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Resumen

En esta tesis se caracterizaron las ondas vasomotoras correspondientes al intervalo
R-R del ciclo cardiaco, las ondas Hering-Traube de origen respiratorio y las ondas
de Mayer. Ello se hizo en registros control y aquellos sujetos con lesiones
isquémicas, tanto en la presion arterial, como en la sefial fotopletismogréfica

proveniente del tejido neural.

Adicionalmente, se demostré una disminucion en la correlacion de las
sefales fotopletismograficas del tejido neural y aquellas provenientes de un catéter
intra-arterial, en respuesta a un modelo de lesion isquémica por bloqueo mecanico

y cauterizacion.

Finalmente, el presente trabajo abre las puertas a estudios futuros de
respuestas hemodinamicas y neurales durante diferentes condiciones de actividad

motriz, en modelos de lesion y en condiciones basales.

Parte de la metodologia empleada en esta tesis contribuy6 a la presentacion
de una patente (Manjarrez y Romero-Vaca, 2019) y a la publicacién de un articulo

en coautoria (Moreno-Castillo y cols., 2020).



Introduccién

Presion arterial

La presion arterial es la fuerza con la que la sangre empuja las paredes vasculares
a medida que recorre el cuerpo después del bombeo cardiaco (Ghai, 2012). Este
signo vital fue estudiado de forma cuantitativa por primera por Stephen Hales en
1733 (Sun & Schwarzenberger, 2010), aunque no fue hasta 1846 que fue

desarrollado el mandmetro de mercurio por Poiseuille (Hall, 2016).

Actualmente, se sabe que la presion arterial y su regulacion son de vital
importancia para garantizar el correcto funcionamiento de los 6rganos, teniendo
cada especie un rango promedio. En los gatos, dicho rango es de aproximadamente
105 £10 mmHg para la presion arterial promedio (Brown, y cols., 2007). Si dicho
parametro se encuentra fuera de sus pardmetros fisioldgicos, no se puede llevar a
cabo la correcta perfusion de los 6rganos y por ende hay fallas en el suministro de

nutrientes y en el intercambio gaseoso (Bernardi, y otros, 2001).

Dada su importancia fisiolégica, los organismos han desarrollado mdultiples
mecanismos de control para la presion arterial, principalmente mediante los
sistemas nervioso y enddcrino (Zheng, Giovannini, & Murray, 2012). A pesar de la
existencia de mecanismos de control, la presion arterial no tiene un valor estético,
sino que cambia constantemente. Es por ello que es posible registrar cambios en la
presion arterial durante diversas condiciones, como los ciclos circadianos (Bowers
& Murray, 2004) y la actividad muscular (Eckberg & Wallin, 1987; Joyner & Casey,
2015). En los humanos, se han observado cambios en la presion arterial durante el
habla y la respiracion profunda (Zheng, Giovannini, & Murray, 2012), asi como

durante la expresion de las emociones (Parati, Ochoa, Lombardi, & Bilo, 2013).

Adicionalmente, se ha descrito como este signo vital puede alterarse por

diversos factores fisiopatolégicos y farmacolégicos (Ead, Green, & Neil, 1952)
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(Stromberg & Fox, 1972). La alteracion de los valores normales, asi como su
variabilidad anémala, puede llevar a consecuencias graves como hipertension,
hipotensidn, falla renal y enfermedades del sistema circulatorio cronicas y agudas.
Un evento agudo drastico o crénico en la alteracion de la presion arterial puede
desencadenar patologias potencialmente mortales, como los infartos. Estudios
anteriores han sugerido una relacion entre la hipertensién arterial y fallas cardiacas

con la sobreactividad del sistema nervioso simpatico en el humano (Mueller, 2007).

Regulacion de la presion arterial

A pesar de que no se comprende por completo la regulacion endégena de la presion
arterial, se han descrito ampliamente los siguientes dos sistemas de regulacién: 1)
reflejo barorreceptor de presion alta en el arco adrtico y seno de la carétida, 2) reflejo
barorreceptor de presion baja en las venas y el sistema renina-angiotensina-
aldosterona (Hall, 2016). Estos mecanismos se encuentras estrechamente
relacionados y funcionan en conjunto para mantener la presion en valores épticos

en los organismos sanos (Ghai, 2012).

Reflejos barorreceptores

Los barorreceptores son un tipo de mecanorreceptor, ubicados en el tejido vascular.
Este tipo de células son excitadas por el estiramiento del tejido, desencadenando
un potencial de accion, el cual es transmitido al sistema nervioso central. Dicha
informacion sensorial es empleada en los reflejos autondmicos, de modo que se
modifique y regule la actividad cardiaca y la resistencia periférica, por medio de la
contraccion o relajacion de los musculos lisos en el tejido vascular (Heesch, 1999).
Los barorreceptores se dividen en dos categorias: 1) los barorreceptores de presion

alta, ubicados en el arco adrtico y seno de la carétida; y 2) los barorreceptores de
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presién baja, los cuales se ubican en las venas principales, la vasculatura pulmonar

y en las paredes del atrio y ventriculo derechos del corazon.

Barorreceptores de presion alta en el arco adrtico y seno de la carétida

Esta clase de barorreceptores se encuentran ubicados en el arco adrtico y el seno
de la cardtida, cerca de su bifurcacién. Los barorreceptores de la carétida y la aorta

se diferencian en que aquellos ubicados en el seno de la carotida.

Una vez que los barorreceptores detectan un cambio en el tono vascular
debido a la presion arterial, la informacion eferente de los receptores viaja hacia el
nacleo del tracto solitario en el aspecto dorsal del tallo cerebral (Wallbach &
Koziolek, 2018). Para aquellos sensores ubicados en la carétida, la informacién viaja
por el nervio glosofaringeo (IX par craneal), mientras que la informacion de los
barorreceptores de la aorta viaja por el nervio vago (X par craneal) (Ghai, 2012).
Posteriormente, la informacion se envia a la médula oblonga ventrolateral caudal
(MVLC) por medio de fibras glutamatérgicas (Kumagi, y cols., 2012). Es en este
punto que la informacion es transferida a la médula oblonga ventrolateral rostral
(MVLR), donde se encuentran los centros cardiacos y vasomotores, empleando
fibras inhibitorias GABAérgicas (Mischel y cols., 2015).

Al inhibir la MVLR, se disminuye la actividad simpética la cual es proyectada
al ventriculo izquierdo por medio de la liberacion de acetilcolina. Dicha activacion
parasimpatica, da lugar a la disminucion de la presién arterial al disminuir la
frecuencia y fuerza de la contraccion cardiaca; asi como la vasodilatacién arterial
(Stanfield, 2013).
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Barorreceptores de presiéon baja en venas

Los barorreceptores de presion arterial baja se encuentran ubicados en las venas
sistémicas, vasculatura pulmonar, asi como en el atrio y ventriculo derechos. Estos
barorreceptores se activan durante el descenso en la presién arterial y tienen como
respuesta el aumento en la presion arterial por medio del incremento en la
frecuencia y fuerza de contraccion cardiaca, la vasoconstriccion, y la retencion de

liquidos, de modo que aumente el volumen circulante (Stanfield, 2013).

Al igual que en los barorreceptores de presion alta, la informacion sensorial
se envia por medio de los pares craneales IX y X hacia la médula oblonga
ventrolateral. Posteriormente, esta viaja hacia los centros cardiovasculares en el
aspecto rostral de dicha estructura. La diferencia con el otro tipo de baroreceptores,
es que ocurre una activacion simpética, y se inhibe el sistema parasimpético
(Wallbach & Koziolek, 2018).
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Sistema renina-angiotensina-aldosterona

Otro de los mecanismos empleados para la regulacion de la presion arterial es el
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). Dicho sistema hormonal no solo
regula la presion arterial, ya que modula el balance electrolitico en los fluidos
corporales (Montgomery, Humphries, & Leung, 2003). EIl SRAA entra en accién
cuando los barorreceptores en el seno de la carotida detectan una pérdida en el
volumen sanguineo, una caida en la presion arterial, o una disminucion en la
perfusion del aparato juxta-glomerular de la macula densa de los rifiones (Stanfield,
2013).

Una vez que los baroreceptores son activados se activa el sistema simpatico,
el cual comienza a secretar acetilcolina hacia las células cromafines de las
glandulas suprarrenales. Estas células a su vez desencadenan la liberacion de
epinefrina y hormona antidiurética. Estas hormonas entran al torrente sanguineo
teniendo multiples efectos en distintos 6rganos: acelerando el corazén, contrayendo
los vasos sanguineos y aumentando la retencion de liquidos; de modo que la

presion arterial sistémica aumenta (Levy & Pappano, 2007).

Adicionalmente, los riflones son capaces de comenzar una actividad
regulatoria por medio de la secrecion de la hormona renina. Esta hormona se une
al angiotensinégeno secretado de manera constitutiva hacia el torrente sanguineo
por el higado. Dicha union causa el corte del angiotensinégeno por la renina,
formando un decapéptido llamado angiotensina | (Ang-l), la cual es inactiva.
Continuando con el ciclo, Ang-I viaja por el torrente sanguineo hasta los capilares
pulmonares, donde la enzima convertidora de angiotensina (ACE) corta los amino
acidos histidina y leucina del extremo carboxilo terminal de la angiotensina |,
formando el octapéptido angiotensina Il (Ang-1l) (Coates, 2003). ACE no solo es
producida por los epitelios pulmonares y de las capilares pulmonares, sino que
también se ha encontrado en epitelio renal, del intestino delgado y el epididimo en

los testiculos, asi como en neuronas cerebrales (Danilov & cols., 1994).
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La angiotensina Il es la principal molécula efectora del SRAA siendo un
vasoconstrictor y regulador de la absorcion renal de sodio (Kramar, Harding, &
Wright, 1997). La forma en la que Ang-Il tiene efecto es por medio de los receptores
AT1R, los cuales son mas comunes en organismos adultos; y AT2R comun en los
fetos, por lo que se ha propuesto su funcibn como un factor de crecimiento y
diferenciacion (Yin, Yan, & Berk, 2003).

Al unirse Ang-Il a AT1R se desencadena la vasoconstriccion, activacion del
sistema simpatico, la secrecion de aldosterona y vasopresina, asi como la retencion
de agua por los rifiones, sensacién de sed y un aumento en la contractibilidad
cardiaca (Fyhrsquist & Saijonmaa, 2008). Por su parte, la unién con AT2R tiene el
efecto contrario causando vasodilatacion y natriuresis (Wakefield, Busse, & Khanna,
2019).

Angll tiene una vida media de 1 minuto en el plasma sanguineo, donde es
degradada por la aminopeptidasa A (APA) formando el heptapéptido angiotensina
[l (Anglll), un vasoconstrictor débil que actta en los receptores AT1IR y AT2R, o por
ACE2 formando angiotensina-(1-7), la cual es vasodilatadora y actia en los
receptores Mas (Yugandhar & Clark, 2013). Anglll a su vez es degradada por la
aminopeptidasa B (APB) o la aminopeptidasa N (APN) hasta formar el hexapéptido
Ang-1IV. Esta ultima forma de angiotensina actla sobre los receptores AT4R

desencadenando la vasodilataciéon en el organismo (Wright & Harding, 1997).
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Aldosterona

El dltimo componente del SRAA es la hormona mineral-corticoide aldosterona.
Dicha hormona es producida a partir de colesterol en la zona glomerular de la
corteza de la glandula adrenal. Su sintesis y liberacion es regulada por aumentos
en la concentracion de Ang-Il y Ang-Ill en la corteza adrenal y sangre, altos niveles
de potasio en sangre, y/o la disminucion en la presion arterial detectada por

mecanorreceptores en los atrios del corazon.

Una vez liberada, la aldosterona actia en los receptores nucleares para
mineral-corticoides (MR) en las células del tubulo distal y el tibulo colector en las
nefronas. Dichos receptores activan las bombas basolaterales de sodio/potasio, de
forma que tres iones de sodio son excretados, mientras que dos iones de potasio
entran a la célula desde el liquido intersticial. EI cambio en los gradientes de
concentracion causa la reabsorcion de sodio y agua de la orina a la sangre, mientras
gue se excreta el potasio hacia el lumen de los tubulos colectores (Palmer & Frindt,
2000).

Adicionalmente, Ang-ll causa vasoconstriccion en los capilares hepaticos,
por lo que disminuye la secrecion de enzimas hepéticas encargadas de degradar la
aldosterona (Messerli, Nowaczynski, & Honda, 1977).
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Ondas Vasomotoras

Desde los trabajos de Stephen Hales en el siglo XVIII (Lewis, 1994), se han
observado las fluctuaciones en la presion arterial sistémica de un momento a otro.
Hoy en dia, se sabe de la existencia de tres tipos de fluctuaciones u ondas
correspondientes a la actividad vasomotora de los organismos, asi como la
presencia de oscilaciones lentas acopladas al ritmo circadiano. Dichos tipos de
ondas pueden clasificarse en tres 6rdenes, los cuales se relacionan a su frecuencia
y a la superposicion de unas sobre otras, siendo en orden ascendente cada vez mas
lentas (figura 1) (Julien, 2006). Es importante resaltar que dichas ondas

vasomotoras no son de una misma magnitud, frecuencia u origen (Scarr, 2016).
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Figura 1: A: Registros de las oscilaciones de la presion arterial de primer, segundo
y tercer nivel, asi como de las fluctuaciones asociadas al ritmo circadiano.
Modificada de Pagani y cols. (1996). B: Registro de la presion arterial en un gato
descerebrado. El recuadro A muestra una onda de primer nivel, correspondiente al
intervalo R-R del ciclo cardiaco. El recuadro B, enmarca una onda de segundo orden
denominada Hering-Traube, la cual es causada por la frecuencia respiratoria (0.303

Hz). Finalmente, en C se denota una onda de tercer orden o de Mayer, la cual se
16



cree es producto de la actividad nerviosa simpatica y se definen como aquellas

oscilaciones en la presion arterial mas lentas que la respiracion (0.05-0.10 Hz).

Ondas de primer orden

Las ondas de primer orden, también conocidas como ondas rapidas, son
provocadas por los cambios en el flujo sanguineo desde el corazén hacia el sistema
vascular periférico durante el ciclo cardiaco (Halliburton, 1919). Dichas oscilaciones
se deben al ciclo cardiaco, principalmente al intervalo R-R del ciclo cardiaco siendo
sus frecuencias muy similares (Cevese & cols., 2001).

El intervalo R-R, corresponde al tiempo de aparicion de dos picos R
subsecuentes en el registro del electrocardiograma, denotando los puntos maximos
de la contraccion ventricular entre dos latidos cardiacos continuos. Dichas ondas
son parte del complejo QRS (Ghai, 2012). Al contraerse los ventriculos, la sangre
es bombeada de desde el ventriculo derecho a la arteria pulmonar y del ventriculo
izquierdo hacia la aorta, por lo que la presién arterial sistémica aumenta (Figura 2).

140 - A

Figura 1: Registro de la presion arterial durante un ciclo cardiaco. A: presion
arterial sistdlica, B: cierre de la valvula aértica, C: apertura de la valvula mitral, D:

presién arterial diastolica. Modificado de Steppan & cols. (2011).
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A pesar de que el corazon es capaz de mantener un ritmo propio debido al

nodo sinoauricular en condiciones normales, se puede regular la frecuencia de las

contracciones cardiacas por medio de la regulacion nerviosa de modo que el flujo

sanguineo sea oOptimo. En el caso de las ondas vasomotoras de primer orden,

Zhang y colaboradores (2002) demostraron su origen en el sistema nervioso

simpatico al modificar el intervalo R-R por medio del bloqueo ganglionar por

administracion de trimetafan, un antagonista competitivo de la acetilcolina en la

subunidad alfa-10 de los receptores post-sinapticos (Wishart, & cols., 2018). Una

vez aplicado el farmaco, se observo un decremento en la variabilidad en el intervalo

R-R y su efecto depresor en la presion arterial (figura 3).
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Figura 2: Trazos correspondientes a la presion arterial sistolica (A y B) y el intervalo
R-R (C y D) antes y después del bloqueo ganglionar por medio de la aplicacién de
trimetafan (B y D). En el trazo de la presion arterial aun se observan variaciones
atribuibles a ondas vasomotoras de distinto nivel, mientras que, en D las
oscilaciones correspondientes a la fluctuacion del intervalo R-R han disminuido

notablemente. Modificada de Zhang y cols. (2002).

Ondas Hering-Traube

Las ondas de segundo orden se denominan Hering-Traube, las cuales estan
asociadas a la frecuencia respiratoria (figura 4). Dichas fluctuaciones fueron
observadas por primera vez por Hales (1733). Estas ondas se deben al efecto de la
respiracion en el ciclo cardiaco por medio de la actividad parasimpatica en el nervio
vago, la cual regula la frecuencia cardiaca (Szidon, Cherniack, & Fishman, 1969;
Elghozi, Laude, & Girard, 1991; Brown, Beightol, Koh, & Eckberg, 1993). Dicha
respuesta vagal es desencadena por el reflejo de los receptores toracicos a
estiramiento durante la respiracion (Dick & cols., 2015) y la modulacion de los
centros respiratorios en el tallo cerebral por medio de neuronas catecolaminérgicas
(Moraes & cols., 2017). Es gracias a la distencién y contraccion de la caja toracica,
que ocurre una descarga de acetilcolina por el nervio vago, disminuyendo la
frecuencia y fuerza de la contraccion cardiaca durante la expiracion (Polosa, 1984,

Cevese & cols., 1995). Debido a esto, la presion arterial disminuye (Figura 4).
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p P Pmax Svmax
PP SVon

Expiracion Inspiracion Expiracion Inspiracion

Figura 3: Cambios en la presion arterial a lo largo del ciclo respiratorio. En la parte
superior se muestra el registro de la presion arterial. PPmax corresponde al maximo
valor obtenido para la presion de pulso, SVmax es el volumen maximo, mientras
gue PPmin y SVmin corresponden a los minimos. Se puede observar durante la
expiracion un descenso en la PA y el aumento durante la inspiracion. (Hofer &
Canesson, 2011)

Durante la inspiracién la presion sanguinea dentro de los ventriculos
aumenta como resultado de la expansion toracica, o que permite un mayor retorno
venoso (Bowers & Murray, 2004). Asimismo, se ha corroborado que las ondas
Hering-Traube tienen un origen respiratorio y no por los cambios en el ciclo R-R, o
en la resistencia vascular periférica (Zhang & cols., 2002; Hofer & Canesson, 2011;
Eckberg & cols., 2016).
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Figura 4: A.) Trazos de presion arterial, electrocardiograma y volumen
toracico. Se observan las ondas R-R y las Hering-Traube en morado. El
electrocardiograma (ECG) y sus respectivas onda R estan pareadas a las ondas R-
R mientras que las ondas Hering-Traube estan pareadas con los cambios en el
volumen toracico debidos a la respiracion. En B se observan la densidad los
espectros de frecuencia para la presion arterial (morado) y la respiracion (azul). La
presion presenta un pico en 0.06 Hz correspondiente a la frecuencia cardiaca.
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Adicionalmente se observa un incremento en la densidad espectral de ambas

sefales en torno a los 0.15 Hz correspondiente a la frecuencia respiratoria.
Modificada de Dick y cols. (2015).

Adicionalmente, se ha observado que en ratas denervadas en el seno aortico,
la presion arterial se mantiene dentro del rango normal. En dicho modelo, a pesar
de la ausencia de la respuesta de los baroreceptores arteriales, la regulacion
simpética mediada por la respiracion continua de forma estable. Debido a dichos
hayazgos, se infiere que el sistema respiratorio debe estar implicado de forma

directa en el origen de las ondas Hering-Traube (Figura 6) (Amorim & cols., 2017).
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Figura 5: Efecto de la denervacion del seno aértico en las ondas Hering-Traube. A:

Registros en rata control (Sham) correspondientes a la presion arterial, la integral

del electroneurograma del nervio frénico y la actividad en crudo de dicho nervio. B:

Registro correspondiente a las sefiales anteriores en rata con denervacion del seno

aortico (SAD). C: promedios de la presion arterial en ambos grupos. D: Amplitud de

las ondas Hering-Traube en ambos grupos, mostrando una disminucion significativa
en las ratas SAD. Modificada de Amorim & cols. (2017).

22



Ondas de Mayer

Las ondas vasomotoras de tercer orden fueron descritas por primera vez en
1876 por Sigmund Mayer y actualmente se definen como aquellas oscilaciones en
la presion arterial que son mas lentas que la frecuencia respiratoria (Julien, 2006).
Las ondas de Mayer corresponden a la activacion de los sistemas simpatico y
parasimpatico los cuales actian de acuerdo a oscilaciones en los reflejos
barorreceptores y quimiorreceptores del sistema vasomotor, por lo que las arterias
se contraen y relajan de forma ritmica (Kaminski, Meyer, & Winter, 1970; Sugita &
cols., 2010) a la par que el corazon responde a dichas aferencias en el nodo
sinoatrial (Saul, Rea, Eckberg, Berger, & Cohen, 1990).

Las ondas de Mayer se han observado en diversas especies. Algunos de los
animales donde se han registrado estas ondas son: gatos y perros (0.05-0.15 Hz)
(Szidon, Cherniack, & Fishman, 1969), conejos (0.3 Hz) (Janssen, Malpas, Burke,
& Head, 1997), ratas y ratones (0.4 Hz) (Brown, Brown, Patwardhan, & Randall,
1994), denotando en todos los casos una estabilidad inter-especie en su frecuencia.
En humanos, las ondas de Mayer se han caracterizado con una frecuencia de
aproximadamente 0.1 Hz, sin depender de género, edad o postura en sujetos

conscientes (Julien, 2006).

Cevese y colaboradores (2001), propusieron el origen simpatico de las ondas
de Mayer por medio de una respuesta vagal mediada por los baroreceptores
previamente mencionados. En su trabajo, Cevese y colaboradores inhibieron la
actividad baroreflectora por medio de un bloqueo de adreno-receptores alfa en las
células efectoras sino-atriales al administrar urapidilo, lo que disminuyo la amplitud
y frecuencia de las oscilaciones con una frecuencia de 0.1 Hz (Figura 7). Asimismo,
se observo la recuperacion de la presion arterial y frecuencia cardiaca a sus valores
normales después de la administracion de angiotensina Il, pero no las oscilaciones

lentas (ondas de Mayer).
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Figura 6: Poderes espectrales de baja frecuencia (0.1 £ 0.01 Hz) del intervalo R-R
y la presion sistélica en 8 sujetos. En gris se observan los registros realizados en
condiciones control, mientras que en blanco aquellos obtenidos durante el bloqueo
de adreno-receptores alfa. Durante el tratamiento farmacologico, las oscilaciones
lentas (ondas de Mayer) se ven anuladas o disminuidas de forma significativa. Ello
apunta al origen simpatico de las ondas de Mayer. Modificada de Cevese &
colaboradores (2001).

Con base en dicha evidencia experimental, se ha sugerido el uso de las
ondas de Mayer para la estimacién de la actividad simpatica, asi como posibles
afectaciones en dicho sistema (Raphan & cols., 2016). A pesar de que se han
realizado diversos estudios sobre las ondas de Mayer, ain no existe un modelo

unificador sobre el origen y funcion de estas ondas vasomotoras (Julien, 2006).

Trabajos anteriores del laboratorio de Neurofisiologia Integrativa midieron la
amplitud promedio de las ondas de Mayer en los gatos descerebrados, encontrando
una duracién promedio de 21.1097 + 5.6421 segundos y una amplitud promedio de

42.8953 + 13.9520 milimetros de mercurio. Dichas medidas fueron obtenidas a partir
24



del registro y andlisis de 172 ondas de Mayer obtenidas por medio de un transductor
de presion con una canula inserta en la arteria carétida comun de los animales. Por
afiadidura, fue calculada la frecuencia promedio de dichas ondas, siendo esta de
0.0474 + .1772 Hz (Romero Vaca, 2017).

Aunque se ha reconocido la importancia de las ondas de Mayer y sus efectos
fisiologicos, el estudio en de dichas ondas vasomotoras se ha realizado de forma
sistémica, dejando abierta la interrogante sobre la dinamica de dichas fluctuaciones
de la presion arterial de forma local y su posible diferencia con la aquellas de la
presidn sistémica. Consiguientemente, surge la interrogante sobre el posible
significado fisiologico de una posible desviacion entre las ondas de Mayer

registradas en dos puntos en un mismo sujeto.
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Eventos neuro-vasculares

Los eventos neuro-vasculares son una condicion médica doénde el
funcionamiento, integridad y supervivencia del tejido nervioso se comprometen
debido a una insuficiencia en el sistema circulatorio (Ulloa-Alday, Cantu-lbarra,
Melo-Sanchez, & Berino-Pardo, 2015). Los eventos neuro-vasculares, pueden
ocurrir tanto en el cerebro como en la médula espinal, con una incidencia del 98 y

2% correspondientes (Vargas, y cols., 2015).

Dentro de estos eventos neuro-vasculares, también conocidos como infartos,
se pueden clasificar dos categorias dependiendo de la causa siendo estas dos de
tipo isquémico y de tipo hemorragico (Figura 8). Los infartos de tipo isquémico se
deben a una interrupcién en el suministro sanguineo mientras que los de tipo
hemorragico se deben a la ruptura de tejido vascular. Un evento neuro-vascular de
tipo isquémico puede devenir en uno de tipo hemorragico (Donnan, Fisher, Macleod,
& Davis, 2008). Adicionalmente, los infartos hemorragicos se pueden subdividir en
las siguientes categorias en funcion del sitio donde se crea el hematoma:
hematomielina, hematomas subdurales, hematomas epidurales y hemorragia

subaracnoidea (Sanchez Arjona, Gonzéalez Pérez, & Gonzéalez Marcos, 2007).

Figura 7: Tipos de infartos. A: infarto de tipo hemorragico donde la insuficiencia

sanguinea se debe a la ruptura de un vaso. B: infarto de tipo isquémico donde el
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flujo sanguineo se ve comprometido por la obstruccion de un vaso. Modificada de
U.S. Department of Health & Human Services (2018).

Isquemias espinales

En los infartos espinales, las condiciones patologicas ocurren dentro de la médula
espinal o en los vasos sanguineos que la suministran de sangre. Los infartos
espinales son relativamente raros, acumulando solamente entre el 1-2% de todos
los casos de patologias neurovasculares (Vargas, y otros, 2015). Debido al relativo
bajo numero de casos y su dificultad de diagnostico, su prevalencia no esta bien
caracterizada y su prondstico tiende a ser poco favorable para los pacientes. Los
efectos de un infarto espinal pueden ir desde molestias en la region del infarto,

paralisis, fallas sistémicas e incluso la muerte (Nardone & cols., 2016).

Se han detectado diversas causas para el origen de las isquemias espinales
en poblaciones infantiles como en adultas. En los casos pediatricos, la causa
principal son malformaciones cardiacas o trauma (Vargas & cols., 2015), mientras
gue en los adultos la causa principal son los ateromas, aunque también pueden ser
desencadenados por aneurismas toracicos-abdominales, embolias, hipotension,
hernias, malformaciones arterio-venosas (Novy, Caruzzo, Maeder, &
Bogousslavksy, 2006), descompresion debido al buceo (Kamtchum & cols., 2014),
coagulopatias, anemia falciforme (Marquez, Granados, & Castillo, 2012),

traumatismo (Pearn, y otros, 2017), y el uso de cocaina (Gorelik & Tampieri, 2014).

27



Diagnoéstico y tratamiento de eventos neurovasculares.

Debido a que las patologias de este tipo son una causa mayor de muerte e
incapacidad a nivel mundial, las lesiones cefalicas han sido ampliamente
estudiadas. (Canazza, Minati, Boffano, Parati, & Binks, 2014), Para el estudio y
deteccion de los eventos vasculares se emplean técnicas tales como
angiotomografias, ultrasonidos Doppler, tomografias por emisién de positrones,
pero se reconoce como la mejor herramienta para su diagnostico a la resonancia
magnética funcional (fMRI). Aun empleando fMRI, se corre el riesgo de no detectar
de forma oportuna el infarto como en el estudio de Novy y colaboradores (2006),

donde sélo se pudo observar la isquemia espinal en un 67% de los casos.

Otro inconveniente que poseen los métodos actualmente disponibles para la
deteccion de eventos vasculares y es el tiempo que requiere la toma vy
procesamiento de imagenes. Esto se vuelve especialmente importante en este tipo
de patologias, donde el tiempo y la precision en el diagnostico son factores
determinantes para la prognosis del paciente (Novy, Caruzzo, Maeder, &

Bogousslavksy, 2006).

Weidaeur y colaboradores (2002) reportaron la dificultad de diagnosticar un
infarto espinal por medio de la resonancia magnética funcional debido a la poca
absorcién de gadolinio por parte del tejido neural. Dicha absorcion aumenta con el
paso del tiempo a expensas de poder ofrecer un tratamiento oportuno (Iseli,
Cavigelli, Dietz, & Curt, 1999; Nedeltchev & cols., 2004). Aun mas, los equipos de
vanguardia tales como tomoégrafos y resonadores magnéticos que permiten la
deteccion de estas patologias no estan a disposicion de la mayoria de la poblacion
(Canazza, Minati, Boffano, Parati, & Binks, 2014).

A pesar de la importancia clinica que tienen los eventos neuro-vasculares en

la médula espinal, estos casi no han sido estudiado y presentan un rezago en
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comparacion con el estudio de los eventos de dicho tipo en el cerebro (Serra Valdés
& Fabra Aquirre, 2013).

El tratamiento para los eventos neuro-vasculares varia dependiendo el sitio
de lesion, la extension y el paciente. A pesar de dichas variables, los lineamientos
actuales recomiendan el uso de farmacos anti-plaquetas, cortico-esteroides, terapia
anti-coagulante o una combinacion de estas. Algunos de los tratamientos
propuestos por medio de estudios pre-clinicos son: prostaglandinas, antagonistas
serotoninérgicos, moduladores de pH, precursor proteico A4, vasodilatadores, entre
otros (de Haan, Kalkman, & Jacobs, 2001; Cox, Varma, & Banik, 2015).

En los casos de eventos neurovasculares en la médula espinal no se han
realizado una gran cantidad de estudios, pero se recomiendan los mismos
tratamientos previamente descritos. Recientemente se propuso el drenado de
liquido cerebroespinal y el aumento de la presion arterial para aumentar la tasa de
perfusion a lo largo de la médula espinal (Strohm, John, & Hussain, 2018).
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Fotopletismografia

La fotopletismografia (PPG), de los vocablos i foto- luz; i plethysmo- volumen; y i
graphos- aparato que hace una grafica, es una técnica optica no invasiva para
determinar la actividad hemodinamica subyacente en un tejido blanco. Al iluminar
un tejido con un haz de luz, el componente fotodetector es capaz de estimar
informacion funcional o estructural del tejido al ver los cambios en la intensidad de
la luz que llegan a este. Actualmente el principal uso de los fotopletismografos es
en los oximetros, dispositivos que permiten conocer la saturacion de oxigeno en la

sangre.

El funcionamiento del fotopletismografo se basa en dos fundamentos
bésicos: la capacidad de la hemoglobina presente en la sangre para absorber de
forma diferencial la luz roja en funcién del gas al que se encuentra conjugada
(Barker, 2002) y en los cambios volumétricos en el tejido vascular asociados a las

ondas vasomotoras siendo esto una referencia a la Ley Beer-Lambert.

Hemoglobina

La hemoglobina es una metalo-proteina encontrada en los eritrocitos. En los
gatos, la hemoglobina esta compuesta por 4 subunidades: 2 subuni dades U vy
s ubuni d(&abternsJollp & Taketa, 1984), cada una de las cuales tiene asociado
un grupo hemo. Dicho grupo es un cofactor iénico ferrico, el cuél funciona como sitio
de union para el oxigeno (Linberg, Conover, & Shum, 2009). Las cuatro

subunidades estan dispuestas en forma de anillo.

La principal funcion de la hemoglobina es el transporte de oxigeno y didxido
de carbono en el torrente sanguineo. Dependiendo del gas que este asociado a la

metalo-proteina esta recibe el nombre de oxihemoglobina o desoxihemoglobina
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(Boron & Boulpaep, 2012). Cada hemoglobina es capaz de transportar 4 moléculas

de oxigeno o 2 de dioxido de carbono (Constanzo, 2007).

Dependiendo del gas asociado a la hemoglobina las propiedades 6pticas de
dicha molécula cambian (Figura 9). La oxihemoglobina tiene un pico de absorcion
luminico cerca de los 990 nm, lo cual corresponde a la luz infrarroja; mientras que
la desoxihemoglobina tiene dicho pico de absorcion cerca de los 650nm (Barker,
2002).
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Figura 8: Absorcion diferencial de la luz por parte de la oxihemoglobina (HbO2) y la
desoxihemoglobina (HbCO2). Se observa que la HbO2 absorbe una menor cantidad
de luz roja (650nm) en comparaciéon de la HbCO2, mientras que lo contrario ocurre
cuando la longitud de onda incrementa a 910nm. Esto explica el que la sangre
arterial se vea de un color rojo, mientras que la sangre venosa sea de un color mas
obscur o AdiciGnalmante se.observa que cerca de los 820nm existe una
igualdad en la luz absorbida por ambas formas de hemoglobina, este fendmeno es

conocido como punto asbestico. Modificada de Barker (2002).
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Ley Beer-Lambert

El segundo principio fundamental para el funcionamiento de los
fotopletismogréafos es la ley Beer-Lambert. Dicha ley postula la predictibilidad de la
atenuacién de un haz de luz al pasar por un medio uniforme. La intensidad de la luz
(I) después de pasar por el medio puede ser calculada partiendo desde la intensidad

original "0 por medio de la siguiente ecuacion:
[1]
l'O llm

Doénde @ es el coeficiente de absorcién de la luz por el material que atraviesa y ¢

corresponde al grosor del material.

Dicha ecuacion considera una fuente de luz constante, monocromatica y con
una propagacion paralela; sin dispersion. Asimismo, el material es homogéneo en

su composicion y el recorrido de la luz no es modificado (Aoyagi, 2003).

Si se pretendiera implementar la Ley Beer-Lambert en tejidos bioldgicos, se
encontrarian diversos problemas ya que el tejido no se compone de un solo material
uniforme y la luz se dispersa a lo largo de su recorrido (Kennedy, 2015).
Adicionalmente, existen componentes pulsatiles, por lo que su volumen y por ende
el trayecto de la luz a través de este se ve modificado a lo largo del tiempo. A modo
de resolver esto se ha planteado el siguiente modelo para la aplicacion de dicha ley

a tejidos (Figura 10).
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Figura 9: Modelo de la aplicacion Beer-Lambert en tejidos biolégicos considerando
los diferentes materiales de los que se encuentran compuestos. ‘0. Intensidad de la
luz proveniente de la fuente. &0 & : Absorcion de la luz por las diferentes
fases/materiales de los que se compone el tejido. & & : Grosor de cada material.

I: Intensidad de la luz transmitida por el tejido. (Sola i Carés, 2011).

Tomando en cuenta dicho modelo, se puede expresar la intensidad de la luz
después de pasa por un tejido biolégico sin cambios volumétricos de la siguiente

forma;

[2]
0O 00 B

Pero en los tejidos existen cambios en el grosor debidos a los cambios
volumétricos asociados al flujo sanguineo por las arterias, por lo que es necesario
considerar este tipo de componentes. Al llegar cada aumento en flujo sanguineo
debido a los pulsos cardiacos el volumen arterial aumenta por lo que el grosor de
dicha capa en el tejido también lo hace. En consecuencia, la ecuacion anterior debe

ser modificada, de modo que esto sea considerado:

[3]
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Donde DC es un valor constante determinado por las propiedades épticas y
geométricas de todos los componentes no pulsatiles del tejido y la intensidad de la
luz aplicada, @ es la absorcion luminica de la sangre, y & es el grosor de las arterias

en el tejido en el momento de la medicion.

A pesar de dichas modificaciones, la ecuacion propuesta como modelo adn
proporciona un panorama incompleto. Esto se debe a que no considera el efecto de
la luz ambiental, la sensibilidad del fotodetector, artefactos generados por el acople
piel-fotodetector, asi como otros cambios no cardiogénicos que pueden ocurrir en
el tejido (Sola i Carés, 2011). La aplicacién de la ley Beer-Lambert solo aborda
aguellas sefales obtenidas por medio de la absorcion diferencial de la luz a medida
que esta atraviesa el tejido, dejando en un segundo plano el papel de otros
fenomenos 6pticos como la dispersion de la luz por el tejido (Nitzan & cols.,1998).
A pesar de sus limitaciones y asunciones, el modelo presentado anteriormente es
el mas aceptado y empleado para explicar el funcionamiento de los

fotopletismografos.

Longitud de onda de la fuente de luz

Como se ha descrito anteriormente, es sumamente complejo el disefiar un modelo
para la absorcion, refraccion y dispersion de la luz por los tejidos biolégicos. Aun
asi, los cambios en la luz al interactuar con el tejido pueden dar indicios su actividad,

composicion e integridad (Lomeli-Mejia & cols., 2009).

Tradicionalmente, las luces roja e infrarroja son empleadas en la
fotopletismografia por la propiedad o6pticas de las isoformas de hemoglobina

(Barker, 2002). Asimismo, dichas longitudes de onda resultan ideales ya que son
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capaces de atravesar facilmente el tejido cutaneo, muscular y sanguineo (Tamura
& Maeda, 2017). A pesar de que se pueden emplear otras longitudes de onda, el
rojo e infrarrojo son capaces de atravesar la sangre con mayor facilidad, ya que la
luz en el espectro verde y azul es absorbida hasta siete veces mas por dicho tejido
(Volkov & cols., 2017).

Asimismo, Sviridova y colaboradores (2018), demostraron que las sefales
PPG obtenidas empleando luz verde tienden a ser poco claras debido a la gran
cantidad de luz que es absorvida por las capas mas superficiales de los tejidos.

Tomando en cuenta la absorcion minima de la luz roja por los tejidos no
blanco para este trabajo y la capacidad de la sangre de absorverla (figura 11), asi
como la distancia que es capaz de viajar la luz por el tejido (figura 12) han hecho
gue la mayoria de los pletismografos desarrollados a la fecha empleen la luz roja
(600-675nm).
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Figura 10: Coeficientes de absorcibn molar para distintas moléculas en tejidos
bioloégicos. En rojo, oxihemoglobina; azul obscuro, desoxihemoglobina; café,

melanina; azul claro, agua. Modificada de Sandell & Zhu (2011).

Intensidad (normalizada (%)

Distancia fuente-sensor (mm)

Figura 11: Intensidad normalizada de la luz captada por un sensor en funcién a la
distancia que se encontraba de la fuente de luz y la longitud de onda empleada. R:
rojo (634nm), YG: Amarillo-verde (571nm), G: Verde (543nm) y B: azul (463nm). Se
observa que la luz roja preserva una mayor intensidad aun a mayor distancia.
Modificada de Huang & cols. (2011).
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Montaje experimental: fotopletismégrafo

Como parte metodologica de la presente tesis hemos desarrollado un
fotopletismografo para adaptarlo a la médula espinal y poder cuantificar cambios en
el flujo hemodindmico y de presion local. Dicho sistema fue aceptado como patente
en trdmite (Manjarrez y Romero-Vaca, 2019; véase (México Patente n°
MX/E/2017/087473, 2017) (México Patente n° MX/E/2019/086482, 2019)).
Adicionalmente, hemos publicado un articulo con las primeras aplicaciones en la
meédula espinal (Moreno-Castillo y cols., 2019). El desarrollo del sistema, también
ha permitido desde los inicios de su desarrollo el avance en forma de tesis (Romero-
Vaca, 2017, Meza, 2019). El fotopletismografo espinal consiste de un acople opto-
eléctrico que permite observar los cambios volumétricos en el tejido vascular a
través de la fluctuacion en la intensidad de la luz que atraviesa o es reflejada por el

tejido en funcion al flujo sanguineo.

Como se ha establecido (Moreno-Castillo y cols., 2019), los cambios en la
cantidad de luz que atraviesa el tejido estudiado se encuentran asociados a la
actividad hemodindmica. A modo de poder analizar dichas fluctuaciones en la
intensidad luminica, el presente montaje se compone de un diodo emisor de luz
(LED) con una emisiébn de aproximadamente 650nm, un fotodiodo monolitico
acoplado a un amplificador de trans-impedancia (OPT101, Texas Instruments) con
pico de deteccion luminica entre los 600 y 850nm, un generador de pulsos
(Master8), un digitalizador de sefales (Digidata) y una computadora (Figura 13).
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Figura 12: Configuracion del montaje experimental. A: Fotodiodo OPT101, Texas
Instruments. B: Tejido blanco. C: LED (A 650 n m) . D: Esti mu

pulsos. E: Digitalizador conectado a una computadora y ejemplo de registro.

Dicho montaje, tiene la capacidad de operar en dos configuraciones para la
obtencion de sefales 6pticas a partir de la modalidad de iluminacion del tejido: por
trans-iluminacion y por reflejo de la luz. Durante la trans-iluminacion, el tejido de
interés se coloca entre el LED y el fotodiodo, de modo que la luz lo atraviesa.
Mientras que en los registros por reflejo, el fotodiodo y el LED se colocan lado a
lado, de modo que la luz detectada por el fotodiodo es la que es reflejada por el
tejido (Romero Vaca, 2017).

El primer componente del montaje es la fuente de luz, la cual proviene de un
LED, el cual se encuentra alimentado por el generador de pulsos, el cual envia
pulsos cuadrados de 3.5V con una duracion de 150ms y un intervalo de 50ms entre
pulsos. Dicho intervalo, obtenido con base en la literatura del funcionamiento de los
oximetros y de forma experimental, permite la obtencion de las sefales de interés.
El LED puede operar de manera continua sin provocar dafios en el tejido. Dicho
LED fue seleccionado debido a sus dimensiones (3x1.5x1mm), ya que durante la
configuracion para trans-iluminacion del tejido, el LED se puede insertar entre la

duramadre y la médula espinal la porciéon abdominal. De este modo, la luz se
38
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proyecta de forma ventro-dorsal, trans-iluminando esta estructura. La longitud de
onda se selecciond debido a la facilidad con la que la luz roja atraviesa tejidos
bioldgicos (Vincis, 2015).

El segundo componente del montaje, es el fotodiodo, el cual es un
semiconductor capaz de convertir la luz que incide sobre este en una corriente
eléctrica de forma proporcional generando un efecto foto-eléctrico. Tanto la salida
de la alimentacion del LED como la salida del fotodiodo se encuentran conectados
al digitalizador. De este modo, se puede tener un control sobre la actividad del LED
y registrar los cambios en la intensidad de la luz detectada por el fotodiodo,

dependientes de la actividad vasomotora y hemodinamica en el tejido.

Resultados obtenidos anteriormente.

~

En |l a tesis de l|licenciatura titulada: MfnCol
Mayer y las sefiales Opticas intrinsecas de la médula espinal del gato descerebr a d 0 0
(Romero Vaca, 2017), se implement6é por primera vez el montaje previamente
descrito. En dicho trabajo, se trans-iluminé la médula espinal en los segmentos L5-

S1 de gatos a los que se les realizé una descerebracién precolicular-postmamilar.
Dichos registros se realizaron en condiciones control, donde el sujeto experimental
no exhibia actividad electroneurogréafica correspondiente a locomocién o rascado.
A partir de dichos registros, se aislaron y analizaron 172 oscilaciones de tercer grado
en la presion arterial y su correspondiente en la sefial fotopletismografica,
obteniendo un valor de correlacion de 0.7147 (p<0.001). DE dicho estudio, se
concluy6 que existe una fuerte correlacion entre las sefiales fotopletismograficas

obtenidas por transiluminacion de la médula espinal y la presion arterial.

Asimismo, en el trabajo publicado Moreno-Castillo y cols. (2020) estudiamos
el acople entre las sefales fotopletismogréficas y las respuestas hemodinamicas en

la médula espinal y tallo cerebral durante la activacion funcional del generador
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central de patrones de la médula espinal lumbar. En ambos paradigmas
experimentales se obtuvieron coeficientes de correlacion superiores a 0.74 y valores
de p<0.05 denotando una alta correlacion entre las sefiales. Ello es evidencia de la
relacion funcional entre la sefal fotopletismografica y las fluctuaciones en la presién
arterial sistémica asociados a los cambios en la actividad metabdlica del tejido

neural subsecuentes a la generacion de un patron motor.
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Planteamiento del problema

En México la primera causa de muerte son las enfermedades relacionadas al
sistema circulatorio, tomando especial importancia los eventos neurovasculares al
ser la segunda patologia dentro de este rubro contabilizando él 5.2% de las
defunciones totales en el pais (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia , 2017).
Asimismo, la Academia Nacional de Medicina reconoce las limitaciones que se
tienen para diagnosticaryat ender di chos padeci mientos deb
infraestructura ¢Manipet Rigs,a201%). Dicllasptolnesnatioa se
extiendo a un panorama global si se contabilizan los eventos neurovasculares de
origen traumatico y no traumatico. Es preocupante el limitado nimero de tomégrafos
y resonadores magneéticos, asi como su costo (Carney, y cols., 2016); la dificultad
de diagndstico oportuno (Schweitzer, Niogi, Whitlow, & Tsiouris, 2019); y la relacién

entre el tiempo de diagnostico y el deterioro del paciente.

Tomando en cuenta los antecedentes previamente descritos y los trabajos
realizados en el Laboratorio de Neurofisiologia Integrativa del Instituto de Fisiologia
de la BUAP, surgen las siguientes interrogantes: ¢ Es posible estudiar las ondas de
Mayer de forma local por medio de un foto-pletismégrafo? ¢ La relacion entre las
ondas de Mayer sistémicas y locales puede ser utilizada para detectar y estudiar la
fisiologia de eventos neuro-vasculares, basados en la afectacion de la dinAmica

sanguinea en el sitio?

Hipotesis
Las ondas de Mayer se pueden detectar de forma local en el cerebro y la médula
espinal por medio de un foto-pletismoégrafo, permitiendo evaluar la integridad del

cerebro y la médula espinal a partir de la desviacion de las sefiales obtenidas en

comparacion a las ondas de Mayer sistémicas detectadas en la arteria caroétida.
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Objetivo general

Obtener registros correspondientes a las ondas de Mayer, de forma local, por medio
de un foto-pletismografo, y de forma sistémica, por medio de un transductor de
presion. Ello con el fin de dilucidar el correlato funcional entre estas sefiales durante

condiciones control y en modelos de eventos vasculares.

Objetivos particulares

1.- Obtener, analizar, comparar y caracterizar las sefiales correspondientes a las
ondas de Mayer en la presion arterial obtenidas por un transductor de presién
colocado en la arteria carétida del gato descerebrado, asi como aquellas obtenidas

por un foto-pletismografo en el dorso de la médula espinal.

2.- Implementar un modelo de lesién u oclusion vascular, consistente con la

fisiopatologia de un evento vascular en el sistema nervioso central.

3.- Obtener, analizar, comparar y caracterizar las sefiales correspondientes a las
ondas de Mayer en la presion arterial obtenidas por un transductor de presion
colocado en la arteria carétida del gato descerebrado, asi como aquellas obtenidas
por un foto-pletismégrafo en el dorso de la médula espinal en el modelo de

evento vascular.

4.- Obtener, analizar, comparar y caracterizar las sefiales correspondientes a las
ondas de Mayer en la presion arterial obtenidas por el transductor colocado en la
carétida y aquellas obtenidas por el foto-pletismégrafo en la corteza del cerebro

por medio de refraccion.

5.- Obtener, analizar, comparar y caracterizar las sefiales correspondientes a las
ondas de Mayer en la presion arterial obtenidas por el transductor colocado en la
cardtida y aquellas obtenidas por el foto-pletismégrafo en la corteza del cerebro

por medio de refraccion en el modelo de evento vascular.
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Metodologia

Consideraciones bioéticas

Todos los procedimientos fueron realizados en apego a los lineamientos de la guia
para el uso y cuidados de animales de laboratorio del National Institute of Health
(NIH) y la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 la cual estd comprendida
por las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales

de laboratorio.

Muestra

Se ocuparon como sujetos experimentales gatos (Felis catus) de sexo indistinto,
con una masa entre 2.5 y 4 kilogramos, los cuales fueron proporcionados por el
Bioterio Cent r a | ACl aude Ber na dudversidddeAutbnama Blee n e m®r i t
Puebla. El presente trabajo conformo parte del proyecto 4319 registrado ante dicho
departamento. Los sujetos experimentales fueron divididos en dos grupos de la
siguiente forma: 5 gatos para registros en la médula espinal y 4 gatos para los

registros realizados en la corteza cerebral.

Muestreo

El montaje para la obtencién de las sefiales Opticas correspondientes a las ondas
de Mayer locales, asi como los electrodos de registro y el transductor de presion
arterial en la arteria carétida se conectaron a un digitalizador, y la adquisicién de

datos, se realiz6 por medio del software Axoscope (Molecular Devices), con una
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frecuencia de muestreo de 10kHz. Durante la adquisicién de los datos no se empleé

ningun filtro.

Anestesia y preparacion previa ala cirugia

Dentro de los protocolos a realizar en el marco del presente trabajo, se realizaron
dos series experimentales. En la primera de estas series, fueron registradas las
ondas de Mayer por medio de transiluminacion de la médula espinal. Durante la
segunda serie, se realiz0 el registro de dichas ondas vasomotoras por medio del
reflejo luminico en la superficie del cerebro. Independientemente de la serie
experimental, todos los protocolos quirdrgicos se realizaron en animales

anestesiados.

En ambas series experimentales, se comenzd el procedimiento quirdrgico
induciendo anestesia a los animales por medio de un vaporizador, el cual crea una
mezcla gaseosa de isoflurano (Sofloran, PiSA) al 3-4% y oxigeno al 96-97% dentro
de una caja de induccion de 38 cm x 24 cm x 23 cm a temperatura ambiente. A
modo de garantizar una atmosfera circulante dentro de la caja, esta cuenta con un
orificio de induccién y otro de extraccion por donde la mezcla gaseosa es dirigida a

un filtro de carbén activado.

Una vez gue los animales se encontraban anestesiados, sin tono muscular ni
actividad refleja (Tasker, 2013), fueron retirados de la caja de induccion y se les
colocd una mascarilla facial por la cual se continué la administracion gaseosa de
anestésico. Una vez realizado dicho procedimiento, los animales fueron rasurados
en las extremidades anteriores y posteriores, el craneo, la porcién abdominal del
cuello y la regién sacro-lumbar dorsal. Asimismo, se canuld la uretra para la

recoleccion de orina.
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En aquellos animales empleados para registrar las ondas de Mayer en el
cerebro, la anestesia posterior al isoflurano de induccién fue realizada por medio de
pentobarbital intravenoso. En los animales empleados para los registros en la
médula espinal la anestesia se continué por medio de la canulacién de la traquea y
administracion de la mezcla gaseosa previamente descrita. La anestesia fue

descontinuada una vez que se garantizo la descerebracion de los animales.

Control térmico

La temperatura de la preparacion fue regulada a 37°C a lo largo del experimento
por medio de una lampara incandescente infrarroja y un colchén térmico colocado
debajo del animal, los cuales fueron encendidos entre registros, de forma que dichos

aparatos no influyeran en los registros.

Canulacién de las arterias caroétidas

Una vez concluidos con los preparativos para la cirugia, esta se continué con la
diseccion y canulacion de las arterias carétidas. Durante esta fase, las arterias
carétidas fueron separadas de los nervios vagos y se retir6 el tejido conjuntivo de

su superficie.

La cardtida derecha fue disecada y se le colocé un hilo, el cual fue empleado
posteriormente para su retraccion durante la craneotomia y descerebracién. Esto
fue con el fin de reducir el flujo sanguineo y por consiguiente el sangrado durante
dichos procedimientos. Es imperativo denotar que dicho hilo no ocluyé la carétida
derecha hasta que este fue estirado y posterior a su liberacion el flujo sanguineo

regreso a la normalidad.

Una vez concluido el procedimiento de la carétida derecha, se inicié el mismo
procedimiento de diseccion en la carétida izquierda. En esta arteria, se colocé en el

extremo rostral del segmento disecado una serie de nudos los cuales impedian el
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retorno céfalo-toracico de la sangre, mientras que en el extremo caudal se colocé
una pinza hemostatica para evitar el flujo sanguineo. Una vez realizada dicha
preparacion, se introdujo entre dichos puntos una céanula rellena de solucion
amortiguadora de pH (NaCOHs al 0.84%, PiSA, en solucion glucosada al 5% PiSA)
y se retir0 la pinza hemostatica. Dicha canula se conectd a una bomba peristaltica
(Mini-PUMP 7892 K05, Thomas Scientific), la cual administro una dosis de 1.5-5mL

por hora de la solucion previamente descrita.

De forma suplementaria a la canula en la arteria carotida, se coloco una
canula en la vena radial como punto de administracion de dextrano al 4.5%
(Dextran, Sigma-Aldrich) en solucion buffer de pH, asi como solucion glucosada

para el mantenimiento de la preparacién en condiciones fisiolégicas.

Antes de proseguir con la diseccién, se administré dexametasona a una dosis
de 2mg/kg por via intravenosa para reducir los procesos inflamatorios subsecuentes
a la cirugia. Adicionalmente se administré atropina (PiSA) en una dosis de
0.05mg/kg de forma subcutanea para disminuir la secrecion de saliva y fluidos en el

tracto respiratorio.

Registro de la presion arterial

El registro de la presion arterial sistémica se realiz6 por medio de la canula inserta
en la arteria cardtida izquierda, la cual se encontraba conectada a un transductor de
presién. A su vez, dicho transductor se encontraba conectado al digitalizador
(Digidata).

46



Tragueotomia

Posteriormente, se realizd una traqueotomia por medio de un corte
transversal al nivel del primer anillo cartilaginoso, donde se introdujo una canula
traqueal. Esta fue fijada y se le conectd una unién tipo T de pléstico. A esta Ultima
se le conecto por un extremo el vaporizador, y por el otro, el filtro de carbén activado,
manteniendo las mismas concentraciones de la mezcla gaseosa. La anestesia fue

suspendida de forma gradual una vez que realizo la descerebracion del animal.

Ventilacién artificial y electrocardiograma

Se paralizaron a los sujetos por medio de la administracion de bromuro de vecuronio
(Bromurex, PiSA) al 4.8% de forma intravenosa y se administraron dosis
suplementarias a lo largo del experimento conforme fueron necesarias, a modo de
evitar el movimiento del animal (Wienecke, Enriquez-Denton, Stecina, Kirkwood, &
Hultborn, 2015). Debido a la paralisis inducida y para preservar la preparacion, los
animales fueron conectados por medio de la canula traqueal a un ventilador (6025
Cat/Rabbit Ventilator, Ugo Basile). La frecuencia respiratoria se fij6 a 18-20 ciclos

por minuto y el volumen tidal a 35cc (C6té, MacDonald, Meurs, & Sleeper, 2011).

Adicionalmente, se colocaron de forma bilateral electrodos en las
articulaciones entre los carpales y meta-carpales de las extremidades anteriores y
uno mas en la articulaciéon entre los meta-tarsales y falanges de la extremidad
posterior izquierda (Boudreau-Conover, 2003). Dichos electrodos fueron
conectados a un amplificador Grass (P511 AC Amplifier, Astro-Med Inc.) con salida
al digitalizador para la adquisicion del electrocardiograma. Dicho posicionamiento
de los electros permite la obtencion del ECG por medio de la derivacion Il al colocar
el electrodo tierra en la extremidad anterior izquierda (Macintire, Drobatz, Haskins,
& Saxon, 2012).
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Diseccion de los nervios

A modo de poder tener un control sobre la actividad en la médula espinal, se registré
la actividad electroneurografica de los nervios tibial anterior y gastrocnemio medial
por medio de su diseccion y colgado en electrodos bipolares de plata clorurada
conectados a amplificadores Grass (P511 AC Amplifier, Astro-Med Inc.). Dichos
amplificadores fueron conectados a su vez al digitalizador. El registro de la actividad
electroneurografica se realizé a modo de control, con el propédsito de descartar
aguellos registros donde el animal exhibia actividad motora eferente, ya que las
propiedades opticas del tejido neural se ven modificadas durante la excitacion de

este (Cohen, Keynes, & Landowne, 1972).

Craneotomia

Se retrajo la arteria carétida sin canular, de modo que el flujo sanguineo a la region
cefélica disminuyera. Posteriormente se realiz6 un corte sagital en la piel de la
cabeza del animal. Se retrajeron los masculos del domo craneal y se realizé un
trépano en uno de los huesos temporales. Se continué con el corte del hueso, de
modo que fueron retirados los huesos parietales desde su unién al postparietal
hasta 5mm antes de la sutura 6sea con el frontal en el eje rostro caudal y hasta su

union con los huesos escamosal en el eje lateral.

Una vez realizada la craneotomia, el animal fue transferido a un aparato
estereotaxico (Narishige, SN-2N) donde fue fijado y se retir6 la duramadre, de modo
que el cerebro quedod expuesto para el registro de las ondas locales de Mayer por
transiluminacion o para la descerebracion. El tejido fue protegido por medio de

banios con aceite mineral al a 37°C.
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Registros en el cerebro

En aquellos animales donde se realiz6 el registro de las ondas de Mayer locales en
el cerebro, este fue expuesto con el mismo corte 6seo descrito previamente. Sobre
la superficie dorsal del |6bulo parietal, se colocé el fotodiodo en direccién ventral,
mientras que el LED fue colocado en surco central con la cara emisora en direccion
al hemisferio registrado. El fotodiodo fue colocado en el giro ecto-silviano, debido a
que a lo largo de dicho giro discurre una gran cantidad de vasos sanguineos.
(Pakozdy, Angerer, Klang, Konig, & Probst, 2014). Posteriormente, se coloco la
misma suspension de agar tefiida de negro entre los componentes del montaje y
sobre estos, de modo que la Unica luz que incidié sobre el fotodiodo fuese aquella

proveniente de la refraccion y transiluminacion del tejido.

Las ondas de Mayer sistémicas fueron obtenidas por medio del transductor
colocado en la arteria cardtida, mientras que las ondas de Mayer locales, fueron
registradas por medio de la refraccidn de la luz, la cual fue detectada por el fotodiodo

colocado sobre la superficie del cerebro.

En esta serie experimental, el nivel de anestesia fue monitoreado
constantemente por medio de la ausencia o presencia de reflejos, y se fue
administrando dosis suplementarias de pentobarbital intravenoso a intervalos
regulares. Los animales no fueron paralizados y respiraban libremente a una
frecuencia de 0.33-0.14 Hz.

Registros en médula espinal por transiluminacion

Laminectomia y descerebracion

A modo de exponer la médula espinal, se realizO una laminectomia en los
segmentos espinales L4-S1. En primer lugar, se disecaron los musculos longuisimo
y multifido de forma bilateral del dorso de los animales. Las posibles hemorragias
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causadas por la diseccion fueron cauterizadas. Una vez expuestas las apofisis
espinosas y transversas, estas fueron dislocadas y seccionadas con ayuda de
gubias. Posteriormente se retiraron las laminas de las vértebras. Finalmente, se
cort6 la dura madre en dichos segmentos espinales de modo que la médula espinal
quedase expuesta. En los casos en los que fue necesario, se empleo cera de hueso
para contener los sangrados provenientes de las vértebras seccionadas. Se hicieron

pocetas con la piel al margen del corte y fueron llenadas con aceite mineral a 37°C.

En los animales donde se registraron las ondas de Mayer en la médula
espinal, se practicO una descerebracion de tipo precolicular-postmamilar. La
cavidad craneal fue rellenada con malla hemostatica SurgiCel® (Johnson &
Johnson) y suspension de Agar-Agar en solucion salina. Para evaluar el éxito de la
preparacion, se evaluo la ausencia de rigidez del animal, asi como la ausencia de
reflejo pupilar (Sherrington, 1898). Una vez comprobadas estas condiciones, el
animal se consider6 descerebrado y se suspendid la administracion de anestesia
gaseosa y fueron conectados a un ventilador mecanico con una frecuencia de 0.33
Hz.

Registro de las ondas de Mayer locales en la médula espinal.

Para el registro de las ondas de Mayer en la médula espinal se coloco un diodo
emisor de luz (LED), como el descrito anteriormente, entre la superficie abdominal
de la medula espinal y la duramadre de modo que la luz fuese emitida hacia la
superficie dorsal de la médula espinal. En el aspecto dorsal de la médula espinal se
colocé el fotodiodo (OPT-101, Texas Instruments) en direccién hacia el aspecto
ventral del animal, directamente sobre el LED, de modo que la luz atravesara la
meédula espinal e incidiera en este. Finalmente, la preparacion fue aislada con una
suspension de colorante negro en agar-agar (Sigma) para evitar artefactos debido

a la luz ambiental.
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Igualmente, las ondas de Mayer sistémicas fueron obtenidas por medio del
transductor colocado en la arteria carétida, mientras que las locales, por medio del

fotodiodo colocado en el aspecto dorsal de la médula espinal.

Modelos de lesién

A modo de simular un evento neurovascular isquémico se ocluyé mecénicamente
un vaso dorsal de la médula espinal empleando una pinza hemostatica fina en los
gatos descerebrados (Lang-Lazdunski & cols., 2000). Dicha oclusion fue mantenida
hasta el final del experimento. Similarmente, en aquellos gatos donde se registraron
las sefiales fotopletismograficas en la superficie del cerebro se cre6 un modelo de
lesion isquémica al impedir el flujo sanguineo por medio de oclusiones mecéanicas y
cauterizaciones de vasos sanguineos en la superficie cortical (Canazza, Minati,
Boffano, Parati, & Binks, 2014). En dichos animales se realizd la oclusion de tres
vasos aledafios al sitio de registro (Sommer, 2017) con intervalos de 1 hora entre
las lesiones. Cabe destacar que las lesiones fueron sumatorias y no reemplazos de

la lesion previa.

Eutanasia

Una vez terminados los procesos experimentales, se realizo la eutanasia de los
animales por medio de una sobredosis de pentobarbital sédico (6.13% Pisabental,
PiSA) intravenoso, correspondiente a una dosis de 3 mL, por lo que se sobrepasoé
la dosis letal de 0.75mg/Kg (Tasker, 2013). Posteriormente, se confirmd la ausencia
de pulso cardiaco por medio de auscultacion estetoscopica y el cese de la presion
arterial por medio del transductor. Dicho procedimiento se realizé en concordancia

con las disposiciones previstas en la Guia para el uso y cuidado de animales de
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laboratorio del National Institute of Health (NIH) asi como la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999.

Analisis de datos

Una vez obtenidos los registros, estos fueron analizados fuera de linea utilizando el
programa MatLab (versibn 2018a, MatWorks). El script desarrollado para el
presente trabajo fue capaz de importar las sefiales obtenidas, filtrarlas, obtener los
valores maximos y minimos, realizar espectros de potencia y analisis de correlacion
cruzada. Adicionalmente, el script puede obtener otros pardmetros como la amplitud
y duraciéon tanto de las ondas de Mayer sistémicas como de la sefial
fotopletismografica. Dichos parametros también fueron incluidos en el analisis del

presente trabajo.

Las ondas de Mayer locales presentadas en el presente trabajo,
corresponden a la sefial fotopletismografica y son expresadas como los cambios en
la cantidad de luz transmitida por el tejido. A modo de poder obtener dicha
conversion, se realizé un registro colocando el LED y el fotodiodo a la misma
distancia de aquella proporcionada por la médula espinal y aislandolos de la luz
ambiental con la misma suspension de agar previamente descrita. De este modo se
pudo obtener una lectura que corresponde al 100% de la luz emitida por el LED que

podria llegar al fotodiodo de no estar la médula espinal.

La sefal obtenida por el transductor de presion correspondiente a la canula
ubicada en la arteria carétida, es expresada en milimetros de mercurio (mmHg)
(Eckberg, & cols., 2016; Karemaker & DeBoer, 2017), ya que, al tratarse de registros
continuos, no es el proposito del presente trabajo el determinar los valores de la

presioén arterial sistélica o diastolica.
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Se realizaron pruebas de correlacion cruzada entre las ondas de Mayer
sistémicas y locales, tanto en las condiciones control para las sefiales obtenidas por
ambos meétodos (refraccion y transiluminacion), como para aquellas obtenidas al

emplear los modelos de lesion previamente descritos.

Se empled dicha prueba estadistica, ya que los datos son continuos y tienen
una distribucion normal. Los niveles de correlacion fueron clasificados de la
siguiente manera: correlacion muy alta (r= 1.0-0.9), correlacion alta (r= 0.89-0.7),
correlacion moderada (r= 0.69-0.5), correlacién baja (r= 0.49-0.3), nula correlaciéon
(r=0.2.9-0.0). Las correlaciones negativas se clasificaron de la misma forma (Evans,
1996; Mukaka, 2012).

Posteriormente, se evalu6 el valor de z-Fisher, partir de los valores r, modo
gue estos se pudieran promediar. Posteriormente, el valor de z promedio fue

convertido en r, a modo de obtener la correlacién promedio de las sefales.

Resultados

Registros obtenidos en la médula espinal

En este primer apartado se abordaran los resultados obtenidos por medio de la
colocacion del dispositivo fotopletismografico en su configuracion de
transiluminacion de la médula espinal. Se descartaron aquellos registros donde se
observaron artefactos, de modo que se mantuvieron los registros con las siguientes
caracteristicas (figura 14): sin cambios abruptos en la basal del PPG, sin artefactos

en alguno de los registros, registros donde el animal presentara actividad motriz.
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Figura 14: Ejemplo de un registro de 6 minutos que cumple con los criterios de
inclusion. En la parte superior en negro se encuentra graficada la actividad del
LED con las caracteristicas previamente descritas. En azul la sefal
fotopletismografica cuya basal se encuentra en 0 y esta no oscila a lo largo del
registro. En rojo: la presion arterial. Finalmente, en la parte inferior se encuentra el

registro del electrocardiograma en negro.

Generalidades de los registros obtenidos

Siguiendo la metodologia previamente establecida, se registraron la presion arterial;
expresada de este punto en adelante como PA y en milimetros de mercurio (mmHg),
y las sefales fotopletismogréficas; expresadas como PPG y como su unidad, el
porcentaje de luz transmitida (%LT) con respecto al registro control de la cantidad
total de luz que detecta el fotodiodo al incidir el LED sobre este sin ningun obstaculo

entre ambos.
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De acuerdo a lo establecido en trabajos anteriores (Romero Vaca, 2017,
Moreno-Castillo, y cols., 2020), el presente montaje es valido para la obtencién de
sefales fotopletismograficas a partir de los cambios en la actividad hemodinamica

del tejido neural trans-iluminado.

Retraso las sefales PPG de la médula espinal y la PA.

En concordancia con los resultados obtenidos previamente, se observo un retraso
entre la sefial de la presion arterial y el PPG de 5.052 + 0.667 segundos en las
oscilaciones lentas, correspondientes a las ondas de Mayer (figura 14). Se
realizaron 3 experimentos con el fin de poder atribuir dicho tiempo de transmisién
del pulso entre la arteria carétida y la médula espinal, asi como la diferencia
jerarquica en el arbol vascular de los dos sitios de registro. En dichos experimentos,
se registrd la presion arterial de forma simultanea en la arteria carétida y la arteria
femoral, asi como el electrocardiograma (figura 16), obteniendo un total de 275

ondas de Mayer.

(mmHg)

o,
w
L L1

(%Luz transmitida)

560 600

Tiempo (s)

Figura 15: Ejemplo de un registro control de la presion arterial en la arteria carétida
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(trazo rojo) y la sefial fotopletismografica (azul). Se puede observar una
concordancia entre las sefiales, asi como el retraso entre ambas (R). Dicho retraso
fue de 5.052 £ 0.667 segundos.

Cardtida
(mmHg)

Femoral
(mmHg)

ECG
(V)
o

i

ID I ‘ I 1‘0 ‘ ‘ I 20
Tiempo(s)

Figura 13: Registro de la presion arterial en dos puntos por medio de canulas intra-
arteriales. En rojo se observa el registro en la carétida; en marrén el registro en la
arteria femoral; en negro el electrocardiograma. Entre ambas sefales se pude

observar un leve retraso debido a la distancia del corazén de cada sitio de registro.

Al analizar el retraso entre los registros de la presion arterial medida en la
arteria cardtida y aquellos obtenidos de la arteria femoral, se observé un retraso de
0.101 + 0.006 segundos.

Los retrasos entre los registros de la arteria carétida y la arteria femoral
fueron comprados empleando una prueba t. De esta forma, se obtuvieron los
siguientes valores t = -18.986, grados de libertad= 351, P = <0.001, por lo que
existe una diferencia significativa entre ellos. Con estos resultados se puede
inferir que el retraso observado entre las sefales fotopletismograficas en la médula
espinal y la presion arterial, medida en la caroétida, no corresponde Unicamente a la
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distancia entre los sitios de registro, sino a las propiedades del tejido. Ello podria
deberse mayoritariamente a la jerarquia en la vascularizacion de la médula espinal,
ya que al reducir el lumen de las arterias a medida que derivan en arteriolas, la

velocidad con la que la sangre se desplaza va disminuyendo de la siguiente forma:

B "Qa 61" QREE o &—
WQA &€ WADW'D & Qi - Q———————
U Q0o d Qxd

aa
|

(Munson, Young, Okiishi, & Huebsch, 2009)

Registros control en la médula espinal.

Durante los experimentos realizados en condiciones control, se registraron un total
de 275 ondas de Mayer aisladas de los registros de PA y PPG, las cuales

cumplieron con los criterios de exclusién previamente descritos.

A pesar de que las ondas vasomotoras pueden ser segregadas a simple vista
al tener un registro del ECG para las de primer orden, la frecuencia respiratoria

restringida para las ondas Hering-Traube y la capacidad de determinar las ondas
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Mayer cComo A a q u esl en das presida @ritetiah mas demtas que la
frecuenci a (Jukes,2008),as¢ realizararoespectros de potencia (figura
17) tanto de las sefales obtenidas por el fotopletismografo en la médula espinal,
como de aquellas obtenidas por el transductor de presion de la arteria carétida a
modo de control. De dicha forma se pudieron caracterizar los tres tipos de ondas

vasomotoras.
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Figura 14: Espectro de potencia para una onda de Mayer (rojo) y su sefial

fotopletismografica correspondiente (azul). Explicacién de la figura a continuacion.

Ondas de primer orden (intervalo R-R)

La frecuencia cardiaca fue calculada para cada registro, obteniendo una
frecuencia promedio de 174 latidos por minuto (F= 2.9 Hz), lo cual entra dentro del
rango fisiolégico de los gatos (140-220 latidos por minuto; 2.33 - 3.67 Hz) (Brown &
cols., 2007). Al calcular los espectros de potencia de los registros obtenidos por
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medio del transductor se observé un aumento en la magnitud espectral entorno a

los 2.6 y 3.2 Hz (Figura 17; denotado con la letra C).

En contraparte, en el espectro de potencia del PPG no se observan los picos
en dichas frecuencias. Esto se puede deber a la incapacidad del PPG en su
configuracion actual de detectar de forma precisa los cambios vasomotores
asociados al intervalo R-R. Ya que al emplear luz pulsatil, los componentes mas
rapidos (ondas de primer orden) se ven segmentados, por lo que su deteccidn es
casi nula. Posteriores versiones del montaje experimental podrian tener el objetivo
de mejorar su resolucién temporal, de forma que sea posible el registro de las ondas

vasomotoras de primer orden.

Ondas de segundo orden (Hering-Traube)

Los animales empelados para los registros espinales fueron paralizados con
bromuro vecuronio (Bromurex, PiSA), por lo que requirieron ventilacion mecanica.
Dicha ventilacion fue regulada entre 28 y 30 ciclos por minuto (F= 0.3-0.33 Hz). Se
calcularon los espectros de potencia de las sefiales provenientes de la presion
arterial, asi como del fotopletismografo. Se encontré un aumento en la magnitud
espectral de las frecuencias en dicho rango (Figura 17; denotado con la letra B). De
esta forma, se pueden clasificar las oscilaciones con una frecuencia igual o similar
a la del ventilador mecanico como ondas Hering-Traube, debido a su concordancia

con la frecuencia respiratoria (Julien, 2006).

Ondas de tercer orden (Mayer)

Como en el caso de los otros dos tipos de ondas vasomotoras, se observo un
aumento en la magnitud espectral de los registros corresponde a la banda de

frecuencias entre 0.02 y 0.13 Hz (Figura 17: demarcado con la letra A). Al ser ondas
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mas lentas que la frecuencia respiratoria (0.3-0.33 Hz) se pueden clasificar como
ondas de Mayer (Halliburton, 1919; Julien, 2006).

Resultados de trabajos anteriores (Romero Vaca, 2017; Moreno-Castillo,
2020) y del presente han demostrado una duracion de las oscilaciones de 3° nivel
para las sefiales obtenidas intra-arterialmente de 21.1097 + 5.6421 segundos
(0.03738 a 0.06466 Hz); y para aquellas obtenidas por el PPG de 21.0250 + 5.4787
segundos (0.03773 a 0.06432 Hz). Dichas frecuencias entran el rango establecido
en la literatura para las ondas de Mayer en el gato (Ead, Green, & Neil, 1952; Szidon,
Cherniack, & Fishman, 1969)
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Registros en el modelo de isquemia espinal.

A patrtir de los experimentos realizados, se registraron un total de 136 ondas de
Mayer bajo condiciones isquémicas a partir de los registros de PAy PPG. A estos
registros se les realizaron los espectros de potencia al igual que a aquellos
obtenidos en condiciones control para la clasificacion de las ondas vasomotoras en

sus tres niveles (figura 18).

0 0.5 1 1.5 2 25 3 3.5
Frecuencia (Hz)

10000 T T T

8000

%LT%/Hz

2000

0 |
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5
Frecuencia (Hz)

Figura 15: Ejemplo de los espectros de potencia realizados para los registros
obtenidos posteriores a la oclusion vascular en la médula espinal. En rojo: espectro
de potencia de la sefial obtenida por el transductor de presion. En azul: espectro de
potencia realizado para la sefial fotopletismografica. La explicacién de la figura se

encuentra en pérrafos subsecuentes.
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Ondas de primer orden (intervalo R-R) en el modelo isquémico.

Nuevamente, en los espectros de potencia para las sefales provenientes del
transductor de presion arterial se observaron las oscilaciones rapidas
(aproximadamente 2.0-3Hz), mientras que estas no se observaron en él. El rango
de frecuencias encontradas en los espectros de potencia para el ciclo R-R se
encontraba dentro de los parametros fisioldgicos y correspondid a la frecuencia
cardiaca calculada.

Ondas de segundo orden (Hering Traube) en el modelo isquémico

Al igual que en los registros control, la frecuencia de bombeo del respirador
mecénico fue de entre 28 y 30 ciclos por minuto (F= 0.3-0.33 Hz). Al realizar los
espectros de potencia para los registros se observo tanto para aquellos
provenientes del transductor de presion como para aquellos provenientes del
fotopletismografo un aumento en la magnitud espectral en dichas frecuencias

(Figura 18; denotado por la letra B).

Ondas de tercer orden (Mayer)

Nuevamente, en los registros para ambas sefiales se encontré un aumento en la
magnitud espectral entre los 0.0690 y 0.0403 Hz. Dicha frecuencia corresponde a
la duracion de las ondas de Mayer medidas en el presente trabajo, las cuales estan
en concordancia con la literatura citada (Szidon, Cherniack, & Fishman, 1969;
Romero-Vaca, 2017).
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Comparacion de los registros obtenidos en condiciones control y de isquemia
espinal.

A lo largo de los experimentos se obtuvieron un total de 259 ondas de Mayer en
registros control y 136 ondas de Mayer en registros posteriores a la aplicacion del
modelo de isquemia espinal. ElI resumen de dichos resultados se muestra a

continuacion:

Control Modelo

isquémico

n=136

21338+5076  19.657+5172
21.334 £5.273 20.14 £5.144
5376+2.365  4.978+2.785
19.308 + 6.244 18.943 + 5.064
0.418 + 0.0886 0.497 + 0.210

Coeficiente de correlacion entre PA- r=0.729 r =0.531
PPG p <0.0001 p <0.0001

Comparacion entre los coeficientes p < 0.001; existe una diferencia
de correlacion significativa entre los coeficientes de
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correlacién entre el grupo control y el

grupo isquémico.

Tanto los registros de las sefales obtenidas en condiciones control, como
aquellos obtenidos durante el modelo de lesién isquémica espinal, fueron sometidos
a pruebas de normalidad Shapiro-Wilk. Dependiendo del resultado de dicha prueba
se realizaron pruebas t-Student o Mann-Whitney, con la finalidad de poder compara
los datos obtenidos durante ambas condiciones experimentales. Nuevamente se
tomd un valor de alfa igual a 0.05, para denotar la significancia de los valores

obtenidos en las comparaciones.

Tanto en la duracion de ambas sefiales y la amplitud del cambio durante
una onda de Mayer en la presion arterial, se observé una distribucién normal de
los datos. ES por ello que se realiz6 la comparacion de ambos grupos por medio de
una prueba t-Studen. Para todos esos parametros se determiné la inexistencia de
una diferencia significativa (p<0.05 en todos los casos) entre los registros

obtenidos en condiciones control y aquellos obtenidos durante el modelo isquémico.

Al examinar los retrasos entre las sefiales PPG y aquellas de PA, se
determind que estos valores no tenian una distribucién normal. Debido a esto, se
realiz6 una prueba Mann-Whitney para determinar si existia una diferencia
significativa en el retraso entre las sefiales al comparar los dos tratamientos
experimentales. Siguiendo dicha prueba se obtuvo una T=21444.500 y un valor de
P=0.083, por lo que no existe una diferencia significativa en el retraso

presentado entre el grupo control y el grupo de la lesion.

Por contraparte, se observé una diferencia significativa en la amplitud del
cambio de las sefiales PPG (p<0.001) entre el grupo control y el de lesién

isquémica. Dichos resultados se encuentran representados en la Figura 19.
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Asimismo, las figuras 20 y 21 ilustran la duracion y el cambio en la amplitud
de las sefales durante los registros control y durante el modelo isquémico,

denotando las tendencias de los grupos de datos a lo largo del tiempo.

A Duracion de las sefales PPG y PA
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Figura 16: Gréaficas de barra para los registros realizados en la médula espinal en
condiciones control y de modelo isquémico. En A se encuentran graficados los tiempos de
duracion de las sefales correspondientes al PPG control (azul claro), PA (rojo), PPG en el

modelo isquémico (azul obscuro) y PA en el modelo isquémico (marrén) no hay diferencia
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significativa entre estos valores. En B se muestran los tiempos de retraso entre sefiales en
ambos tratamientos, no hay diferencia significativa. En C se grafica la amplitud del cambio
de las sefiales provenientes de la presiéon arterial en cada tratamiento. No hay diferencia
significativa. En D se muestra la amplitud del cambio del fotopletismégrafo en ambos grupos
experimentales. Se observa una diferencia significativa ya que la amplitud del cambio es

mayor en aquellos registros obtenidos en el modelo isquémico.
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Figura 20: Duracion en segundos de las sefiales obtenidas por el transductor de
presion y el fotopletismégrafo para condiciones control y del modelo isquémico. En
el eje de las abscisas se encuentran los eventos registrados en orden cronoldgico,
mientras que en el eje de las ordenadas se encuentra la duracion en segundos (S)
de dicha onda. Por fila se encuentran indicados los sujetos experimentales mientras
que las columnas representan los datos de las ondas de Mayer y las sefiales
fotopletismograficas. En rojo: duracion de registros de las ondas de Mayer en
condiciones control; marron: duracion de los registros de las ondas de Mayer en el
modelo isquémico; azul: duracién de las ondas fotopletismograficas en condiciones
control; y finalmente en verde la duracion de las ondas fotopletismograficas
obtenidas posteriormente a la oclusion del vaso sanguineo en la médula espinal. En
todos los casos se observa una alta concordancia entre la duracion las ondas de
Mayer con la duracién de su contraparte fotopletismogréfica tanto en condiciones

control como en el modelo isquémico.

Figura 21 (siguiente pagina): Amplitud del cambio para las ondas de Mayer y su
sefal fotopletismogréfica correspondiente en condiciones control e isquémicas.
Nuevamente cada fila representa los datos obtenidos por sujeto experimental. En el
eje de las ordenadas nuevamente estan ubicados las ondas detectadas en orden
cronoldgico. La primera columna muestra la amplitud del cambio en milimetros de
mercurio de las ondas de Mayer, en tanto en la segunda columna se encuentran
expresados los cambios en porcentaje de luz transmitida para las sefales
fotopletismograficas. La concordancia entre los cambios de amplitud de las ondas
de Mayer y su contraparte en las sefiales fotopletismograficas es menor que aquella

observada en la duracion de las sefales.
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Figura 21. Descripcién en la pagina anterior.
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Coeficientes de correlacion y comparacion de estos entre grupos.

Para la obtencidn de los coeficientes de correlacion cruzada promedio para
cada grupo, se convirtieron los valores de r de cada par de sefales en valores z" de
Fisher. Posteriormente dichos valores z* fueron promediados. El valor z° promedio
para cada grupo se reconvirtié en el coeficiente de correlacion de Pearson. De esta
forma se obtuvieron r=0.729 y r=0.531 para el grupo control y el grupo isquémico
respectivamente. Los valores de correlacion de las sefiales fotopletismogréficas y
sus contrapartes en la presion arterial para cada registro se expresan en la figura
22 mientras que el retraso promedio para cada sujeto experimental en condiciones

control y de lesion isquémica

Con el objetivo de validar los valores r globales para ambos grupos de datos,
se calcul6 el valor de p a partir de los coeficientes de correlacién y el nimero de
registros. En ambos casos p < 0.000001, por lo que ambos valores de r son

significativos para sus respectivos grupos de datos.

Tomando en cuenta la clasificacion de Mukaka (2012) la correlacion para los
registros control entra dentro de las correlaciones altas, mientras que aquella

obtenida durante el modelo isquémico es una correlacion baja.

Para poder comparar de forma cuantitativa los valores de r obtenidos para
ambos grupos de datos y determinar la significancia de la diferencia entre ambos,
se convirtieron los valores de r en z 6De esta forma se obtuvieron los siguientes
valores: z’= 0.592 y z'= 0.951 para los registros de modelo isquémico y control
respectivamente. Posteriormente, se empled la siguiente formula para comparar
dichos valores y analizar su posible significancia, Finalmente con dicho valor de z6

se calcul6 el valor de p (Eid, Gollwitzer, & Schmitt, 2015):
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El valor de p fue de 0.00007, por lo que se rechazo la hipétesis nula. Debido
a esto, se obtuvo como resultado que la diferencia entre las correlaciones de las
sefales obtenidas en condiciones control comparadas contra aquellas obtenidas
de los registros isquémicos es significativa. Tomando en cuenta los analisis
estadisticos realizados y sus resultados, se puede concluir que el presente
montaje puede ser empleado para detectar lesiones isquémicas en la médula
espinal por medio de transiluminacion. De esta forma, es posible registrar
diferencias significativas entre las sefiales fotopletismograficas en el sitio de

lesion isquémicay aquellas obtenidas de la presion arterial.
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Figura 22: Valores de correlacion para cada par ordenado de ondas de Mayer
y sefial fotopletismografica. En el eje de las abscisas el nUmero de onda en orden
cronoldgico. En el eje de las ordenadas el valor de r. Se observa una disminucion
en dicho coeficiente, asi como una mayor dispersion para los registros posteriores

a la isquemia.
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Figura 23 A y B: En rojo se muestra la correlacion cruzada promedio para
cada sujeto experimental tanto en condiciones control (trazo superior) como de
lesion isquémica (trazo inferior). En las barras azules se muestra el histograma de
los retrasos de la sefial de la presion arterial con respecto a la sefal
fotopletismogréfica. Dicho retraso fue calculado como el punto en el tiempo en el

que las sefales mostraron la mayor correlacion.
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Registros obtenidos en la corteza cerebral

Una vez obtenidos los registros correspondientes a la segunda serie experimental,
estos fueron evaluados fuera de linea para garantizar que cumplieran con los
criterios para su inclusion en el analisis. Los registros obtenidos de la aplicacion del
fotopletismografo en la corteza cerebral fueron similares a aquellos obtenidos en la
médula espinal (figura 24). Los datos fueron procesados de la misma forma que en

la serie experimental precedente.
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Figura 24: Ejemplo de un registro obtenido en la corteza cerebral que cumple con
todos los requisitos para su inclusiébn en el andlisis. En negro se observa la
alimentacion del LED con las caracteristicas previamente descritas. Azul: sefal

fotopletismografica sin artefactos y con la basal en 0. Rojo: presion arterial.
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Retraso las sefiales PPG de la corteza cerebral y la PA.
A partir de nuestros registros pareados en la corteza cerebral y la arteria carétida
se obtuvieron la siguiente cantidad de ondas de Mayer aisladas para cada condicion

experimental:

Registros Registros Registros Registros

control primera segunda tercera

oclusioén oclusioén oclusioén

Numero de

ondas de Mayer

Retraso
_ 2.628 +2.171 2.081+0.854 2.158+1.070 2.250 + 0.958
promedio (S)

Al analizar los registros realizados en la corteza cerebral, nuevamente se encontro
un retraso entre las sefiales de la presion arterial y aquellas provenientes del
fotopletismografo. La normalidad de dichos retrasos fue evaluada por condicion:
registros control, registros realizados durante la primera oclusion, registros
realizados durante la segundo oclusion y los registros realizados durante la tercera

oclusioén.

Debido a que no todas las poblaciones de datos tuvieron una distribucion
normal, se realiz6 la prueba Kruskal-Wallis para evaluar si el retraso promedio
poblacional por condicién diferia con las demas. Al evaluar las 4 condiciones se
obtuvo un valor de H=2.378 con 3 grados de libertad. El valor calculado de p fue
de 0.498, por lo que no hay una diferencia significativa en el retraso observado

en condiciones control y aguellos observados tras la oclusion vascular.
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Registros control en la corteza cerebral.

Durante los experimentos realizados en condiciones control, se registraron un total
de 220 ondas de Mayer de los registros de PA y PPG, las cuales cumplieron con

los criterios de inclusion para su analisis.

Una vez seleccionados y aislados dichos registros, estos fueron analizados
para obtener la duracibn y amplitud de la presion arterial y la sefal
fotopletismogréfica, asi como la correlacion entre ambas. Adicionalmente, se les
obtuvo su espectro de potencia (Figura 25) y se realizaron las pruebas estadisticas
apropiadas. La clasificacion de las oscilaciones presentes en los registros fue

realizada de acuerdo a la literatura.
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Figura 25: Ejemplo de espectro de potencia realizado para las sefiales de la presion
arterial (rojo) y fotopletismograficas (azul) durante condiciones control en la corteza

cerebral del gato anestesiado.

Ondas de primer orden (intervalo R-R)

Nuevamente la frecuencia cardiaca fue calculada con un promedio de 123 latidos
por minuto (F=0.488 Hz, C en la figura 25). Dicha frecuencia es méas baja que en los
registros realizados en la médula espinal debido a la administracién continua de
pentobarbital sédico (Hanamoto, Niwa, Sugimura, & Yoshinari, 2012), pero no

supuso un factor perjudicial para el sujeto (Steagall, Robertson, & Taylor, 2017).

Ondas de segundo orden (Hering-Traube)

En esta serie experimental el animal respir6 de forma libre, encontrado en los
registros control una frecuencia respiratoria de 12 a 20 ciclos por minuto (F= 0.189
i 0.348 Hz). Nuevamente esto se debe al paradigma experimental y no se encuentra
fuera de los valores esperados para un gato anestesiado. Tanto en los registros
obtenidos por medio del transductor de presion como aquellos provenientes del
fotopletismografo, se observéd un incremento en la magnitud en dicho intervalo de

frecuencias denotados en el ejemplo de la figura 25 con la letra B.

Ondas de tercer orden (Mayer)

La medicién de la duracién las oscilaciones de tercer nivel para los registros de
presion arterial y PPG dieron como resultado un promedio de 17.653 + 8.598 y
17.592 + 8.505 segundos, respectivamente. Dichas duraciones indican frecuencias
de 0.110 a 0.039 Hz para las sefiales provenientes de la presién arterial y de 0.110

a 0.038 Hz para aquellas sefales provenientes del fotopletismégrafo. No existe una
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diferencia significativa entre las frecuencias obtenidas de las sefales

fotopletismograficas y de presion arterial (p=0.957, prueba Mann-Whitney).

Nuevamente, las oscilaciones encontradas entran dentro del rango de

duracion para las ondas de Mayer presente en la literatura.

Registros en el modelo de isquemia cortical.

En esta segunda fase experimental, se registraron un total de 159 ondas de Mayer
posteriores a la primera oclusién, 198 posteriores a la segunda oclusién y 171
posteriores a la tercera oclusion. Todos los registros fueron analizados siguiendo el
mismo procedimiento que se realizé con los grupos experimentales anteriores. Las

oclusiones se realizaron en intervalos de aproximadamente una hora entre ellas.

Ondas de primer orden (intervalo R-R)

El ritmo cardiaco fue calculado a partir del electrocardiograma. Para los registros
realizados después de la primeria isquemia cortical, se determind una banda de
frecuencias entre 2.181 y 2.383 Hz, lo que corresponde a una frecuencia cardiaca

de entre 98 y 131 latidos por minuto, con un promedio de 118 bpm.

Para los registros obtenidos después de la segunda lesién isquémica, se
obtuvo una banda de frecuencias entre los 1.733 y 2.58 Hz la cual es
correspondiente a un ritmo cardiaco de 104 y 155 latidos por minuto. El promedio
para este grupo de registros fue de 137 latidos por minuto. Finalmente, para los
registros obtenidos posteriores a la tercera oclusion se encontré una frecuencia
cardiaca de 1.633 a 2.310 Hz lo que equivale a un ritmo cardiaco de 98-138 ciclos
por minuto. Para este ultimo grupo de datos, el promedio fue de 125 latidos por

minuto.

En todos los casos, el ritmo cardiaco se encontré dentro de los valores
nominales para un gato anestesiado y no supusieron un riesgo para la viabilidad de

la preparacion (Brown, y otros, 2007).
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2.181171 2.383 1.7331 2.58 1.6331 2.310

Ondas de segundo orden (Hering-Traube)

Como se detall6 anteriormente, los sujetos experimentales a pesar de estar
anestesiados, no se encontraban sometidos a respiraciébn mecanica por lo que su

respiracion era espontanea.

Para los registros realizados inmediatamente después de la primera oclusion,
se registro la frecuencia de las ondas Hering-Traube con una banda de los 0.149 a

2.66 Hz. Dichas frecuencias equivalen a 9 a 23 respiraciones por minuto.

En los registros realizados después de la segunda oclusién, se encontré un
aumento en las frecuencias de 0.196 a 0.364 Hz. Dichas frecuencias corresponden

a una frecuencia respiratoria de 11.76 a 22 respiraciones por minuto.

Por ultimo, en el caso de los registros realizados después de la tercera
oclusion, se detecté un incremento en la magnitud espectral en las frecuencias de
0.121 a 0.303 Hz. Dicha actividad corresponde a una frecuencia respiratoria de 7 a

18 ciclos por minuto.

En todos los procedimientos realizados, la frecuencia respiratoria se
encuentra dentro de los valores normales esperados para gatos anestesiados
(Bednsarski, y otros, 2011).
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0.2661 0.149 0.3641 0.196 0.30371 0.121

Ondas de tercer orden (Mayer)

Nuevamente se realizé la medicion de la frecuencia de las ondas de Mayer tanto en
los registros de presion arterial como del fotopletismograma por medio de espectros

de potencia.

Para los registros obtenidos durante la primera oclusion, se encontré un
aumento en la magnitud espectral entre los 0.026 y 0.142 Hz lo que corresponde a
una frecuencia entre 7.042 y 38.462 segundos. La duracion promedio de las ondas
de Mayer después de la primera oclusion fue de 17.752 segundos.

En el caso de los registros obtenidos después de la segunda oclusién, dicho
aumento en la magnitud espectral se registr6 entre los 0.024 y 0.113 Hz. Ello
corresponde a una duracion de las ondas de Mayer de los 8.849 a los 41.667

segundos, con un promedio de 17.399 segundos.

Por ultimo, en los registros obtenidos después de que se realiz6 la tercera
oclusién de un vaso cortical, se observd un incremento en la magnitud espectral
entre los 0.022 y 0.102 Hz. Dichas frecuencias corresponden a una duracion de las
ondas de Mayer de 9.804 a 45.455 segundos, con un promedio de 18.802

segundos.

Al corroborar los valores encontrados con aquellos citados en la literatura, se

encontré que dichos valores se encuentran dentro de los parametros normales.
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. - Segunda -
Primera oclusién - Tercera oclusién
oclusion

Frecuencia
ondas de Mayer 0.142 - 0.026
(Hz)

0.1137 0.024 0.102 7 0.022

Comparacion de los registros obtenidos en condiciones control y de isquemia
cortical.

Los resultados obtenidos de los experimentos realizados en la corteza cerebral se

muestran en la siguiente tabla de promedios:

Control Primera Segunda Tercera

oclusion oclusion oclusion

n=159 n=198 n=171

Duracion 17.653 + 18.275 + 17.268 17.860 +
PPG (s) 8.598 5.672 4.814 6.637

DY  17.653 + 17.752 + 17.399 + 17.923 +
(s) 8.598 5.052 4.868 6.717

Retraso entre
2l Sefleles 2.253+1.237 2.081 £0.854 2.113+0.992 2.250 + 0.985

©)
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11.086 *
7.059 £3.753 9.802 +5.345 e 8.159 + 4.568

0.209+0.177 0.178+0.222 0.367+0.285 0.278 +0.374

Nuevamente se realizaron pruebas de normalidad a los resultados obtenidos.
Al obtener resultados negativos para la normalidad, se emplearon pruebas Mann-
Whitney para comparar los valores de las sefiales obtenidas de la presion arterial
con sus contrapartes fotopletismograficas. En todos los casos se obtuvieron valores
de p>0.05. Dicho resultado indica que no existen diferencias significativas en la
duracién, amplitud y retraso de las sefiales registradas por medio del transductor
de presion intraarterial y aquellas provenientes del fotopletismagrafo.

A pesar de que no existe una diferencia significativa entre ambas
modalidades de adquisicibn en un mismo sujeto, si existe una variacién en la
duracion (Figuras 26 y 27) y amplitud (Figuras 28 y 29) entre los sujetos empleados.
Dicho de otra forma, en cada sujeto experimental la amplitud y la duracién de las
ondas de Mayer detectadas varié6 de manera distinta a como lo hizo en los otros

sujetos.

La duracién de las ondas de Mayer y la de su sefal fotopletismografica
correspondiente en la corteza, fueron los parametros mas similares. Al realizar
pruebas de correlacion entre la duracién de las dos sefales, asi como de sus

amplitudes se obtuvieron los siguientes resultados:

Control Primera Segunda Tercera
Oclusion Oclusion Oclusion
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r=0.998
p<0.001

r=0.294
p=0.294

r= 0.640
p<0.001

r=0.356
p<0.001

r=0.988
p<0.001

r=0.819
p<0.001

r=0.977
p<0.001

r=-0.555
P<0.001

Siguiendo la clasificacion de Mukaka para las correlaciones, la correlacion

entre la duracion de la sefal obtenida por el transductor de presion y la sefial

fotopletismografica para los registros control y aquellos de la segunda y tercera

oclusion deben ser clasificados como correlaciones muy altas. Por su parte, la

correlacion entre la duracion de las sefiales obtenidas durante la primera oclusién

es una correlacion moderada. En todos los casos las correlaciones fueron

significativas.
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Figura 26: Graficas por sujeto, que ilustran la duracion de las sefiales
fotopletismogréficas y la presion arterial. En el eje de las absisas se muestran las
ondas de Mayer observadas en los registros de forma cronoldgica, mientras que en
el eje de las ordenadas esta expresada la duracion de la oscilaciéon para dicho
registro. Para cada sujeto, hay dos filas de graficas y 4 columnas. La primera fila
denota las sefiales provenientes del transductor de presion mientras que en la
segunda se grafica la duracion de las sefales fotopletismograficas. La primera

columna muestra los registros control; la segunda los registros posteriores a la
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Figura 17: Duracion por registro obtenidos en los sujetos experimentales 3 y 4
durante condiciones control y posteriores a las oclusiones. Igual que en la figura
anterior se observa una alta concordancia entre los registros provenientes de las
dos modalidades de adquisicion, mas no cuando se comparan los valores entre

sujetos.
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Figura 28: Graficas demostrando los cambios en la amplitud de los registros
realizados en condiciones control y posteriores a las oclusiones realizadas en la
corteza cerebral.
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Figura 29: Fluctuacion de la amplitud de las sefiales registradas a lo largo del tiempo

en los sujetos experimentales 3y 4.
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Coeficientes de correlacion y comparacion entre los registros control y
aquellos obtenidos en condiciones de lesion isquémica.

Nuevamente, se estimaron los coeficientes de correlacion cruzada entre las sefiales
provenientes de la presion arterial y sus contrapartes provenientes del registro

fotopletismogréfico (figuras 30, 31, 32 y 33). Al igual que en los casos anteriores,

losvalor es de r fueron converti do saraAsimiémo,
se verifico que las correlaciones fueran significativas para cada par de registros, por
sujeto y finalmente por grupo experimental. Los valores de z” promedio, r, la n para
cada grupo y el valor de p para cada tratamiento se expresan en la siguiente tabla:
Control Primera Segunda Tercera
oclusion oclusion oclusién
£ 0.753 0.711 0.665 0.608
Promedio
r 0.637 0.611 0.582 0.543
n 220 159 198 171
p <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Con base en dicha tabla y considerando un valor de alfa de 0.05 para las
pruebas estadisticas, se puede concluir que las correlaciones entre las sefiales
provenientes de las ondas de Mayer medidas en el lumen de la arteria carétida y
aguellas adquiridas por medio del fotopletismografo son significativas dentro de
sus respectivos tratamientos. Adicionalmente, siguiendo la clasificacion de
Mukaka (2012) para los coeficientes de correlacion, podemos establecer que los

valores obtenidos para dicho estadistico se distribuyen de la siguiente forma:
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0.637 0.611 0.582 0.543

Moderada Moderada Moderada Moderada

Con el propésito de dar una comparacion numérica a las correlaciones
obtenidas durante los 4 tratamientos realizados a lo largo de la serie experimental
realizada en la corteza del gato, se realiz6 un analisis de varianza por rangos
Kruskal-Wallis de una sola via. A partir de dicho analisis se obtuvo una H= 50.958
con 3 grados de libertad y una p < 0.001 y se continué el analisis por medio del
procedimiento de comparacion de multiples pares (método de Dunn). A partir de

dicho andlisis se genero la siguiente tabla:

35.639 1.604

88.632 4.206 Si
146.573 6.730 Si
52.993 2.372 No
110.934 4.821 Si
57.941 2.645 Si

Por medio de las tablas anteriores se puede observar un decremento en
coeficiente de correlacién de las sefiales a medida que se implementan las
lesiones isquémicas en la corteza cerebral. Asimismo, dicha diferencia no es
significativa entre un tratamiento y el inmediatamente siguiente, salvo entre la
tercera y segunda oclusién. Adicionalmente, se puede concluir a partir de dicha tabla
que existe una diferencia significativa entre los registros obtenidos en condiciones

control contra aquellos obtenidos posteriores a la segunda y tercera oclusion. Ello
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indica que la metodologia empleada en el presente trabajo es capaz de detectar
diferencias significativas entre las sefiales provenientes del fotopletismografo y
aguellas obtenidas del lumen de la arteria carétida después de la aplicacion de un

modelo de lesion isquémica focal cortical.
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Resumen de los resultados.

A lo largo del presente trabajo se desarrollaron dos series experimentales: una de
registros fotopletismogréaficos en la médula espinal y una segunda en la corteza
cerebral. Una vez obtenidos los registros que funcionaron como control, se realizé
la oclusion de los vasos sanguineos aledafios al sitio de registro, con el propdsito
de simular una lesién de tipo isquémico. En la primera serie experimental se realizo
una sola oclusién, mientras que en la segunda serie experimental se realizaron 3

lesiones con intervalos de una hora entre ellos.

Registros realizados en la médula espinal

En la primera serie experimental se obtuvo un total de 259 registros
correspondientes a las ondas de Mayer en condiciones control y 136 ondas de
Mayer, una vez aplicado el modelo de lesién isquémica.

Se evalué la correlacion cruzada entre las sefales provenientes del
fotopletismograma y aquella proveniente del transductor de presion arterial en la
cardtida. Se evaluo la significancia de los coeficientes de correlacion cruzada para
cada par de sefiales, asi como para cada tratamiento experimental y por sujeto. En

todos los casos la correlacion fue significativa.

Finalmente, se comparé el coeficiente de correlacion cruzada obtenido de los
registros en condiciones control (r=0.729) contra aquel proveniente de los registros
posteriores a la lesion (r= 0.531). De acuerdo a la escala empleada para la
clasificacion de los coeficientes de correlacion, la correlaciébn obtenida en los
registros control corresponde a una correlacion alta; mientras que aquella
proveniente de los registros del modelo isquémico corresponde a una correlaciéon
moderada. El valor calculado de p para la comparacion entre dichos coeficientes fue
menor a 0.001, por lo que existe una diferencia significativa entre los

coeficientes de correlacién de los tratamientos evaluados.
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Registros realizados en la corteza cerebral

En la serie experimental realizada en la corteza cerebral del gato se obtuvo
un total de 220 registros en condiciones control, 159 registros después de la primera

oclusion, 198 después de la segunda y 171 después de la tercera oclusion.

Al evaluar las correlaciones cruzadas de las sefiales de PA y PPG, se
encontraron los siguientes valores: control r= 0.637; primera lesion r=0.611;
segunda lesion r=0.582; y tercera lesidén r=0.543. En todos los casos dichos
coeficientes fueron clasificados como correlaciones moderadas. Adicionalmente, se
encontré una diferencia significativa entre el coeficiente de correlacion de los
registros control contra aquellos provenientes de la segunda y tercera

oclusion (p<0.001).
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Discusion

En el presente trabajo se han caracterizado las sefiales provenientes del registro de
las ondas de Mayer de forma intra-arterial y por medio de un fotopletismoégrafo.
Asimismo, se evalud la correlacién entre ambas sefales, tanto en condiciones
control como en condiciones isquémicas adyacentes al sitio de registro. A pesar de
las limitaciones que presentan la metodologia empleada y el alcance del presente
trabajo, este es una demostracion de la viabilidad para el uso de fotopletismégrafos

para la evaluacion de la integridad del tejido neural.

En la literatura hay reportes de la implementacién de dispositivos opto-
eléctricos para la evaluacion de lesiones por compresion en la médula espinal de la
rata (Phillips, y cols., 2006) y la existencia de dispositivos para la medicion de las
seflales BOLD (Blood Oxigen Level Depent) en la corteza cerebral humana por
medio de espectroscopia de infrarrojo cercano (Duan, Zhang, & Zhu, 2012;
Quaresima, Bisconti, & Ferrari, 2012). Sin embargo, el trabajo presentado en esta
tesis es un primer acercamiento para la implementacion de la fotopletismografia
para la evaluacién de patologias neurales de tipo isquémico sin el uso paralelo de
resonancia magnetica funcional. Por lo tanto, la presente prueba de concepto podria
resultar beneficiosa para el desarrollo de tecnologias accesibles para el diagnostico

oportuno de eventos neurovasculares.

A continuacion se detallan algunos de los fendmenos mas importantes

descubiertos a lo largo del desarrollo del presente trabajo:

Retraso entre las sefiales PPG y PA

En ambas series experimentales se observé un retraso entre las sefiales obtenidas
por el transductor de presion en la arteria carotida y el fotopletismografo. Para los
registros realizados en la médula espinal, la latencia fue de 5.376 + 2.365 segundos.
Mientras que en los registros realizados en la corteza cerebral fue de 2.628 £ 2.171

segundos. A partir de la prueba realizada donde se midi6 de forma paralela la
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presion arterial en la arteria femoral, se sugiere que el tiempo de latencia entre las
sefales se debe a la distancia entre los puntos de registro, asi como vascularizacion
de las zonas. Al disminuir el diametro de los vasos sanguineos se reduce la
velocidad de flujo (Munson, Young, Okiishi, & Huebsch, 2009).

Adicionalmente, es relevante la mencién de la existencia de tiempos de
latencia en la adquisicion de sefiales hemodindmicas de forma indirecta por medio
de otras metodologias. EI monitor de presion arterial no invasivo Finometer Pro
(Finapres Medical Systems) presenta una latencia de aproximadamente 8
segundos, con respecto a la medicién por medio de un catéter inserto en la arteria
cardtida del humano. Asimismo, Rieger y colaboradores (2018) registraron las
ondas de Mayer en el humano por medio del cambio volumétrico en los vasos de la
retina y el uso de un monitor Finometer, encontrando una latencia de 5 segundos

entre sefales.

Con base a dichos antecedentes bibliograficos, se puede atribuir el retraso
encontrado entre las sefales fotopletismograficas y de presién arterial en el

presente trabajo a las propiedades intrinsecas del tejido y no a un posible artefacto.

Amplitud de las ondas de Mayer

Se observo una diferencia entre la amplitud de las oscilaciones de la presion arterial
en la arteria carétida y de las oscilaciones fotopletismograficas de la corteza

cerebral.

En primera instancia, la menor magnitud de las oscilaciones provenientes de
los registros realizados en corteza cerebral se debe al uso continuo de pentobarbital
sbdico intravenoso (Macintire, Drobatz, Haskins, & Saxon, 2012) (Steagall,
Robertson, & Taylor, 2017). En la literatura se encuentra bien documentada la

disminucién en la frecuencia cardiaca debido a dicho farmaco (Baum, Halter,
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Taborsky, & Portre Jr., 1985). Asimismo, se ha visto una disminucién en la banda
de frecuencias lentas (0.04-0.28 Hz) de la presion arterial posterior a la aplicacion
de pentobarbital, debido a la disminucion de la actividad simpatica (Hanamoto,
Niwa, Sugimura, & Yoshinari, 2012). Dicho efecto farmacoldgico pudiese haber
influido en los resultados obtenidos de la serie experimental realizada en el cerebro,
pudiendo explicar en parte la disminucion en los coeficientes de correlacién en

comparacion a los registros obtenidos de la médula espinal.

Alun mas, es importante considerar el efecto de los procedimientos
quirdrgicos en la presion arterial. En 2011 Shin y colaboradores reportaron un
aumento en la actividad simpatica posterior a incisiones quirargicas realizadas en
humanos anestesiados. Dicha modificacion de la actividad simpética resultd en

aumentos en las oscilaciones en la presion arterial.

El presente trabajo, al ser un primer abordaje a la implementacion de
fotopletismografos para la evaluacion de tejido neural, consiste de una cirugia
invasiva, en especial la requerida para la exposicion de la médula espinal. Aunado
a esto, la perdida de volumen sanguineo favorece la aparicion de ondas
vasomotoras de tercer nivel (Halliburton, 1919). Tomando en cuenta estos influjos,
futuros trabajos deberan de perfeccionar la metodologia implementada tanto para

la cirugia como para la anestesia de los sujetos.

Limitaciones del modelo de lesiéon implementado.

Otro aspecto del presente trabajo que se debe analizar es la eleccién e

implementacion del modelo de lesion isquémica.

El modelo de oclusion elegido para simular isquemias espinales ha sido
empleado con anterioridad (Macrae, 2011), demostrando en estudios histolégicos

la similitud fisiolégica que tiene con las patologias isquémicas en el tejido neural. A
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pesar de esto, futuros trabajos deberian evaluar la implementacion de otros modelos

gue no impliquen el colocar un objeto cerca del sitio de registro.

Ilgualmente se deberian buscar y evaluar alternativas a la cauterizacion de la
vasculatura cortical. Debido al diametro de los vasos ocluidos existe una dificultad
para la oclusiébn mecanica, por lo que la cauterizacion fue la mejor opcion. Si bien la
cauterizacion ha sido ampliamente empleada para lograr isquemias corticales
focalizadas (Meyer, Anderson, Sundt, & Yaksh, 1986) (Canazza, Minati, Boffano,
Parati, & Binks, 2014), es posible que las propiedades oOpticas del tejido cauterizado

y el periférico se vean modificadas.

A modo de perspectiva, para trabajos subsecuentes, se recomienda la
evaluacion del uso de endotelina-1, ya que al aplicarla de forma topica se obtiene
una reduccioén en el flujo sanguineo cortical. Dicho modelo de lesién isquémica ha
sido empleado anteriormente y validado por la medicion del flujo sanguineo por
medio de un fluxbmetro laser-Doppler (Kjell, y otros, 1997). El efecto de dicho
farmaco es dosis dependiente. Otro farmaco que se podria emplear para obtener
un modelo de isquemia cortical es la trombina, pero esta debe ser micro-inyectada
en el lumen vascular (Macrae, 2011) dificultando su aplicacion en los vasos menores

de la corteza cerebral del gato.

Resultados obtenidos

A partir de las dos series experimentales realizadas en el presente trabajo se
pudieron aislar en primera instancia un total de 259 ondas de Mayer control y 136
en el modelo isquémico de meédula espinal. Similarmente en la segunda serie
experimental se registraron un total de 220 ondas de Mayer control, 159 posteriores
a la primera oclusion, 198 posteriores a la segunda oclusion y 171 después de la
tercera oclusion de vasos sanguineos adyacentes al sitio de registro en la corteza

cerebral.
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A partir de los registros obtenidos en todas las condiciones experimentales
previamente descritas se obtuvieron los siguientes parametros: cambios en la
amplitud tanto de la presion arterial como de la sefial fotopletismografica; duracion
de las ondas de Mayer en el fotopletismografo y en la presion arterial; asi como el
retraso entre las sefiales provenientes del fotopletismégrafo y la presion arterial.
Tomando en cuenta dichos parametros y su similitud, se puede aseverar que la
sefal fotopletismografica es alterada principalmente por la actividad hemodinamica

del tejido neural por lo que se puede emplear como una medicion indirecta de ella.

El enfoque principal del presente trabajo fue el comparar los coeficientes de
correlacion cruzada entre las sefiales provenientes de la presion arterial y aquella
proveniente del fotopletismégrafo. Para ello, se estimo el valor de r de acuerdo a la
metodologia previamente descrita, tanto para los registros aislados, por sujeto
experimental y por tratamiento. En todos los casos hubo correlaciones significativas
entre las sefales fotopletismograficas y aquellas obtenidas por medio de la canula
inserta en la arteria carodtida. Al evaluar dichas correlaciones, se observd una
disminucion significativa en el coeficiente de correlacion después de la lesién

isquémica del tejido nervioso.

En los registros obtenidos de la médula espinal se observaron los cambios
mas dramaticos, ya que el rango de correlacion paso de ser una correlacion alta
(r=0.729) en los registros control a una correlacion moderada (r=0.531) en los
registros posteriores a la oclusion del vaso sanguineo en el dorso de la médula

espinal.

Por su parte, los registros realizados en la corteza cerebral también
exhibieron cambios en el coeficiente de correlacion a medida que se implementaban
las lesiones al tejido vascular en la corteza cerebral. En dicha serie experimental
todos los tratamientos obtuvieron coeficientes de correlacién pertenecientes a las
correlaciones moderadas en la escala de Mukaka siendo para los registros control

r=0.637, para la primera oclusion r=0.611, para la segunda r=0.582 y en la tercera
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r=0.543. A pesar de | a relativa fApocacdciérvari aci
dichos cambios fueron significativos entre los registros obtenidos en condiciones

control y aquellos obtenidos después de la segunda y tercera oclusion. De este

modo se valido el uso del fotopletismografo desarrollado en Laboratorio de
Neurofisiologia Integrativa para el estudio de eventos neurovasculares de tipo

isquémico tanto en la corteza cerebral como en la médula espinal. Asimismo, se

abre la puerta para posteriores estudios de lesiones de tipo hemorragico, lesiones

traumaticas y el acople de la actividad hemodinamica con la electrofisiolégica
(Moreno-Castillo, y otros, 2020).

Adicionalmente, futuros trabajos podrian enfocarse en determinar la
gravedad y la propagacion necesaria de una lesion de tipo isquémico para que esta
pueda observarse de forma experimental con el fotopletismografo desarrollado. Ello
podria realizarse por medio de técnicas histologicas como tinciones, asi como

lesiones farmacoldgicas.
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Conclusiones

El presente trabajo supone un primer avance y prueba de concepto para el uso de
un acople foto-eléctrico de tipo fotopletismografico para el estudio de la integridad y
lesiones del tejido neural, de la médula espinal y del cerebro, a partir de las
afecciones del tejido vascular subyacente.
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The hemodynamic response is a neurovascular and metabolic process in which there
is rapid delivery of blood flow to a neuronal tissue in response to neuronal activation.
The functional magnetic resonance imaging (fMRI) and the functional near-infrared
spectroscopy (fNIRS), for instance, are based on the physiological principles of such
hemodynamic responses. Both techniques allow the mapping of active neuronal regions
in which the neurovascular and metabolic events are occurring. However, although
both techniques have revolutionized the neurosciences, they are mostly employed
for neurocimaging of the human brain but not for the spinal cord during functional
tasks. Moreover, little is known about other techniques measuring the hemodynamic
response in the spinal cord. The purpose of the present study was to show for the first
time that a simple optical system termed direct current photoplethysmography (DC-
PPG) can be employed to detect hemodynamic responses of the spinal cord and the
brainstem during the functional activation of the spinal central pattern generator (CPG).
In particular, we positioned two DC-PPG systems directly on the brainstem and spinal
cord during fictive scratching in the cat. The optical DC-PPG systems allowed the trial-
by-trial recording of massive hemodynamic signals. We found that the “strength” of the
flexor-plus-extensor motoneuron activities during motor episodes of fictive scratching
was significantly cormrelated to the “strengths” of the brainstem and spinal DC-PPG
signals. Because the DC-PPG was robustly detected in real-time, we claim that such
a functional signal reflects the hemodynamic mass action of the brainstem and spinal
cord associated with the CPG motor action. Our findings shed light on an unexplored
hemodynamic observable of the spinal CPGs, providing a proof of concept that the
DC-PPG can be used for the assessment of the integrity of the human CPGs.

Key central pattern g tion, hemodynamics, BOLD, DC-photoplethysmography, fNIRS

INTRODUCTION

The word plethysmograph comes from the Greek “plethismos”™ (becoming full or enlargement)
and “graphos” (to write). This word is similar to the more known term “plethora,” meaning
overabundance or the state of being full In medicine, the word “plethysmograph” describes
an instrument for registering variations in the volume of an organ, limb, or from the

January 2020 | Volume 14 | Article 38
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whole body. In the case of the limbs, the plethysmography
is used for registering variations in the volume of arms and
legs, and hence the variations in the amount of blood in
these limbs. Plethysmographs were also used a long time
ago to measure lung volume via the law of Boyle-Mariotte
(Haldane and Priestley, 1905; Criée et al, 2011). In 1938,
Hertzman introduced the term “photoelectric plethysmography,”
also known as “Photoplethysmography” (PPG), to estimate the
blood supply of skin areas (Hertzman, 1938). This concept born
from a previous study by Hertzman and Spealman (1937), in
which they reported the photo-electrical pulsatile nature of blood
supply from the fingertip.

The PPG is a simple optical method that employs a
light source to illuminate the tissue and a photodetector that
detects the reflected or transmitted light. A PPG signal can
be separated into an oscillating (AC) and a steady-state (DC)
component. The amplitude of both components is dependent
upon the structure and flow in the microvascular bed, oxygen
consumption, and other unknown factors (Kamal et al, 1989).
From its implementation, this technique has commonly been
employed in non-invasive devices, from single spot monitoring
to more advanced imaging PPG (IPPG) and non-contact
IPPG (Sun and Thakor, 2015), mainly to detect the AC-PPG
component. The IPPG uses fast digital cameras and advanced
software (for instance, see Liu et al, 2018). The PPG and
contact/non-contact IPPG are widely employed for clinical
purposes to obtain non-invasive recordings of blood pressure,
oXygen saturation, respiration, and heart rate (for review, see
Allen, 2007; Sun and Thakor, 2015). Recently, the PPG has
been employed for quantitative assessment of hypertension
(Liang et al, 2018), non-contact neonatal monitoring (Cobos-
Torres et al, 2018), sympathetic nerve activity during cold
stress (Budidha and Kyriacou, 2019), among a great variety of
other applications.

In 2006, Phillips and colleagues developed an optical fiber
PPG system to detect by reflectance “AC” PPG signals from the
rat spinal cord (AC-PPG). They introduced such a system as a
proof of concept that a similar system could be employed in
the future in human subjects to examine mechanisms of spinal
cord injury (Phillips et al., 2006). In a second report, Phillips
et al. (2009) employed the same system to investigate whether the
pulsation of small arteries in the rat spinal cord occurred before,
during, and after compressive loads applied to the spinal cord
They found that the pulsatile AC-PPG signal amplitudes were
reduced by compressive loads, with a reduction that persisted
for at least 5 min after the compression ended. These authors
suggested that ischemia may occur during compressive injury
of the spinal cord. In a subsequent study, Phillips et al. (2013)
employed the same AC-PPG fiber-optic probe to assess the
regional perfusion of the spinal cord in anesthetized adult rats.
They found a considerable inter-site and inter-subject variability
in the AC-PPG signal compared to the Doppler flowmetry. They
concluded that the AC-PPG could be employed to investigate
pathological mechanisms of spinal cord injury. Recently, Cibert-
Goton et al. (2015) employed the same technique of AC-PPG in
the rat spinal cord to show that the spinal root avulsion does not
significantly alter blood flow or tissue oxygen levels, suggesting
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that ischemia may play a less prominent role in avulsion injury-
induced pain than previously thought. In another study, Phillips
et al (2008) reported a similar fiber-optic cerebral oximetry
system with AC-DC capabilities to be used in the brain tissue of
patients recovering from neurosurgery or head injury.

These findings of AC-PPG signals from the rat spinal
cord, and the fact that it is possible to obtain direct
current photoplethysmography (DC-PPG) signals from the brain
(Phillips et al, 2008), motivated our laboratory to examine the
characteristics of the “functional DC-PPG” signals in the in vivo
brainstem and spinal cord during a fictive motor task. Therefore,
our study aimed to examine whether the functional DC-PPG
is useful to detect the physiological activity of the brainstem
and spinal cord in real-time during a scratching motor task
in decerebrate cats. We suggest that the functional DC-PPG
complements the AC-PPG, and it could also be employed for the
real-time assessment of the central pattern generation function.

MATERIALS AND METHODS

Animal Preparation

We made an effort to reduce the number of cats used in
this study, in agreement with the guidelines contained in the
Mexican regulations (NOM-062-Z00-1999) for the care and use
of laboratory animals. With this idea, we performed experiments
in seven adult cats (2.3-3.7 kg). Our experimental procedures
are similar to those employed in previous reports from our
group (Cuellar et al,, 2009, 2018; Tapia et al,, 2013; Meza et al,
2019). The animals were handled with care and introduced
in a comfortable anesthesia-induction-box at a temperature of
22-29°C and 40-70% relative humidity. During surgery, we
employed isoflurane at 2% to maintain deep anesthesia, and
we applied atropine and dexamethasone (0.05 and 2 mg/kg,
respectively). The ethics committee (CICUAL-Proyecto-00489)
from the Benemérita Universidad Auténoma de Puebla approved
our experimental protocol. We followed the guidelines contained
in the Mexican regulations (NOM-062-ZO0-1999) for the care
and use of laboratory animals and the corresponding National
Institutes of Health Guide. We verified the level of anesthesia by
testing for the lack of withdrawal reflexes and muscle tone and by
the monitoring of arterial blood pressure from the carotid artery.
During all the experiments, we administered a mix of bicarbonate
(100 mm) and glucose (5%) solution throughout the radial vein
at arate of 5 ml/h.

For electrophysiological recording, we dissected the bilateral
tibialis anterior (TA) and the medial gastrocnemius (MG) nerves.
For optical recording, the lumbosacral spinal cord segments
were exposed, and the dura mater was removed. We mounted
the animal on a stereotaxic apparatus. The skin around the
exposed tissues was used to form pools, which were filled with
mineral oil (after placement of the electrodes and optic systems)
and maintained at a constant temperature (37°C). We made a
decerebration, which consisted of a mechanical precollicular-
postmamillary transection with the complete removal of all tissue
rostral to the transection and both cerebral hemispheres. To
avoid bleeding, we applied SURGICEL® Absorbable Hemostat
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on the exposed neural tissues. The empty cavity was filled with
Agar-Agar. The anesthesia was discontinued 5 min after the
decerebration verifying that the respiration, blood, pressure,
and heartbeat were stable. We noted that even after the
discontinuation of the anesthesia, the animals did not exhibit
any sign of discomfort because they were correctly decerebrate,
and all centers of conscious pain were carefully removed.
To maintain blood pressure between 80 and 120 mmHg, we
administered dextran and saline solutions as necessary. At the
end of all surgical procedures, including the decerebration,
we administered pancuronium bromide (Pavulon; Organon),
and then the animals were artificially ventilated. We applied
d-tubocurarine (0.1%) on the surface of the C1-C2 segments
using a piece of cotton impregnated with it. Scratching was
produced by a brief (about 1 s) mechanical stimulation of
scratch reflex receptive fields located on the left pinna. At the
end of the experiments, each animal was euthanized with an
overdose of pentobarbital, and the spinal cord was recovered for
histological analysis.

Implementation of Our Functional

DC-PPG System to the Spinal Cord

The functional DC-PPG system for the spinal cord consisted
of two elements: (1) a miniature red LED (with peak emission
wavelength at 660 nm) placed below the spinal cord and
above the remaining dura mater and vertebral body and
(2) a Texas Instruments OPT-101 photodiode placed directly
above the spinal cord, on its left side for left scratching
(Figure 1A). The signal obtained from the functional DC-PPG
system was expressed as a percentage of the transmitted light
through the tissue.

The device was held in place using a micromanipulator and a
series of holders and posts attached to the stereotaxic frame where
the cat was placed. We take care to ensure that the device touched
the surface of the spinal cord without pressing it. The metal
components of both devices were adequately insulated. Once the
functional DC-PPG system was placed, a small pool of black agar-
agar was poured on and around the optical devices. The black
color insured insulation from possible light pollution from the
otherwise darkened room. The LED was driven by a MASTER-
8 stimulator (AMPI, Israel), while the OPT-101 photodiode
was directly connected to an input channel of a DIGIDATA
(Molecular Devices) data acquisition system (in a free-run mode
at a 10 kHz sampling-rate, without filtering to allow a continuous
DC-recording without averaging).

LED-lllumination Protocol and Recording

Our LED-illumination protocol consisted of pulses of 150 ms
of red light (peak emission wavelength at 660 nm) with 50 ms
intervals of darkness (Figures 1B,C). We used an optical power
meter PM100D-Thorlabs to measure the light intensity for
different input voltages to the red LED delivered by the MASTER
8. We adjusted the amplitude of light pulses to 0.0027 mW
(3.5 V from the MASTER 8). We simultaneously recorded the
electroneurographic activity of the TA and MG nerves, as well
as the functional DC-PPG signal from the lumbar L6 spinal
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cord. The electroneurographic activity was amplified %5000 with
Grass-Astromed (P511) amplifiers (0.05 Hz to 30 kHz band-pass).

Experimental Paradigm

The experimental paradigm consisted of the simult
electroneurographic recording of the TA and MG nerves, and the
functional DC-PPG signals during scratching episodes elicited
by brief mechanical stimulation (about 1 s) of the left pinna. To
avoid fatigue, we elicited each scratching episode at least 30-60 s
after the ending of a previous scratching episode.

We performed two different types of experiments. The first
type of experiment (Figure 2) consisted of the simultaneous
recording of the DC-PPG signal in the spinal cord and
the electroneurographic activity in the TA and MG nerves.
The second type of experiment (Figure 3) consisted of the
simultaneous recording of the DC-PPG signals in the brainstem
and the spinal cord, plus the electroneurographic activity in the
TA and MG nerves.

Statistical Analysis

We performed several non-parametric pairwise Signed-Rank
Tests to examine the statistical significance for the difference
between the “DC-PPG before scratching” versus “DC-PPG after
scratching” in the spinal cord and the brainstem, under the
null hypothesis that the differences between conditions were
zero. All effects are reported as significant if p < 0.05. One-
tailed probability was considered for significance. Furthermore,
a Spearman’s rank correlation method was used to test for
significant correlations between the normalized area of the
DC-PPG signal and the normalized area of the TA and
MG electroneurographic activity. The correlation coefficients
were calculated, and all correlations are reported as significant
if p < 0.05.

RESULTS

First Type of Experiment: Implementation
of the Functional DC-PPG System to the
Cat Spinal Cord During a Motor Task

Because we measured the hemodynamic activity of the spinal
cord during a motor task, we termed it as “functional DC-PPG.”
We show in Figure 1A the experimental arrangement. The left
panel of Figure 1B shows that the LED illumination intensity
of 0.027 mW produced 100% of the transmitted light when it is
positioned directly on the photodiode without the spinal cord.
The right panel of Figure 1B (see also Figure 1C) shows that
the same LED illumination intensity of 0.027 mW produced a
spinal PPG signal with 36% of the transmitted light when it travels
through the spinal cord tissue. The relatively low percentage (36%
in the spinal PPG) was expected due to the nature of this tissue
(Jaques, 2013; Filatova et al, 2017). An important caveat is that
our measurements were obtained on live tissue, which means that
the light beam had to travel through 5-6 mm of the spinal cord
with a continually fluctuating blood volume. Figure 1D shows
a representative recording of the functional DC-PPG signal of

January 2020 | Volumne 14 | Article 38

110



Morano-Castilo et al. Brainstem and Spinal Cord Photoplethysmagraphy

PPG % of transmitted light
Ll il L
u u J_

Input signal

B

LED | | 0.027mW 0.027mW

PPG 100 % 36%
- " -

150 ms
150 ms
c [ —
LED 0.027TmW
36%
PPG l ’ , l
e 0%

50ms 200ms

D
20 00T 0 R O BV o 27 o

38 %

i g T
G0 i o DT >

Scratching episode

FIGURE 1 | Functicnal DC-PPG applied to the cat spinal cord during an episode of motor activity. (A) of the experi g t, ilustrating a red
LED bedow the LE lumber spindl segment, and a Texas Instruments OPT-101 phatodiode on the epinal cord. The dura mater was removed to alow that both devices
caoudd touch, but not prees the spinal cord. (B) Comparnison betwesn the DC-PPG responsa to LED illumination, with and without tha spinal cord. Without any tissue
in between, the photodicds detects 100% of the rad light (left panel). Note how a LED pulse produces attenuation from 100% to sbout 36% cof the red light when it
croesee the spinal cord (right pandl). (C) Upper panel, a train of red-LED pulsas of 150 ms with a dark interval of 50 ms and an amplituda of 0.027 mW of light
intensity applied throughout the spinal cord, asillustrated in panel (A). (C) Lower pandl, the OPT-101 photedicds response in the spinal cord (i.e., & zoom in of the
pulzad elements of the functional DC-PPG signd); note that the spina cord tissue atteruated the light to 38%. (D) Typical recording in real-time of the functional
DC-PPG signal in tha spinal cord elicited during an episode of motor action (ictive scratching). Nota: how the tiialis anterior (TA) and medial gastrocnemius MG)
nerve activities preceds by few seconds the maximal peak responss of the functional DC-PPG signd detectad with the OFT-101 phatedicde. The dashed pink ines
ilustrate the length of the fictive scratching episcde (i.e., the motor activity episcds).

Frontiers in Neurascience | waw frontiersin.org 4 January 2020 | Volumne 14 | Article 38

111



Moreno-Castilo et al.

the spinal cord (namely also PPG, or spinal PPG) during a fictive
scratching episode. As expected, the activities of the TA and MG
nerves during scratching were followed by a functional DC-PPG
signal in the lumbar spinal cord. In Figure 1D, the dashed pink
lines illustrate the onset and end of the motor episode. Similar
recordings as those illustrated in Figure 1, were obtained in all
the cats and for all the scratching episodes.

If we assume that the observed DC-shift in the functional DC-
PPG signal of the spinal cord is related to a change in blood
volume and flow of the spinal cord during scratching, then we
could hypothesize that the magnitude in the activity of the TA
and MG nerves could be correlated with such DC-shift in the
functional DC-PPG signal. We examined this hypothesis with
quantitative analysis for all the scratching episodes in seven cats.
Such analysis is explained in Figures 2A,B.

Figure 24 illustrates with green dashed lines the time window
of a scratching episode and with pink dashed lines a window of
the same duration around the maximal-amplitude point of the
functional DC-PPG signal of the spinal cord. Figure 2B illustrates
the same as Figure 2A but with the filtering of the functional
DC-PPG signal and rectification and integration of the TA and
MG nerve activity, and the sum of both signals (TA plus MG). It
is relevant to highlight that in our analysis, we always assumed
a “time window of the scratching episode” equal to the “time
window of the functional DC-PPG signal in the spinal cord.”

After we obtained the sum of the rectified and integrated
TA and MG signals, we calculated its area. We also calculated
the area below the functional DC-PPG signal of the spinal
cord in the time window explained above. We made these
calculations for 141 scratching episodes in seven cats. The
results are illustrated in Figures 2C-I. Each plot shows the
correlation between normalized data of the area of the sum of
the rectified and integrated TA and MG signals versus the area
of the functional DC-PPG signal in the same time window. We
obtained Pearson’s correlation coefficients 0f0.97,0.97,0.94, 0.87,
0.96, 0.91, and 0.84 for all the graphs, with a statistical significance
of p < 0.005 or p < 0.0001. Figure 2J shows pooled data for all
the animals. The Spearman’s rank correlation method was used
to test for significant correlations between the normalized area
of the DC-PPG signal and the normalized area of the TA and
MG electroneurographic activity. We obtained a p < 0.0001 with
140 degrees of freedom and a correlation coefficient of 0.87. This
statistical analysis shows the reproducibility of our results. The
blue histogram in Figure 3A illustrates the mean latency between
the rectified and integrated TA + MG signals (red triangle)
versus the functional DC-PPG signal of the spinal cord (red
triangle) for these seven animals in 141 scratching episodes (mean
latency = 8.3 & 2.4 5, blue histogram).

Second Type of Experiment:
Implementation of the Functional

DC-PPG System to the Cat Brainstem
During a Motor Task

Wealso examined the correlation between normalized data of the
rectified and integrated TA + MG signals versus the functional
DC-PPG signal in the brainstem for two animals in 74 scratching

Frontiers in Neurascience | waw frontiersin.org

Brainstem and Spinal Cord Photoplethysmagraphy

c . D
HE iz
55 e i [¥
- g
it 2; .
-
» @
o « L L " “ ©w = o
izod Area Normalized Area
of TA + MG jaus"s) of STA + NG (a.u%s)
E wmjreom 0 F 1o freosms
. |e=otcons g,; 1o |7 0000002
fz» 5 .
E!. “ £ w
fa $on
53 » T
o .
L] » “ L " 100 o » - “ - we
Normalized Area Normalized Area
Of XTA + MG {au’s) of ITA + MG (a.u"s)
cus cate
G 100 { =098 e M o iman .
_ | wesscon0r P
£ o it .
H i.
“©
if ‘ £
53 “ o B 5 @
m - »
. »n - “ - oo n £l - - 1"we
Normaltzod Area Nommalized Area
of ITA + NG (a.u"s) Of ITA + MG (a.u's}
] o7 J
100§ reasé . 166§ Rep 879 B
g?n’“"' . g?“mm‘ & BX
)’ 5 o
2w ° 2w
o §w
LI g T e e
o o+
T o4 owowom o 0N w w omom
Normalized Area Nomalized Area
of STA + MO (a.u"s) of LTA + MG (a.u's)

FIGURE 2 | Cormrelation between the functional DC-PPG in the spinal cord
versus the motor during episcdee of motor action.

(A) Tha same as Figure 1D, but for ancther episode of fictive scratching.

A functional DC-PPG interval was defined as follows: (1) The magenta ines
dslimit the duration of the functiond DC-PPG interval equal to the duration of
the scratching episcde, indicated with green lines. (2) We positionad the
functional DC-PPG interval around ite maximal peak ampitude. (B) The sama
as in panel (A), but after the functional DC-PPG signal was lowpass filterad,
and the TA and MG o were integr and rectified. The
lower panel in panel (B) shows a sum of the integrated and rectified TA and
MG signals. (C~}) Reaults cbtained from normalized data of seven cats. The
graph shows the *namalized area below the summated TA and MG motor
resporaes” versus the "normalized area below the functional DC-PPG signal’
in the spinal cord during the fictive ing epk {J) Supert d
graphe ilketrated in Panels (C-I), Pearson's comelation with 140 degrees of
freedom (df). The coefficient (R) and p-value are indicated. Nots that all
comelations are statistically significant p =0.005 in ona case and p < 0.0001
for all the cther cases.

January 2020 | Volumne 14 | Article 38

112



Moreno-Castilo et al.

episodes. Figures 3B,D show such correlations obtained from
these two animals (Pearson’s correlation coefficients of 0.92 and
0.95, p < 0.001). We also analyzed the correlation between the
areas of the PPG signal recorded in the obex versus the PPG signal
recorded in the spinal cord (see Figures 3C,E). The correlation
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between both PPG signals was also highly significant, with
Pearson’s correlation coefficients of 0.97 and 0.74, and p < 0.01.
The magenta histogram in Figure 3A illustrates the mean latency
between the functional DC-PPG signal of the brainstem (red
triangle) versus the functional DC-PPG signal of the spinal cord
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=pinal PPG signals for all the animals, as indicated (s=e also Table 1).

TABLE 1 | Statistical signi of | itude of DC-FPG signal.
First type of experiment (spinal cord and nerves) Second type of Global
experiment (brainstem,
spinal cord, and nerves)
Cati Cat2 Cat3 Cat4 Cat5 Cat6 Cat7 Cats Cat7
Count  Number of 16 8 1 14 85 18 9 B85 9 215
Scratching
episodes
Mean Percentage 0.88+37 04%+044 219189 267+133 12+555 251£050 519+323 466+126 287051 335+444
of changa
Median Percentage 834 035 089 245 1.91 231 4.43 482 3.01 285
of changa
T 1} 0 0 0 0 0 0 [u} 0 1
z -3.54 -282 -2.04 -3.20 -6.59 -372 —2.67 -702 -275 -12.48
r -0.89 -0.89 -088 -087 -0.82 -0.88 -0.89 -087 -0.92 -085
P 0.0002 0.006 0.0015 0005 00000001  0.00009 0.004 0.0000001 0.003 0.0000001
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(red triangle) for these two animals in 74 scratching episodes
(mean latency = 1.7 & 0.4 s). As expected, this latency between
both DC-PPG signals is similar to the latency between the obex
slow potential and the spinal cord DC-shift associated with the
scratching episodes (see Tapia et al, 2013). All relevant data is
contained within the manuscript.

Table 1 shows the number of scratching episodes analyzed,
as well as the mean and median of the percentage of change
in the DC-PPG signal (ie., the % of change between the green
lines in Figure 1D) for all the animals. The % of change in
the DC-PPG signal compares the “DC-PPG before scratching”
versus the maximal “DC-PPG after scratching.” The p-values
were obtained from a pairwise Signed Rank test. Note the
number of scratching episodes per animal was from 8 to
65. In fact, our results were obtained from the analysis of a
total number of 141 scratching episodes in seven cats for the
first type of experiment, and a total number of 74 scratching
episodes in two cats for the second type of experiment (see
also Figures 3F,G). Note that in all of these scratching episodes,
we obtained a statistically significant “% of change” in the
DC-PPG signal (p < 0.05). This statistical analysis shows the
reproducibility of our results.

DISCUSSION

We found that the brainstem and spinal DC shifts in the
functional DC-PPG signals are associated with the magnitude
of the motor output during a fictive motor task in the cat (to
our knowledge, this is the first report of such finding). Although
there is the limitation that our current application is invasive and
a specific cause-effect explanation is beyond the scope of this
study, this observable effect was quantified in order to obtain
the first approach to this significant correlation. However, we
suggest that relevant hemodynamic processes may be occurring
during such functional DC-PPG signals. Our results represent
a proof-of-concept that a similar functional-DC-PPG system,
based on the non-invasive functional near-infrared spectroscopy
(NIRS) technique, could be employed in the human spinal cord
and brainstem to access the integrity of neuronal circuits in
such regions during motor tasks involving DC-shift changes in
their PPG signals.

Proof-of-concept tests have been reported before (e.g., Phillips
et al, 2006, 2009, 2013; Cibert-Goton et al, 2015) but for
pulsatile AC-PPG signals that were obtained in the rat spinal
cord by a light reflection method. In such studies, the aim
was the investigation of the possible use of the AC-PPG as a
diagnostic tool for the evolution of spinal compressive injuries.
However, the purpose of the present work was to look into
the viability of the functional DC-PPG to obtain reliable optical
signals of the spinal cord and brainstem correlated to the spinal
motoneuron output during a motor task. Because two DC
shifts in the functional DC-PPG signals were detected in the
lumbar spinal cord and brainstem during scratching, it is possible
that such DC shifts indirectly reflect the concerted activity
of brainstem-spinal central pattern generator (CPG) networks
and motoneurons.
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We observed a time lag of about 8.3 & 2.4 s between the
electroneurographic activity of the TA + MG nerves and the
functional DC-PPG recorded in the spinal cord. This finding
suggests that the functional DC-PPG represents a hemodynamic
response associated with the metabolic demands of the motor
task in the spinal cord. This hemodynamic response may involve
the activation of various cell types, like astrocytes, endothelial
cells of blood vessels, and pericytes, among other cells in
the lumbar spinal cord. It is also plausible that during such
hemodynamic response these cells can take control of the
dilatation or constriction of the spinal vessels intermixed in
the neuronal tissue, thus dictating the amount of oxygen and
glucose that can reach the active neuronal-ensembles (Chen
et al, 2012; Sedwick, 2012). We suggest that such a cascade of
hemodynamic events last about 8.3 & 2.4 s in our experiments,
thus explaining the latency between the TA + MG motor output
and the functional DC-PPG signal in the spinal cord. However,
such mechanisms must be demonstrated in future experiments.
One point supporting our suggestions is the similitude in the
delay observed for the hemodynamic response in the functional
magnetic resonance imaging (fMRI). In the brain, the fMRI
measures the subsequent demand for oxygenated blood that
follows about 6 s after the neuronal electrical response (Liao
et al, 2002). Such parallelism in the time lag between our
functional DC-PPG in the spinal cord (8.3 £ 2.4 s) and the
fMRI (around 6 s) is notable, and it should be ined in
detail in future experiments. In this context, our device, and
methods also provide a proof-of-concept for the viability of a
functional DC-PPG system for functional imaging, which could
be as powerful as the fMRIL

Our findings are consistent with those obtained in the
human brain with the simultaneous use of the fNIRS and
the fMRI (for review see Steinbrink et al., 2006; Scarapicchia
et al, 2017). There is compelling evidence that the changes
in the BOLD fMRI signal are related to changes in deoxy-
Hb, total-Hb, and regional cerebral blood volume during a
variety of sensory, motor, cognitive tasks and resting states
(Sakatani et al, 2007; Cui et al,, 2011; Duan et al, 2012;
Quaresima et al., 2012; Sasai et al, 2012; Tong et al, 2012;
Sato et al, 2013; Yuan and Ye, 2013; Fabiani et al, 2014;
Hocke et al., 2015; Noah et al, 2015; Anwar et al, 2016;
Vannasing et al, 2016). Our findings are also supported by
studies in mice with the simultaneous recording of fluorescent-
based calcium recordings and BOLD fMRI signals (Schlegel
et al, 2018). In this context, our findings suggest that a
variant of the fNIRS in DC meode could also be developed
to explore functional optical signals related to specific changes
in deoxy-Hb, oxy-Hb, total-Hb, and/or regional cerebral blood
volume contributing to the hemodynamic response of the spinal
cord and the brainstem. Recent studies employing functional
ultrasound imaging of spinal cord hemodynamic responses to
epidural stimulation (Song et al, 2019) provide support to
such possibility.

We conclude that it is possible to record in real-time a reliable
functional-DC-PPG hemodynamic signal in the spinal cord and
brainstem during a motor task. This suggests that the functional-
DC-PPG is a hemodynamic method that could be employed
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for the assessment of the CPG integrity of the spinal
cord and brainstem.
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