método del maniqúı de referencia se

encuentra un paso adelante antes del cálculo del coeficiente de retrodispersión. Entre

más preciso sea el cálculo del coeficiente de atenuación, mayor será la precisión del

coeficiente de retrodispersión. Por lo tanto, es de suma importancia proponer un nuevo

método para evaluar la atenuación 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 cómo éstos repercuten durante la

adquisición de datos crudos de señal de radiofrecuencia, y por tanto, en el cálculo del

coeficiente de atenuación.

La concentración acústica no resultó ser un biomarcador para evaluar la neurotoxi-

cidad del tamaño efectivo del dispersor en el cerebro de macacos Rhesus recién nacidos.

Esto sugiere que la magnitud del coeficiente de retrodispersión no se ve modificada
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significativamente entre el tiempo sin la inducción de anestesia y 6 hrs posteriores a la

iniciación de ésta.

En este trabajo se probó la hipótesis: biomarcadores de ERU mostraron variaciones

significativas tras la inducción de apoptosis con SEVO. Sin embargo, la prueba de

la hipótesis se realizó bajo condiciones muy limitadas debido al número 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 aplicación del mismo coeficiente de atenuación

para el tejido cerebral de todos los sujetos de la muestra. La tercera limitación está

relacionada con el análisis de los datos, el cual se realiza suponiendo que el tálamo es un

tejido que presenta dispersión incoherente. A pesar de estas limitaciones, los resultados

aqúı 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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Caṕıtulo 7

Trabajo a futuro

Se propone como trabajo a futuro implementar una técnica de adquisición de da-

tos que pueda ser reproducible, de tal forma que se maximice el número de datos que

cumplan los criterios de aceptación para poder ser analizados. Además, es necesario

trabajar en un método que cuantifique la atenuación del haz de ultrasonido en tejido

cerebral para cada sujeto, de tal forma que considere la variabilidad biológica entre

sujetos. Por último se sugiere expandir las técnicas utilizadas de ultrasonido cuanti-

tativo para analizar el tejido cerebral que no cumplan con la condición de dispersión

incoherente (es decir, que existan fuentes de retrodispersión coherente).
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Caṕıtulo 8

Apéndice

En el siguiente apéndice se encuentran gráficas del tamaño efectivo del dispersor,

de la pendiente del coeficiente de retrodispersión, de la concentración acústica y de la

frecuencia central del coeficiente de retrodispersión para el tálamo de los 9 sujetos en

los que se pudo realizar el análisis de lado derecho e izquierdo del tálamo..
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8. APÉNDICE

8.1. Tamaño efectivo del dispersor (ESS)

(a) Gráfica del tamaño efectivo del dispersor
del lado derecho del tálamo.

(b) Gráfica tamaño efectivo del dispersor del
lado izquierdo del tálamo.

(c) Gráfica de la pendiente del coeficiente de
retrodispersión lado derecho del tálamo.

0 h r s 6 h r s- 4

- 3

- 2

- 1

0

1

- 4

- 3

- 2

- 1

0

1

Pe
nd

ien
te 

aju
ste

 lin
ea

l d
el 

�
b (d

B/M
Hz

)

 

 

T i e m p o  p o s t e r i o r  a l  i n i c i o  d e  e x p o s i c i ó n

 0 h r s
 6 h r s

p = 0 . 0 0 0 2

(d) Gráfica de la pendiente del coeficiente de
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Figura 8.1: Gráficas de caja del ESS y pendiente del coeficiente de retrodispersión para el
sujeto 1. El valor p que se muestra en cada una de las gráficas pertenece a la comparación
de los valores a 0 hrs y 6 hrs del parámetro correspondiente para el mismo lado del tálamo,
por tal razón cada gráfica posee un valor p.
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8.1 Tamaño efectivo del dispersor (ESS)

(a) Gráfica del tamaño efectivo del dispersor
del derecho del tálamo.

(b) Gráfica tamaño efectivo del dispersor del
lado izquierdo del tálamo.
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(c) Gráfica de la pendiente del coeficiente de
retrodispersión lado derecho del tálamo.
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(d) Gráfica de la pendiente del coeficiente de
retrodispersión lado izquierdo del tálamo.

Figura 8.2: Gráficas de caja del ESS y pendiente del coeficiente de retrodispersión para el
sujeto 4. El valor p que se muestra en cada una de las gráficas pertenece a la comparación
de los valores a 0 hrs y 6 hrs del parámetro correspondiente para el mismo lado del tálamo,
por tal razón cada gráfica posee un valor p.
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8. APÉNDICE

(a) Gráfica del tamaño efectivo del dispersor
del lado derecho del tálamo.

(b) Gráfica tamaño efectivo del dispersor del
lado izquierdo del tálamo.
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(c) Gráfica de la pendiente del coeficiente de
retrodispersión lado derecho del tálamo.

0 h r s 6 h r s- 4

- 3

- 2

- 1

0

1

- 4

- 3

- 2

- 1

0

1

Pe
nd

ien
te 

aju
ste

 lin
ea

l d
el 

�
b (d

B/M
Hz

)
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(d) Gráfica de la pendiente del coeficiente de
retrodispersión lado izquierdo del tálamo.

Figura 8.3: Gráficas de caja del ESS y pendiente del coeficiente de retrodispersión para el
sujeto 5. El valor p que se muestra en cada una de las gráficas pertenece a la comparación
de los valores a 0 hrs y 6 hrs del parámetro correspondiente para el mismo lado del tálamo,
por tal razón cada gráfica posee un valor p.
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8.1 Tamaño efectivo del dispersor (ESS)

(a) Gráfica del tamaño efectivo del dispersor
del lado derecho del tálamo.

(b) Gráfica tamaño efectivo del dispersor del
lado izquierdo del tálamo.

0 h r s 6 h r s- 4

- 3

- 2

- 1

0

1

- 4

- 3

- 2

- 1

0

1

Pe
nd

ien
te 

aju
ste

 lin
ea

l d
el 

�
b (d

B/c
m)

 

 

 T i e m p o  p o s t e r i o r  a l  i n i c i o  d e  e x p o s i c i ó n

 0 h r s
 6 h r s

p = 0 . 0 0 0 4

(c) Gráfica de la pendiente del coeficiente de
retrodispersión lado derecho del tálamo.

0 h r s 6 h r s- 4

- 3

- 2

- 1

0

1

- 4

- 3

- 2

- 1

0

1
Pe

nd
ien

te 
aju

ste
 lin

ea
l d

el 
�

b (d
B/M

Hz
)

 

 

T i e m p o  p o s t e r i o r  a l  i n i c i o  d e  e x p o s i c i ó n

 0 h r s
 6 h r s

p = 0 . 0 0 3 4

(d) Gráfica de la pendiente del coeficiente de
retrodispersión lado izquierdo del tálamo.

Figura 8.4: Gráficas de caja del ESS y pendiente del coeficiente de retrodispersión para el
sujeto 6. El valor p que se muestra en cada una de las gráficas pertenece a la comparación
de los valores a 0 hrs y 6 hrs del parámetro correspondiente para el mismo lado del tálamo,
por tal razón cada gráfica posee un valor p.
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