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1. INTRODUCCION

1.1. Concepto de Ictus, epidemiologia y clasificacion

Las enfermedades cerebrovasculares (ECV) son las alteraciones encefalicas
secundarias a una alteraciéon del flujo sanguineo que afecta a una o varias zonas del
parénquima cerebral. El término ictus, que en latin significa “golpe” es el mas
comunmente usado en la actualidad para denominar a estas enfermedades y se utiliza

como analogo del término “stroke” en inglés.

El ictus es la segunda causa de muerte mas frecuente en las personas mayores
de 60 afios y la primera causa de discapacidad permanente en los paises desarrollados.
A nivel mundial, cada afio 15 millones de personas sufren un ictus, de las que

aproximadamente 5 millones fallecen y 5 millones quedan discapacitadas.

En Espafia se puso en marcha una campafia de sensibilizaciéon sobre las ECV
denominada “1 de cada 6”, que es la proporcion de espafioles que segun las cifras
actuales se prevé que sufrirdn un ictus a lo largo de su vida. La incidencia es mayor en
hombres (183-364/100.000 habitantes) que en mujeres (169/100.000 habitantes) y se

multiplica por 10 en la poblacién de mas de 70 afios de edad(Medrano MJ 2006).

Ya que detectar un ictus a tiempo es fundamental, la concienciacién social
sobre la enfermedad y la mejora asistencial estdn permitiendo avances en la
disminucion de las tasas de mortalidad debidas a las ECV aunque consiguientemente
estan aumentando las tasas de discapacidad con el correspondiente coste social y

humano para las familias y la sociedad (Marti-Vilalta 2012).

El ictus engloba dos tipos de eventos:
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- Isquémico: la falta de aporte sanguineo debida a la oclusién de un vaso,
normalmente por la presencia de un trombo o una placa ateroesclerdtica, que impide

el paso del flujo sanguineo.

- Hemorrdgico: Ruptura de un vaso sanguineo con la consecuente extravasacién de

sangre en el tejido (hemorragia).

Asi, se diferencia entre el ictus isquémico y hemorragico. Los ictus isquémicos
representan entre el 80 y el 85 % de todos los ictus, mientras que el 15-20% restante

corresponden a una hemorragia.

En los ictus isquémicos cuando los sintomas remiten sin causar una lesion
cerebral permanente detectable mediante técnicas de neuroimagen, éste se denomina
ataque isquémico transitorio (AIT). En caso de producirse una lesién irreversible, se
denomina infarto cerebral(independientemente de la duracion de los sintomas)(Albers

et al. 2002).

La clasificacidn de los subtipos etioldgicos se muestra en la Figura 1.

ECV
|
! 1
: lctus
gL hemorragico
|
r—‘ﬁ [ |
Global Focal Intracerebral sui;'lfa{?:({r:%?&% ;
L |
I | I |
Infarto . ;
AlT cerebral Parenquimatosa Ventricular
Aterotrombético Lobular
Cardioembélico Profunda
Lacunar Troncoencefalica
De causa rara Cerebelosa
De causa indeterminada

Figura 1: Clasificacién del infarto segin su naturaleza. Abreviaturas: ECV = Enfermedades Vasculares

Cerebrales, AIT = Ataque Isquémico transitorio. Imagen obtenida de (Diez-Tejedor E 1999).
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1.2. Fisiopatologia del Ictus

A pesar de la variabilidad intrinseca propia de la enfermedad, a partir de los
afios 80 con la introduccidn por parte de Astrup y colaboradores (Astrup et al. 1977)del
concepto de penumbra isquémica se determind que la regién isquémica,

independientemente de su causa, presentaba 3 zonas(Figura 2):

- El nicleo del infarto: zona en la que se produce el fallo energético, la muerte
celular se produce de forma rdpida y fulminante en pocos minutos de forma que los

cambios son irreversibles(Ljunggren et al. 1974).

- La zona de penumbra: es el denominado “tejido en riesgo” que es una zona de
isquemia cerebral incompleta en la cual las neuronas estan funcionalmente inactivas
(fallo eléctrico), pero todavia son viables si se restaura el flujo sanguineo(Furlan et al.
1996) mediante técnicas de recanalizacion (Cohen et al.), en caso contrario, en
humanos aproximadamente entre 6 y 8 horas desde el inicio de los sintomas

evoluciona a tejido infartado (Heiss 2012)

- Zona de oligoemia benigna: donde el flujo se encuentra reducido pero las
neuronas son funcionalmente activas. Esta zona se confundia cldsicamente con la
penumbra, aunque la principal diferencia es que en la zona de oligoemia las neuronas

no estan en riesgo (Kamalian et al. 2012).

La clasificacion de las zonas se establece en base a la circulacidon sanguinea en
cada regidn. Asi se considera que en el nucleo del infarto el flujo sanguineo es de <10
ml/100g/min, en la zona de penumbra de 10 a 17 ml/100g/min y en la zona de
oligoemia benigna de > 17 ml/100g/min(Astrup et al. 1981).

Sin embargo, la penumbra no es un concepto rigido, ya que evoluciona a lo
largo del tiempo dependiendo del nivel de circulacién arterial colateral (que es distinta
entre los pacientes), la duracion de la isquemia y el estado metabdlico y funcional de

las células (Bandera et al. 2006).
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Sin una intervencién adecuada, de forma dependiente de la duracién del
tiempo de isquemia, el parénquima cerebral afectado se acaba destruyendo
progresivamente e irreversiblemente. Esta destruccion progresiva es uno de los
mecanismos responsables del deterioro neurolégico que experimentan una tercera
parte de los pacientes con ictus isquémico durante las primeras 48 horas (Castillo and

Noya 1999; Castillo and Leira 2001).

INTERRUPCION DEL FLUJO SANGUINEO

Parénquima_——
hipoperfundido

" . -~
Circulacion
colateral

Vaso
sanguineo

AFECTACION AL PARENQUIMA CEREBRAL

RECANALIZACION NO RECANALIZACION

La zona del nucleo
muere, pero la zona de
penumbra se puede
salvar.

La zona de penumbra

terminainfartando. El

tamano de infarto final
€s mayor.

Nucleoinfarto
Penumbra

B Oligoemiabenigna

Figura 2: Esquema de las regiones del infarto cerebral: nucleo del infarto, zona de penumbra y oligoemia
benigna y su evolucidn en el tiempo dependiendo de la recanalizacidén. Imagen modificada de (Kidwell

2013) y http://www.webmd.com/stroke/guide/understanding-stroke-basics.
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1.3. Mecanismos moleculares del ictus

A nivel bioguimico el ictus isquémico, tal y como su nombre indica, se produce
por una situacién de isquemia, es decir, por una falta de aporte de oxigeno y glucosa
que afecta al cerebro. La principal consecuencia de este hecho es el fallo energético

que se produce en dicho tejido.

El cerebro humano, aunque Unicamente representa el 2% del peso corporal
consume el 20% de la energia total producida por el organismo (Herculano-Houzel).
Por lo tanto, es altamente dependiente del aporte de glucosa y oxigeno para llevar a
cabo la fosforilacion oxidativa mitocondrial (Hall et al. 2012) debido a la limitada

capacidad de las reservas energéticas enddgenas de mantener la homeostasis.

La completa interrupcion del flujo sanguineo puede producir la muerte de las
neuronas de las regiones mas vulnerables en sélo 5 minutos (Astrup et al. 1981),
mientras que en otros tipos celulares como miocitos cardiacos o células renales serian

necesarios 20-40 minutos para producir dicho tipo de muerte(Lee et al. 2000).

Es por este motivo que en el caso del ictus, al interrumpirse el aporte
sanguineo, se desencadenan rapidamente a nivel celular una serie de cambios
bioquimicos que se conocen con el nombre de cascada isquémica y que aparecen
resumidos en la Figura 3,cuyo desenlace, si la situacidon no es revertida, es la muerte

celular con la consiguiente lesién permanente en el cerebro (Castillo 2001).

A pesar de que clasicamente la cascada isquémica se ha asociado a procesos
deletéreos para las células, muchos de los mediadores activados en este proceso estan
implicados en la activacion de los procesos de neurorreparacién celular que siguen a

un infarto (Lo 2008).
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ICTUS ISQUEMICO
e
Depleccién de energia
8 ! l &
— GLIA NEURONAS MICROCIRCULACION
GABA Fallo de las bombas Inflamacién
de Na+y K+ l
Citocinas
Apertura de __

canales lénicos l

Liberacién de Apertura de los canales del

Metaloproteasas m—
glutamato Ca’* voltaje-dependientes R 2
Estimulacién l
receptores Edema vasogénico
AMPA INMDA
l LAmento del ca’*
Entrada de Na+ intracelular ¢
l L 4

Edema citotéxico

Factores del

Activacién NO sintasa,

, Gens de respues-

lipasas, proteasas y

ta inmediata

L4
endonucleares I_’ Apop-
tosis
* |
Dafio celular ¢
irreversible

, Reparacién

crecimiento

L2 celular

Figura 3: Esquema de la cascada isquémica que se activa tras un ictus. Abreviaturas: FSC= flujo

sanguineo cerebral, INMDA= receptores glutamatérgicos N-metil-D-aspartato ionotréficos, AMPA=

receptores glutamatérgicos del acido 2-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propiénico. Imagen obtenida

de (Castillo 2001).

A pesar de la rapidez con la que se producen los cambios inicialmente, la

cascada isquémica se compone de una serie de etapas establecidas en el tiempo

(Figura 4) que se iran detallando a continuacion:
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Intensidad
del proceso
A

Despolarizadién andudca
Excitotoxicidad
Despolarizadones peri-infarto

Neuromeparacon
T | T ] +—> tiempo
Minutos Horas Semana Meses

Figura 4: Grafico temporal donde se representan las etapas sucesivas de la evolucién de un infarto y su
intensidad. Los procesos activados son mediadores tanto de los procesos que conllevan a la muerte
celular como de la activacién de los procesos de neurorreparacion. Imagen modificada de (Endres et al.

2008) y (Lo 2008).

1.3.1. Fallo en el metabolismo energético

Minutos después de un evento isquémico, al no haber disponibilidad de
oxigeno en el cerebro y, por lo tanto, no haber posibilidad de realizar la fosforilacion
oxidativa en las mitocondrias, empiezan a decaer los niveles de adenosin trifosfato

(ATP) en el tejido (Nowicki et al. 1988; Takeo et al. 1992; Foo et al. 2012).

Este fallo mitocondrial producido por la isquemia afecta de forma contundente
a las neuronas que no pueden compensar de forma autonoma este déficit. En cambio
los astrocitos tienen la capacidad de movilizar sus reservas internas de glicégeno y
activan la glicdlisis anaerdbica (Pellerin et al. 2007). El paso de glucdgeno a piruvato
produce energia en si mismo, y el piruvato en ausencia de oxigeno no es transportado
a la mitocondria para la fosforilacion oxidativa sino que se convierte en lactato
mediante la enzima lactato deshidrogenasa (LDH). La acumulacion de lactato tras un
ictus se ha descrito tanto en modelos animales (Alf et al. 2012)como en humanos

(Karaszewski et al. 2009).
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Otras fuentes de mantenimiento de la homeostasis energética cerebral son las
que provienen de las reservas de fosfatos de alta energia de las células (Ljunggren et
al. 1974; Takeo et al. 1992). En el citosol de las neuronas se encuentra la fosfocreatina
(PCr) en que el fosfato se encuentra unido a creatina (Cr) (Wyss and Kaddurah-Daouk
2000). Mediante la reaccién de la creatinquinasa (CK) (Figura 5) la PCr cede el fosfato
para la produccién de ATP a partir del adenosindifosfato (ADP) en caso de demanda
energética (lwata et al. 2008), con la caracteristica de que esta reaccion, se puede
producir en condiciones anaerdbicas (Perasso et al. 2011). La pérdida total de ATP no
se produce hasta el momento en que se agotan las reservas de PCr (Hoehn et al. 2001).

Esta pérdida de ATP tiene consecuencias irreversibles para el cerebro.

?“:
ATP —_— N N OO

s T L0 _F
% o o o (Y + NM,
2 Krebscyde S_Z‘ MyN*
g ATP OH Cr
6 l.ldl“\ t z\:u CKtl 2 1 m:
Pyruvate —> PDH oy ""’E"” £ ofofor S

Energy Metabolism PCr SR ADP om

Figura 5: Esquema del metabolismo energético de la célula y reaccion mediada por la enzima
Creatinquinasa (CK) para la produccién de ATP a partir del ADP (o visceversa). Abreviaturas: PDH =
piruvato deshidrogenasa (es la enzima que cataliza la entrada del piruvato al ciclo de Krebs para las

reacciones de fosforilacion oxidativa). Imagen obtenida de (Mandal 2007)

1.3.2. Despolarizaciéon andxica

Con la pérdida de la carga energética por la disminucién de la concentracién de
ATP se inactiva el transporte activo a través de la membrana por parte de la bomba
Na‘/K'. Esto produce cambios en la homeostasis idnica ya que se incrementa el K"

extracelular, a la vez que se produce la entrada de Na*y Ca*" al interior neuronal.
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Este intercambio idnico hace que la membrana se despolarice perdiendo el
potencial de membrana de reposo (Katsura et al. 1994). La entrada de Ca’* al interior
de la neurona permite que la vesicula sindptica se fusione con la membrana para
liberar neurotransmisores excitadores al espacio sindptico (Meyer 1989). Esta
hiperexcitabilidad neuronal que tiene efectos neurotdxicos sobre el cerebro se
desencadena de forma masiva en el cerebro isquémico (Choi 1988; Siesjo and

Bengtsson 1989).

Se cree que este proceso es el causante de la extensidon del infarto en la zona
de penumbra en los dias posteriores a la isquemia hasta alcanzar el tamafio de lesién
final en lo que se conoce como despolarizacion andxica peri-infarto (Kempski et al.

2000).

Una de las complicaciones secundarias de este proceso es que para compensar
la entrada de iones también entra agua al interior de neuronas y astrocitos. Esta
entrada es la causante del edema citotdxico (Ito et al. 1979)que es una de las
principales causas de la muerte celular en fase aguda (Douglas et al. 2011)ya que
puede comprimir estructuras sanas del cerebro (Simard et al. 2007). El edema se

considera maximo entre las 13-48 horas post-isquemia(Gotoh et al. 1985).

1.3.3. Excitotoxicidad

La excitotoxicidad, como su nombre indica, hace referencia a los efectos
daninos que tiene para el cerebro una sobreactivacion debida a neurotransmisores
excitadores, en especial el neurotransmisor excitador mas liberado en el cerebro, el

glutamato.(Olney and Sharpe 1969)

Debido a la falta de ATP suficiente, el glutamato no es recapturado por los
astrocitos con lo que se acumula de forma extracelular (Longuemare et al. 1994)
produciendo la sobreactivacién de los receptores postsinapticos glutamatérgicos de
tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) ionotréficos y metabotréficos, y de los receptores

glutamatérgicos de tipo acido 2-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propiénico (AMPA),
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tanto de neuronas como de astrocitos, que a su vez producen una despolarizacién con

un efecto amplificador(Figura 6).
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Figura 6: Esquema del mecanismo de liberacién y recaptura del glutamato en el cerebro.

La

acumulacion de glutamato en el espacio extracelular induce a la excitotoxicidad en el ictus. La entrada

2 T . , .
de Na' y Ca” en la neurona post-sinaptica induce a que ésta a su vez se despolarice creando un proceso

en cadena que conlleva a la muerte celular de muchas neuronas. Imagen obtenida de(Syntichaki and

Tavernarakis 2003)

1.3.4. Estrés oxidativo

Los radicales libres o formas parcialmente reducidas de oxigeno son moléculas

inestables que se unen a otros componentes para ser estables. Pueden ser productos

secundarios de la fosforilacion oxidativa en la mitocondria (Manzanero et al. 2012)o de

la reaccidon de enzimas como la sintetasa de 6xido nitrico (NOS), responsable de la

sintesis de 6xido nitrico (NO) (Grandati et al. 1997).
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Estas especies son neutralizadas en el cerebro sano por enzimas antioxidantes,
pero en un ambiente isquémico estos mecanismos no son suficientes y los radicales

libres se acumulan en exceso produciendo lo que se denomina estrés oxidativo.

Hay 2 puntos temporales criticos en la formacién de radicales libres que son al
inicio de la isquemia y, especialmente, durante la reperfusién ya que el oxigeno es el

sustrato para estas reacciones (Chan 1996) (Figura 7).

Existen 2 especies de radicales libres altamente reactivas que serian el hidroxilo
(*OH) gque se forma en presencia de hierro mediante la reaccion de Fenton (Lipscomb
et al. 1998)y el peroxinitrito (ONOO’). Estos radicales libres oxidan proteinas,
fragmentan el acido desoxiribonucleico (ADN) y dafian las membranas nucleares

mediante peroxidacion lipidica (Olmez and Ozyurt 2012)

Oy
l L . e Mg o 7
v O -~ -, - e PR
—e M e - - I
e — Oy = k1 Lipid Pancaidation
.'\_ O = OND0 — =0H — | Protesn Coodation | -
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Figura 7: Radicales libres de oxigeno en la isquemia cerebral. Abreviaturas: pO,= Presidén parcial de
oxigeno, Mt= mitocondria, NOS= sintetasa del éxido nitrico, H,0, = peréxido de hidrégeno,0, = radical
superoxido, NOe= radical 6xido nitrico, Fe’" = ion hierro, ONOO- = anidn peroxinitrito, *OH= radical

hidroxilo. Imagen obtenida de (Chan 1996)

1.3.5. Larespuesta inmunitaria

El cerebro es un érgano que por sus caracteristicas de aislamiento que le
confiere la barrera hematoencefalica (BHE) tiene células inflamatorias propias como la

microglia, que al ser activada actia como un macroéfago con capacidad fagocitica.
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Sin embargo tras un ictus, al dafiarse las uniones estrechas entre las células
endoteliales, se produce lo que se denomina rotura de la barrera hematoencefalica y
en caso de reperfusidon, se produce una extravasacion de células inmunitarias
circulantes al parénquima cerebral (del Zoppo 2010), como los fagocitos periféricos, los

linfocitos T, las células natural killer (NK) y los leucocitos polimorfonucleares (Figura 8).

Aunque se considera que la inflamacion inicial exacerba el dafio celular, con el
tiempo finalmente se soluciona y permite la activacién de los sistemas de

neovascularizacion y neurorreparacion.

Se considera que todos los tipos celulares presentes en el cerebro (neuronas,
astrocitos, oligodendrocitos y células endoteliales), no Unicamente la microglia, son
participes de la respuesta inmunitaria mediante la expresion de mediadores

inflamatorios, especialmente citoquinas (ladecola and Anrather 2011).
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Figura 8: La respuesta inmunitaria en el infarto cerebral. El incremento de las moléculas de adhesion
(ICAM y VCAM) atrae a las células T y los macréfagos circulantes que se extravasan al parénquima
cerebral e inducen la inflamaciéon que contribuye a la muerte de las células del cerebro mediante la
expresion de mediadores inflamatorios. Abreviaturas: BBB= Barrera hematoencefalica (del inglés: Blood
Brain Barrier), CD4/8"=células T, VCAM = molécula de adhesién vascular, ICAM-1=molécula de adhesién
intracelular-1, ROS= radicales libres de oxigeno, IFN-y= interferén-y, TNF= factor de necrosis tumoral,

FAS-L=ligando de Fas, IL-1/6/17/18/22=interleuquina. Imagen obtenida de: (Broughton et al. 2012)
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Una de las complicaciones asociadas al proceso inflamatorio es el edema
vasogénico (distinto al edema citotéxico mencionado anteriormente) y que es debido a
la entrada de liquido en el cerebro que hace que este edema se extienda (Unterberg et

al. 2004).

1.3.6. Tipos de muerte celular

La muerte celular en isquemia estaba asociada clasicamente a necrosis pero
estudios desarrollados a partir de los afos 90 pusieron en relevancia que la apoptosis
tenia un papel clave en el proceso de la muerte isquémica. Estos dos tipos de muerte
no son excluyentes ya que en una misma area de tejido infartado se pueden encontrar
ambas formas de muerte(Northington et al. 2011) (Figura 9)e incluso se describen

otras formas de muerte como la autofagia (Rami and Kogel 2008).

- Muerte necrdtica: Este tipo de muerte se caracteriza porque las células no pueden

mantener su integridad estructural, normalmente a causa de un influjo de iones y agua
al interior celular (ver apartado 1.3.2), hecho que provoca edema citotéxico de las
células, la disolucidon nuclear (karyolisis) y finalmente la lisis celular(Trump and
Berezesky 1996). Este tipo de muerte causa dafio en la mitocondria y el colapso
energético. Se considera que es el tipo de muerte que sucede en cuestion de minutos

inicialmente en el ndcleo isquémico(Pamenter et al. 2012)

- Apoptosis: La apoptosis es un tipo de muerte celular programada. La apoptosis clasica
estd mediada por la activacién de caspasas desde la via intrinseca (la mitocondria
libera el citocromo C) o la via extrinseca (a través de la activacion de los receptores de
muerte de la membrana)(Broughton et al. 2009). Este tipo de muerte es dependiente
de energia ya que requiere el consumo de NAD, para procesos de poli-ADP-ribosilacion
y un nivel minimo de concentracion de ATP/dATP para la formacion del apoptosoma
(Kim et al. 2005)y por eso se produce en etapas mas avanzadas post-infarto, cuando el
flujo sanguineo ha sido restablecido (reperfusion) (Sims and Muyderman). En este tipo

de muerte la célula mantiene su morfologia pero en su interior tienen lugar cambios
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morfolégicamente caracteristicos: cambios en la composicién de la membrana celular,
la contraccion del citoplasma celular, la fragmentacién del ADN, la condensacidon de la
cromatina del nucleo y finalmente la formacion de los cuerpos apoptdticos que son
retirados por los macroéfagos. En el caso del infarto se considera que este tipo de
muerte influencia el tamafio final del infarto por su prevalencia como forma de muerte
de la zona de penumbra. En experimentos con ratones transgénicos que
sobreexpresan Bcl-2, un inhibidor de la muerte apoptdtica, se ha demostrado que
tienen infartos menores(Chopp et al. 1996) y en humanos los niveles plasmaticos de

caspasa-3 se han relacionado con un mayor tamafio de la lesién (Rosell et al. 2008).

CELULA ISQUEMICA

NECROSIS APOPTOSIS
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membrana cuerpos apoptéticos

£
MACROFAGO ‘
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Figura 9: Esquema de los procesos de muerte neuronal via necrosis y apoptosis. Las imagenes de la
parte inferior corresponden a imagenes de microscopia electrénica de transmision de neuronas
corticales de rata en cultivo(Ueda et al. 2007). Imagen modificada de

http://medicinembbs.blogspot.com.es/2011/03/programmed-cell-death-apoptosis.html.
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1.4. La neurorreparacion cerebral

El infarto cerebral no sélo estimula mecanismos de lesion que conducen a la
muerte celular de los componentes de la unidad neurovascular (neuronas, vasos y glia)
sino que también estimula mecanismos de reparacidon espontanea para su posterior
recuperacién. Estos mecanismos de reparacidon estdn basados en la formacion de
nuevas células y conexiones neuronales. Los mecanismos de neurorreparaciéon
nombrados segun el tipo de células que recuperan son: la neurogénesis (neuronas), la
gliagénesis (células gliales), la oligodendrogénesis (oligodendrocitos), la sinaptogénesis
(espinas neuronales)o la angiogénesis (vasos sanguineos) (Zhang and Chopp

2009)(Figura 10).

Brain plasticity

rovascular unit

Angiogenesis Gliagenesis

’
\

Targen tispuas
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Figura 10: Esquema de los procesos de neurorreparacion. Imagen obtenida de : (Gutierrez et al. 2009)
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Estos eventos en conjunto permiten la mejora neuroldgica funcional que se
produce después del infarto en la mayoria de pacientes. En el primer mes después del
infarto se muestran mejoras en el sistema limbico y también en el lenguaje y otros
dominios cognitivos aunque estas mejoras se pueden producir incluso de forma mas
extendida (durante el primer afio). (Dobkin 2003)

Dentro de este conjunto de procesos que conforman la neurorreparacién, por

su interés en esta Tesis, se analizard mas detalladamente el proceso de neurogénesis.

1.4.1. La neurogénesis

1.4.1.1. La nheurogénesis en el cerebro sano

Clasicamente se creia que mas alld de la etapa embrionaria el cerebro de los
mamiferos era incapaz de generar nuevas neuronas y, por lo tanto, en el cerebro
adulto se daba un proceso continuo de declive inevitable a lo largo del tiempo incluso
en el cerebro sano (Gould and Gross 2002). Sin embargo, esta concepcién cambid a
partir de los trabajos de Joseph Altman (Altman 1963; Altman and Das 1965) en los
gue demostrd que en el cerebro post-natal en rata existian regiones en las que habia
células en division detectadas mediante la incorporacion de timidina tritiada. Esta
generacién de nuevas neuronas actualmente se ha caracterizado en diversos modelos
animales(Lois and Alvarez-Buylla 1994; Doetsch 2003)y en humanos (Eriksson et al.

1998; Sanai et al. 2004; Curtis et al. 2007).

La neurogénesis engloba el proceso en el que se generan nuevas neuronas a
partir de la proliferacién de células madre localizadas en zonas especificas del cerebro
gue tienen capacidad para generar nuevas células las cuales migran a otras regiones
cerebrales, se diferencian a distintos tipos de células maduras y son capaces de

integrarse en nuevos circuitos funcionales (Gage 2000).
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1.4.1.1.1. Los nichos neurogénicos

La proliferacion celular se da principalmente en dos zonas delimitadas del
cerebro: la zona subventricular de los ventriculos laterales (ZSV) (Figura 11a) y la zona
subgranular del giro dentado del hipocampo (ZSG). Estas zonas se conocen con el
nombre de nichos neurogénicos(Alvarez-Buylla and Lim 2004; Lie et al. 2004). En esta
tesis nos centraremos Unicamente en el nicho neurogénico de la ZSV ya que es un
reservorio de células madre mucho mayor que la ZSG (Lois and Alvarez-Buylla 1994;
Morshead et al. 1994)

Algunos autores han apuntado la posibilidad de que haya otras regiones
neurogénicas intraparenquimatosas (Gu et al. 2000)que pueden ser activadas después
de un infarto aunque aun no hay consenso sobre este tema(Lichtenwalner and Parent

2006; Shimada et al. 2010).

En el caso de la ZSV hay diversos tipos celulares que son los responsables de la
generacion de nuevas células neuronales o gliales como se muestran en la Figura 11b
ordenados progresivamente segin van restringiendo su capacidad de

diferenciacién(McKay 1997).

- Células madre neuronales o de tipo B: tienen caracteristicas de tipo astrocitario

(Doetsch et al. 1999; Alvarez-Buylla and Lim 2004)ya que tienen la morfologia,
ultraestructura y marcadores de astrocitos. Probablemente comparten origen con la
glia radial embrionaria (Merkle et al. 2004).Son consideradas células multipotentes. Se
dividen lentamente y su capacidad de division es ilimitada a lo largo de la vida del
organismo mediante divisiones simétricas (las 2 células descendientes son idénticas).
Dan lugar a células progenitoras neuronales (CPNs) mediante divisiones asimétricas
(una célula descendiente es igual a la célula de la que provienen y la otra es distinta, en

este caso una CPN).

- Células progenitoras neuronales o de tipo C: Son células progenitoras amplificativas

gue se producen a partir de las células B. Estas células tienen la propiedad de dividirse
rapidamente aunque su capacidad de divisién es limitada. Habitualmente son uni o

bipotentes. Mediante divisiones asimétricas dan lugar a los neuroblastos migradores.
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- Neuroblastos migradores o de tipo A: Son las células con capacidad de migracidn que

salen de la ZSV y migran hacia su destino final. Solo tienen divisiones simétricas (Chenn
and McConnell 1995; Gotz and Huttner 2005). Son células unipotentes ya que son
especificas de linaje. En su lugar de destino se produce la maduracidn y segln su linaje

se pueden convertir en neuronas, glia u oligodendrocitos.

A parte de las células madre y progenitoras hay otros tipos celulares que

confieren un microambiente muy especifico al nicho que son:

- astrocitos: promueven la proliferacién, migracién y diferenciacion de las células

progenitoras(Lim and Alvarez-Buylla 1999; Song et al. 2002)

- capilares sanguineos: son una fuente de moléculas sefializadoras que afectan a la

proliferacion en la ZSV(Alvarez-Buylla and Lim 2004; Tavazoie et al. 2008)
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Figura 11: Neurogénesis en la zonas subventriculares laterales. a) Esquema representativo de la

localizacion de la ZSV graficamente y en imagenes de resonancia de cerebro de rata y humano. También
se muestra graficamente una amplificacion de la ZSV donde se muestra la distribucién de los distintos
tipos celulares (A,B y C) en la regidn. b) Esquema de la generacidn de los distintos tipos celulares y sus
caracteristicas. Abreviaturas: VL=ventriculo lateral. Imagen modificada de (Martino and Pluchino 2006;

Alvarez-Buylla et al. 2001; Arias-Carrion et al. 2007)
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1.4.1.1.2. Migracion de las células

Uno de los factores claves para la integracion de las nuevas células en circuitos
funcionales es la capacidad migratoria que tienen los neuroblastos. Sin embargo esta

migracion es distinta en la ZSV o la ZSG del hipocampo(Cayre et al. 2009).

En el cerebro sano de mamiferos se ha demostrado como las células que se
producen en la ZSV migran largas distancias de forma continua y tangencial hacia la
zona del bulbo olfatorio (Luskin 1993; Lois and Alvarez-Buylla 1994)en un trayecto
definido que se denomina corriente migratoria rostral(del inglés, rostral migratory
stream (RMS))(Figura 12a)en el que los neuroblastos migran formando cadenas
rodeados por estructuras tubulares formadas por astrocitos (Lois and Alvarez-Buylla
1994; Thomas et al. 1996; Peretto et al. 1997) hacia el bulbo olfatorio (BO)donde

maduran y se integran para reemplazar a las interneuronas.

1.4.1.2. Neurogénesis post-isqguemia

La isquemia cerebral altera el patron de neurogénesis de 2 maneras(Figura

12b):

- Aumenta la proliferaciéon celular en la ZSV, especialmente en la ZSV ipsilateral tanto
en animales (Arvidsson et al. 2002) como en humanos (Marti-Fabregas et al. 2010).

- Los neuroblastos de la ZSV, principalmente de la ZSV ipsilateral, migran de forma
lateral a las dreas afectadas por el infarto (Jin et al. 2003; Thored et al. 2006; Zhang et

al. 2007)
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Figura 12: Representacidon grafica de la proliferacién de las CPNs en la ZSV y migracidn en a) el cerebro
de un roedor sano y b) en roedor con infarto focal donde se puede observar las células migran en la
direccién del infarto. Abreviaturas: LV= Ventriculo lateral, ZSV= Zona subventricular, BO= Bulbo
olfatorio, CC= cuerpo calloso, CPN= célula progenitora Imagen modificada de: (Ming and Song 2005;

Zhang et al. 2005).

1.4.1.2.1. Proliferacion en las Zonas Subventriculares

El aumento de la proliferacion en la ZSVs es debido a que se producen cambios

en la cinética y caracteristicas de la proliferacion de las CPNs:

- En la ZSV de roedores con infarto se ha detectado que aumenta la divisién simétrica
en lugar de la asimétrica (Zhang et al. 2004b) para aumentar el nimero de CPNs y se

expande el area de la ZSV (Parent et al. 2002).

- Se reduce la duracién del ciclo celular y mads células reentran el ciclo celular después

de la mitosis. (Zhang et al. 2006; Zhang et al. 2008b)

- Las CPNs en la ZSV aumentan de 1,5-3 veces después del infarto y se detecta un

maximo de proliferacidén entre 7-10 dias post-infarto(Lichtenwalner and Parent 2006).

- Aunque se creia que la neurogénesis post-isquemia era transitoria hay evidencia de

que se alarga aproximadamente 1 afio como minimo(Thored et al. 2007)
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Se han descrito factores debidos al infarto que pueden intervenir en los
cambios del patrén de proliferacién en estas zonas como serian cambios en el flujo
sanguineo en los nichos neurogénicos, que puede inducir neurogénesis(Shimada et al.
2010), la microglia activada que en el caso de la ZSG correlaciona negativamente con el
numero de células progenitoras (Lichtenwalner and Parent 2006) y la inflamacién que
también actia como inhibidora de la neurogénesis en el hipocampo (Monje et al.

2003).

1.4.1.2.2. Migracion

La migracién de los neuroblastos fuera de la ZSV después de un infarto se
produce de forma lateral. De forma mas discreta pero similar a como lo hacen en el
RMS, migran formando cadenas, en estrecha asociacién con las vasos sanguineos
(Ohab et al. 2006; Thored et al. 2007). El patrén de migracion se ha descrito que es en
oleadas, es decir, con concentracion en periodos concretos de tiempo a lo largo de la
recuperacién post-infarto. La migraciéon de los neuroblastos empieza 3 6 4 dias
después del infarto y continla durante semanas manteniéndose hasta los 4 meses
después del infarto(Thored et al. 2007)

La velocidad de migracion de los neuroblastos es elevada en el estriado. Zhang
y colaboradores (Zhang et al. 2009) determinaron en cultivos organotipicos de cerebro
de ratén con oclusidon permanente de la arteria cerebral media, que a los 7 dias post-
infarto la velocidad de migracién de los neuroblastos era aproximadamente de
30um/hora. También se determind que los neuroblastos migran preferentemente a la
zona del estriado en lugar del neocortex (Zhang et al. 2005). Esta migracion se produce
a expensas de la que se produce en el cerebro sano y que va de la ZSV al BO (Kernie

and Parent 2010).

Muchos estudios en la actualidad se estan dirigiendo a elucidar los factores que
dirigen y modulan la proliferacién y la consiguiente migracién de los neuroblastos a la
zona peri-infarto. Son de interés los factores de crecimiento que estimulan la
proliferaciéon en la ZSV como por ejemplo el factor de crecimiento del endotelio

vascular (VEGF) (Wang et al. 2007)
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También se han descrito varios factores moleculares que se secretan en el
infarto durante el proceso inflamatorio y que actian como quimiotréficos dirigiendo la
migracion de las células a la zona peri-infarto. Un ejemplo seria el factor derivado del
estroma la (SDF-la) que secreta la glia reactiva en la regién de infarto y los
neuroblastos que expresan su correspondiente receptor CXCR4. Asi, los neuroblastos

son atraidos hacia la zona lesionada (Cui et al. 2009).

1.4.1.3. Supervivencia y diferenciacion

Se ha demostrado que algunas de las nuevas células que migran desde la ZSV
sobreviven en el area peri-infarto y maduran (Yamashita et al. 2006)expresando
marcadores del fenotipo de las neuronas que han muerto debido al infarto (Arvidsson

et al. 2002; Parent et al. 2002).

A pesar de la deteccidon de estas células integradas en la zona peri-infarto,
muchas de las nuevas células no sobreviven en el ambiente de esta zona, de hecho, el
80% de las nuevas neuronas mueren entre 2 y 5 semanas después del infarto
(Nadareishvili and Hallenbeck 2003) por procesos apoptoticos mediados por caspasas
(Kokaia et al. 2006). Arvidsson y colaboradores(Arvidsson et al. 2002)demostraron que
en ratas a las 6 semanas sélo un 0,2% de las neuronas que mueren debido a un infarto

son reemplazadas por el proceso de neurogénesis.

Estos datos hacen suponer que la neurogénesis, en los niveles en los que se da
(sin intervencién externa) en el cerebro tanto de humanos como de animales,
reemplaza pocas neuronas en el area de infarto, con lo que tal vez su funcién no sea el
propio reemplazo de neuronas sino el aporte de moléculas tréficas que minimicen el

dafio y ayuden a la recuperacion de la zona afectada (Ohab et al. 2006).

Hay que tener en cuenta que el periodo en el que la neurogénesis estd activa es
concomitante con la recuperacién motora espontanea tanto en animales como en
humanos (Ward and Cohen 2004) y cognitiva, como se ha visto por trasplantes

celulares en humanos (Stilley et al. 2004), aunque asociar estas mejoras
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exclusivamente a la accién de la neurogénesis post-isquemia podria ser exagerado

(Kernie and Parent 2010).

1.5. Terapia con Citicolina

La Citidina-5’-difosfocolina o CDP-Colina estd compuesta por una citidina (un
nucledsido) y una colina unidas por un enlace difosfato (Figura 13). A nivel de farmaco

este compuesto se conoce con el nombre de Citicolina (Secades 2011).

| Colina | | Enlace difosfato | | Citidina |

Figura 13:Estructura quimica de la CDP-colina o citicolina. En la parte superior de la figura se indica el

nombre de los grupos funcionales que la componen. Imagen modificada de: (Secades 2011)

La CDP-colina Es un intermediario de la sintesis de la fosfatidilcolina (PtdCho)
(Figura 14), que es uno de los principales fosfolipidos de las membranas celulares en
las células eucariotas junto con la fosfatidiletanolamina, el fosfatidilinositol y la

esfingomielina.
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Sin embargo, la Citicolina administrada como farmaco no es incorporada al
cerebro como CDP-colina ya que una vez administrado, en sangre es rdpidamente
hidrolizada en sus dos componentes principales: la citidina y la colina(Lopez-Coviella et
al. 1995). Los componentes suministrados son los que permitiran resintetizar la CDP-

colina de forma enddgena a partir de la colina.

Por lo tanto, la utilizacién de la Citicolina puede contribuir a una aceleracién o a

un aumento de la sintesis de estos fosfolipidos o de sus precursores(Hurtado et al.).

[ Pdcho | —

[ LysoPtdCho ]

<] ipL PLC
(i | \ PLD

<

CPD [ PCho ]

PD ChoK

[ Cho ]

Figura 14: Diagrama de la sintesis de fosfatidilcolina a partir de la colina. Abreviaturas: Cho=colina,

PCho= Fosfocolina, CDP-choline = Citidina-5'-difosfocolina. PtdCho= Fosfatidilcolina, LysoPtdCho =
Lisofosfatidilcolina, GPC = Glicerofosfocolina, ChoK = Colina quinasa, PLA/PLC/PLD = fofolipasas A/C /D,
LPL = lisofosfolipasa, CPD=colina fosfodiesteresa, PD= fosfodiesterasa, FA= &cidos grasos. Imagen

modificada de: (Mandal 2007)

La Citicolina, por su accidén sobre las membranas puede actuar a varios niveles

tanto en la fase aguda como en la fase crénica del infarto (Secades 2011)(Figura 15).
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Figura 15: Esquema de la cascada isquémica en el que se muestra las etapas en las que la Citicolina ha
demostrado tener algun efecto farmacoldgico (indicadas en los recuadros mas oscuros). Abreviaturas:
FSC= flujo sanguineo cerebral, canales V-D= canales dependiente de voltaje , iINOS=sintasa de éxido

nitricoinduciblelmagen obtenida de: (Secades 2011)

La Citicolina actua en fase aguda sobre el metabolismo lipidico celular, previene
la liberacion de acidos grasos, preserva los niveles de cardiolipina y esfingomielina,
estimula la sintesis de la fosfatidilcolina (PtdCho), reduce el acido araquiddnico que es
responsable de la inhibicién de la bomba Na*/K* (reduccién del edema citotdxico),
tiene efectos antiglutamatérgicos y actua sobre la peroxidacién lipidica debida a los
radicales libres a través del incremento de la sintesis de glutation que es
antioxidante(Adibhatla et al. 2001). La mayoria de sus efectos se pueden deber a la
inactivacion de la fosfolipasa A,(Adibhatla and Hatcher 2003). En ultima instancia, esta
proteccion se traduce en una disminucidn de la muerte celular (Krupinski et al. 2002;

Lee et al. 2009).
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A nivel de neuroproteccion los ensayos preclinico con Citicolina han sido
muchos y muy extensos y ofrecian buenos indicadores de mejor recuperacién
funcional. Una revisidon detallada actualizada a 2010 se puede encontrar en (Secades

2011).

La Citicolina también puede tener efectos sobre los procesos de
neurorreparacion. En este campo no hay tantos trabajos publicados y los mecanismos
por los cuales el farmaco puede mejorar la neurorreparacién aun no estan establecidos
claramente. Sin embargo se han detectado efectos positivos sobre la neurogénesis
post-isquemia en la ZSV y la ZSG del hipocampo (Hurtado et al. 2007; Diederich et al.

2012)y la angiogénesis(Secades 2012).

1.6. Bases fundamentales de la resonancia magnética

La resonancia magnética nuclear (RMN) mdas conocida en la practica clinica
como Resonancia Magnética (RM) para diferenciarla de otras técnicas que pertenecen
al campo de la medicina nuclear y que se basan en la utilizacién de radioisétopos, se
basa en la interaccién de un campo magnético con los atomos de la materia. Esta

interaccion sélo es posible si los atomos tienen unas propiedades concretas.

1.6.1. Las propiedades fisicas del atomo

Los atomos con nimeros impares de protones o neutrones presentan un cierto
desequilibro de carga en su nucleo lo que les confiere un momento magnético (1)
distinto de cero. Esto les dota de una propiedad que en quimica cuantica se denomina

espin, es decir, la capacidad de girar dicho momento magnético (un vector) sobre su
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propio eje. El momento magnético (Figura 16) tiene una magnitud y una direccién

concretas para cada tipo de nucleo.
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Figura 16: Diagrama representativo del momento magnético (;T) causado por el giro de un nucleo con
espin nuclear distinto de cero como analogia de un pequefio iman con polo norte (N)-sur (S). Las lineas

circulares indicarian las lineas de campo magnético.

Algunos de los dtomos mas destacados en el campo de la investigacion
biomédica son el protén (*H), el carbono (*3C) y el fésforo (*'P) por sus caracteristicas

apropiadas de espin I= %y su abundancia natural (Tabla 1).

Nucleos con interés biolégico en RMN
Elemento | Composicidn nuclear Espin Cte. giromagnética | Abundancia
Protones | Neutrones | nuclear (1) (v) (MHz- T ™) (%)
'H 1 0 1/2 42,5774 99,985
B¢ 6 7 1/2 10,784 1,10
p 15 16 1/2 17,2514 100

Tabla 1: Resumen de los principales atomos con momento magnético utilizados para estudios de RMN, con
sus principales caracteristicas para seleccionar el mas adecuado para cada tipo de estudio. Fuente

consultada: MRI Basic principles and applications (4th edition). (Mark A. Brown 2010)

- 7 ’ . . . .
Los i de los atomos con espin se orientan en todas las direcciones en ausencia

de un campo magnético externo (B,). Como consecuencia se anulan unos a otros y no
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hay magnetizacion neta. En cambio, en presencia de Bylos &tomos con 1=1/2 se alinean

en dos direcciones: paralela o antiparalela con respecto a B, (Figura 17).

Figura 17: El efecto del campo magnético sobre los momentos magnéticos nucleares. La poblacion de
nucleos se orienta en todas las direcciones posibles por el movimiento Browniano y al aplicar un campo

magnético Bose orientan en dos direcciones diferentes: paralela o antiparalela al campo.

Sin embargo debido a la interaccién de cada fi con Bo su alineaciéon no es
perfectamente paralela o antiparalela (aunque para simplificar se denomine asi), sino
que se forma un angulo con lo que los 2 vectores producen un par de fuerzas que
llevan a cada jia girar alrededor del vector Bo en un movimiento denominado precesién

de Larmor (Figura 18).

Figura 18: Representacion grafica de la precesién de Larmor. Los ﬁde los atomos de la muestra giran

alrededor deBo con una velocidad (vy) dependiente de la constante giromagnética (y) y el valor de Bo.
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La ecuacidén de la precesion de Larmor que describe la interaccidn entre estos

atomos y el campo magnético se describe en la Ecuaciéon 1:

Ecuacion 1: Ecuacion de la frecuencia de precesion de Larmor dondev,y= Frecuencia de precesion de

Larmor (Hz), y = constante giromagnética propia de cada 4tomo y Bo-campo magnético externo.

Las dos orientaciones del jidel atomo suponen dos niveles de energia. En
presencia de Byla posicién paralela es la de baja energia y la posicién antiparalela es la
de alta energia. Los nucleos se reparten de forma bastante equitativa entre los 2
niveles de energia aunque el nivel de baja energia siempre resulta favorecido en
condiciones de equilibrio térmico dindmico. Los atomos con espines contrarios
(paralelo y antiparalelo) anulan su magnetizacion. Por lo tanto, los &tomos que quedan

desaparejados en el nivel bajo de energia son los que crean la magnetizacion neta en

el equilibrio térmico (Fo), gue serd paralela a Bg (Figura 19a).

El campo magnético By influye en la diferencia de energia entre los dos estados
(Figura 19b). Esto es importante para el fendmeno de la resonancia magnética: a
mayor campo magnético mas atomos se quedan alineados en el nivel de baja energia
por la imposibilidad de alcanzar el nivel de alta energia, esto resultard en una mayor
magnetizacidn neta que permitira una mayor captacion de la sefial durante el

fendmeno de la resonancia.
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a) Atomos en equilibrio térmico b) Diferencias entre los niveles de energia
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Figura 19: Representacién grafica de los atomos en equilibrio térmico. a) Distribucién de los ﬁ entre el
nivel de baja energia (E;) y el de alta energia (E,) donde se ve que estd favorecido el nivel de baja

energia con una magnetizacién neta(M,) paralela al campo magnético externo (B,). b) Diferencias en
los niveles de energia segun la intensidad de B, (de 0 a 18,8T) donde se aprecia que a mayor Bymas
nucleos estan desaparejados con lo que la magnetizacidon neta serd superior. Abreviaturas: N =

nucleos con orientacidn paralela, N, = ntcleos con orientacién antiparalela, m= millén., T= Tesla.

La diferencia energética entre los niveles de energia se determina por la

Ecuacion 2:
AE = h-y- B,

Ecuacion 2: Ecuacién de la diferencia energéticaAEentre niveles de energia donde h = constante de
Planck que correlaciona la energia con la frecuencia de giro y su valor es h = 6,6262 x 10 Js, vy =

constante giromagnética propia de cada dtomo y Bo-campo magnético externo

El fendmeno de la resonancia se basa en la capacidad de los atomos de cambiar de
nivel de energia. Esto es posible aplicando campos magnéticos adicionales (B;) en
forma de pulsos de radiofrecuencia. Los pulsos de radiofrecuencia son de una potencia
y duracién determinada. Mientras se aplica energia se produce una excitacion de los
atomos que llegan al nivel alto de energia y cuando se acaba el pulso, los atomos
vuelven a su estado de equilibrio térmico produciendo mientras tanto una senal

eléctrica que es recogida por la bobina de recepcion (Figura 20).
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Figura 20: Efecto de un campo magnético adicional (B1) sobre los atomos de un nivel de energia.
Fendmeno de excitacidon/relajacion. Captacidn de la sefial mediante la bobina de recepcion durante el

periodo de relajacion. E1 = nivel de baja energia, E2 = nivel de alta energia, T=tiempo.

Esta captacion de la sefial de RMN por la bobina de recepcidon se produce
cambiando la orientacién de la magnetizacion neta (M) de los atomos del equilibrio

térmico (ﬁo; M,) al plano transversal (My,) (Figura 21).

Al aplicar Bsen la direccién del plano xy, se produce el cambio en la orientacién
de la magnetizacidon neta de un determinado angulo (8) y ademas se hace que todos
los atomos tengan coherencia de fase, es decir, estén en el mismo punto en el ciclo

precesional.

La componente en el plano transversal de la magnetizacién neta (Mxy) serd la
captada por la bobina de recepcién. Esta sefial es variable ya que al dejar de aplicar
Bila magnetizacion volverd al estado de equilibrio térmico donde la componente de la
magnetizacion se encuentra en la direccidon del campo By (Mz) y ademas los atomos
estaran precesionando a la frecuencia de Larmor en el plano transversal solamente
durante un tiempo muy corto y no siempre emitirdn sefial que pueda ser captada por

la bobina de recepcion. Este fendmeno se conoce como relajacion.
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y Bobina de recepcion
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Figura 21: Representacién de la perturbacion de la magnetizacion macroscépica de una muestra en un
sistema de coordenadas. La aplicacion de un campo magnético adicional (B,) perpendicular a By produce
que la magnetizacién neta se desplace un angulo 6 y se divida en sus componentes longitudinal (Mz) y
transversal (Mxy) (Excitacion). La componente Mxy sera la sefial captada por las bobinas de recepcién
como corriente eléctrica alterna. Al dejar de aplicar B;el sistema vuelve al estado de equilibrio térmico

inicial (relajacién).

1.6.1.1. Los efectos de la relajacion

Los fendmenos que ocurren durante el periodo de relajacidn son los que en

RMN dan informacién sobre la composicion de la materia estudiada.

1.6.1.1.1. Tiempo de relajacion T;

El tiempo de relajacion T,;, también se denomina constante de tiempo de la
relajacién longitudinal, ya que esta centrada en la recuperacién de la componente Mz

en el sistema de coordenadas mostrado en la Figura 22.

Hace referencia al tiempo en que tarda la magnetizacion macroscépica de la

muestra en volver al estado de equilibrio térmico (Mz,). La componente Mz del vector
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Mva aumentando cada vez a lo largo del el periodo de relajacién por lo que la grafica
es una exponencial creciente. El tiempo que tarda en recuperar el 63% de la
magnetizacion inicial se le denomina Constante T; y es propia de cada tipo de nucleo

en un campo magnético determinado (Figura 22).

Relajaciéon T,
Relajacion longitudinal
Spin-lattice relaxation

b 4 z x z

Recuperacion
de la magnetizacion

2 Constante T, tiempo

Figura 22: Representacion grafica de la recuperacion de la magnetizacidn longitudinal de una sustancia a

lo largo del tiempo. Imagen modificada de (Ridgway 2010)

La ecuacién que describe el fendmeno de la relajacion T, es la Ecuacidn 3:

Mz = MO : (1 _e_t)

Ecuacion 3: Ecuacion de la relajacion T; donde Mz = componente de la magnetizacion en la direccion del
campo By, Mg=valor de la Mz en equilibrio y t= tiempo transcurridos después de la excitacién de la

muestra.

1.6.1.1.2. Tiempo de relajacion T,

El tiempo de relajacidn T, o transversal se centra en la componente transversal

(M) del vector de magnetizacién, y por lo tanto, en la sefial que es captada por la
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bobina receptora. Al aplicar el pulso de radiofrecuencia todos los espines tienen
coherencia de fase. Sin embargo durante el proceso de relajacion esta coherencia se va
perdiendo y los espines precesan a distintas velocidades. Este tipo de relajacidon
también se denomina espin-espin ya que suele ser debido a las interacciones de los

nucleos con espines que tienen alrededor.

El tiempo que tarda el sistema en perder el 37% de la coherencia de fase inicial
(M) se denomina la constante de relajacién T,. Sin embargo la pérdida de coherencia
global suele ser mas rdpida ya que también estda afectada por posibles
inhomogeneidades ya sean del campo magnético del iman o de la muestra. Al tiempo
real en que el sistema tarda en perder el 37% de la magnetizacién inicial se le
denomina constante de relajacién T,* (Figura 23). En todos los casos T, es inferior o

igual a T1(T,< Ty).

RelajacionT,
Relajacion transversal
Spin-Spin relaxation

Figura 23 Representacion grafica de pérdida de la magnetizacion transversal de una sustancia a lo largo
del tiempo. Abreviaturas: Mxy,= magnetizacion transversal inicial, FID= Free Induction decay=

Decaimiento real debido a la relajacién TZ*,Imagen modificada de (Ridgway 2010)
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La ecuacién que describe el fendmeno de la relajacién T, es la Ecuacidn 4:
- . p~t/T2
Myy = Myy, - €

Ecuacidn 4: Ecuacion de la relajacion T, donde M,, es la magnetizacién perpendicular al campo
(generada por un pulso de radiofrecuencia). Mxy,= el valor de la magnetizacion xy inicial, y t = tiempo de

excitacion de la muestra.

1.6.1.2. Procesamiento de la sefial de RMN

La sefial de RMN es captada en forma de FID (Free Induction Decay) en funcién
del tiempo. Aplicando el procesamiento matematico de la Transformada de Fourier a
la FID se obtiene un registro en forma de frecuencias en lugar de tiempo (Figura 24)
que es lo que da lugar al espectro y esto es lo que permite el desarrollo de la Imageny

la Espectroscopia.

Procesamiento de la sefial

" Transformada
a
= de Fourier

& |_'lWﬁPf“a‘g'grzsH,-U-u-h-u-m.. - :

LU

i

Tiempo Frecuencia (Hz)

Figura 24: Esquema de la transformacion de la FID (la magnetizacion transversal representada respecto
al dominio del tiempo) registrada en un experimento de RMN, en un espectro (dominio de la frecuencia)
tras la aplicacién de la transformada de Fourier. Abreviaturas: M,,= magnetizacién transversal, V,=

frecuencia de precesion de Larmor.
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1.6.1.3. Los pulsos de radiofrecuencia

La principal funcién de los pulsos de radiofrecuencia es la excitacion de todos
los nucleos de una muestra. La idea bdsica es aplicar un campo eléctrico de baja
intensidad segun el eje x, pero de una frecuencia que corresponda con la frecuencia de
Larmor de la muestra para que todos los nucleos de un cierto tipo (por ejemplo, H)

sean excitados.

Hasta ahora se han descrito los efectos que tendria el aplicar un pulso que
dirigiera la magnetizacion al plano xy y captar la sefial que estos produjeran. Sin
embargo, los pulsos de radiofrecuencia con los que se trabaja en la actualidad se
disefian en base a pardmetros como el tiempo de eco, el tiempo de repeticion y el
angulo de giro para intentar maximizar las diferencias entre los diversos componentes

gue pueda haber en una muestra (distintas frecuencias de Larmor).

El tiempo de eco (TE) es el tiempo entre la aplicacién del pulso de
radiofrecuencia y la captacién de la sefial (fuerza electromotriz inducida). Se mide en
milisegundos (ms). Tiene en cuenta los procesos de relajacién T,ya que se basa en la
duracion del periodo de relajacién longitudinal desde que termina el pulso de

excitacion hasta la deteccidn del eco generado por la bobina de recepcion.

El tiempo de repeticion (TR) es el tiempo entre la aplicacion de un pulso de
radiofrecuencia y la aplicacidn del siguiente pulso. Se mide en milisegundos (ms). Tiene
en cuenta los procesos de relajacién T, ya que se basa en la duracion de la relajacién

longitudinal entre un pulso de excitacidn y el siguiente.

El angulo de giro () es el angulo que se le da al vector de magnetizacion con la
excitacion. Normalmente se trabaja con angulos de 90° (vector de magnetizacién en el

plano xy) y de 180° (vector de magnetizacion invertido en el eje z).
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1.6.1.4. Los gradientes

Aparte de los pulsos de radiofrecuencia, actualmente los equipos de RMN estdn
dotados con gradientes de campo magnético que se superponen a Bgen las tres
direcciones del espacio G(x), G(y) y G(z). Esto modifica el campo magnético efectivo en
cada punto, con lo cual cada protdn resonard a una frecuencia distinta seglin su
posicién espacial, esto permite la codificacion 3D que se aplica en imagen pero

también la localizacion del voxel en espectroscopia in vivo (ERM).

Para la obtencion de una imagen de RMN (IRM) en un determinado plano en
los ciclos de adquisicidon-excitacion se aplican gradientes en las tres direcciones

ortogonales en el espacio (Figura 25):

- Codificacion espacial (slice-selection): |la orientacién del primer gradiente

determina la orientacion del corte.

- Codificacién en frecuencia (frequency encoding): utiliza el gradiente de lectura
(readout gradient). Es un gradiente de amplitud fija que generalmente se activa

durante el tiempo de adquisicion de la informacion.

- Codificacién en la fase (phase encoding): se activa el tercer gradiente que es
perpendicular al gradiente de codificacion en frecuencia y se aplica entre los 2
gradientes anteriores. Este gradiente no tiene una amplitud fija y tiene efectos sobre la

magnetizacidn transversal de los espines.

La imagen 2D obtenida se basa en un conjunto de elementos digitales de
imagen (pixels) (Figura 25b) que en realidad representan elementos de volumen del

tejido (voxels).
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a) Ejemplo de secuencia IRM
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b) Representaciénde la codificaciéon 2D
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Figura 25: Secuencia de imagenes donde se muestra como se obtiene una imagen 2Da) Representacién

gréfica de la aplicacién de gradientes(G,,G,,G,) junto con el pulso de radiofrecuencia (RF). a) Secuencia

de gradientes, b) Codificacion de los gradientes en un plano 2D (en frecuencia y en fase), c¢) Imagen

ponderada en T, de un tumor en la region del cerebelo (hiperintensidad). En la parte inferior se muestra

la zona delimitada por el cuadro blanco expandida de forma que se pueden apreciar los elementos

digitales de la  imagen (pixeles).

http://www.fonar.com/nobel.htm.

1.6.2. Imagen de resonancia magnética

Imagen

modificada de  (Mandal  2007)

y

Actualmente la imagen por resonancia magnética (IRM) es una de las técnicas

mas utilizadas en la practica clinica para el diagndstico, ya que permite imagenes de

una resolucion y contraste muy elevados.
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La técnica de imagen de resonancia magnética se basa en el andlisis de los
protones del agua (H,0). El cuerpo humano esta formado en un 80% por agua, con lo

cual la sefial del *H detectable es extremadamente abundante.

El principal reto a la hora de producir imagenes por RMN dtiles en clinica es el
contraste. Si las moléculas de agua no tienen propiedades fisicas o quimicas diferentes,
independientemente de la resolucion, no se podrian diferenciar bien por imagen las

distintas zonas de un tejido entre ellas.

En el caso del cerebro, distintas zonas (materia blanca, materia gris, liquido
cefalorraquideo...) tienen tiempos de relajacién T, y T, distintos como esta resumido
para cerebro de rata y para varias intensidades de campo magnético en (de Graaf et al.

2006).

Por ese motivo dependiendo de lo que se quiera analizar es preferible utilizar
imagen ponderada en T; (basada en los valores diferenciales de relajacién T, del
tejido), imagen ponderada en T, (basada en los valores diferenciales de relajacién T,
del tejido), imagen de densidad protdnica (basada en la concentracidon de agua) o
Imagen de difusidon (basada en el coeficiente de difusidén de las moléculas de agua)

(Figura 26).

Las imdagenes ponderadas en densidad proténica, no reciben contribuciones
importantes de los efectos de relajacion T, y T,, ya que Unicamente se basan en la
densidad de protones por zonas (concentracion de agua). Para ello se utiliza un TE
corto (minimiza los efectos de T,) y TR largo (minimiza los efectos de T;). En estas

imagenes las zonas hiperintensas son debidas a una mayor concentracién de agua.

Las imagenes ponderadas en T, se usan cuando hay diferencias en los valores
de relajacion de T, entre los distintos tejidos de interés. Para destacar en imagen esas
diferencias se utilizan valores de TE largos (maximiza los efectos de T,para que se
muestren las diferencias entre las zonas de interés) y valores de TR largos (minimiza los
efectos de T;). En este tipo de imagenes, las zonas de agua libre, como por ejemplo el
liquido cefalorraquideo (constantes de T,elevadas en comparacién con el agua del

tejido) son las que aparecen como zonas hiperintensas.
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Las imagenes ponderadas en T; se usan cuando hay diferencias en los valores
de T; entre los tejidos de interés. Para ello se utilizan valores cortos de TE (minimiza los
efectos de T,) y tiempos cortos de TR (maximiza los efectos de T; antes de que se
produzca la recuperacion de la sefial debido al tiempo de reciclaje restringido entre
pulsos). En estas imdagenes las zonas con T; largo, como es el caso del liquido

cefalorraquideo, aparecen de forma hipointensa.

A parte del contraste, otra limitacion de las imagenes de resonancia magnética,
es la resolucién. Las moléculas de agua tienen un movimiento térmico intrinseco de
difusidn, esto contribuye a la pérdida de sefial durante la adquisiciéon ya que no se
trata de una imagen estatica. Los valores de b, se refieren al tiempo entre gradientes
para el reenfoque de los espines de las moléculas de agua. La mayoria de imagenes
utilizan valores de b cortos para evitar este efecto de la difusion y aumentar la
intensidad la sefial detectable. Hay un tipo de imagen, en cambio, que aprovecha esta
difusién de las moléculas para obtener informacién con contraste diferencial: es la

imagen ponderada en difusién.
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Densidad proténica PonderadaenT,oT,* PonderadaenT, Difusién
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Figura 26: Representacién de los distintos tipos de contraste que se pueden conseguir en imagen y los
parametros TE, TR y b que se utilizan para la maximizaciéon de las diferencias entre las distintas
sustancias que generan diferencias en la intensidad aparente (contraste) de la imagen de cerebro.

Imagen modificada de (Mori and Zhang 2006; Ridgway 2010).

1.6.2.1. Imagen de difusién (DWI) y mapas de ADC

La imagen de difusién se basa en la movilidad de las moléculas de agua. Estas
tienen un movimiento térmico que las hace moverse aleatoriamente en el espacio
(movimiento Browniano). Este movimiento es isotrépico en el agua libre. Sin embargo,
en el cerebro el movimiento del agua estd restringido ya que tiene estructuras que lo
limitan como las membranas celulares. Entonces el agua tiene un movimiento
preferente en la direccion que no presenta barrera siendo entonces un movimiento

anisotrépico.
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Existen secuencias especificas de RMN que permiten obtener una imagen de
difusién. Estas secuencias incorporan pares de gradientes separados por un pulso y

con una duracién determinada.

Para la generacion de una imagen de difusidn los efectos de los gradientes se
cancelan el uno al otro si los espines no se mueven, mientras que si se mueven
experimentan un cambio de fase. La atenuacién de la sefial depende de la amplitud y

la direccién de los gradientes aplicados que puede ser x, vy, z.

La sensibilidad de la difusién se controla por el pardmetro b (Ecuacién 5) que
determina la atenuacidn de la difusidén por la modificacion del tiempo de duracién y
amplitud del gradiente de difusién. El grado de atenuacién depende de la magnitud de

la traslacién molecular y la ponderacion en difusién

[0)
b=(V2'9d2'52)'(A—§)

Ecuacion 5:Célculo del valor de b en las imagenes DWI donde y =constante giromagnética, g4 = amplitud

del gradiente aplicado, 6= duracion del gradiente y A =tiempo entre gradientes.

No se puede obtener el valor del coeficiente de la difusidn del agua a partir de
una Unica imagen. Para ello, es necesario adquirir varias imagenes a distintos valores

de b, manteniendo constantes el resto de variables experimentales.

La ecuacion de la seiial obtenida después de un experimento de difusién viene

dada por la Ecuacion 6:
S= S, e PP

Ecuacion 6: Calculo de la intensidad de la sefial (S). Sp=Intensidad sefial en imagen con b=0 mm/sz, D=

coeficiente de difusion del agua

En un mapa de ADC (Apparent Difusion Coeficient) |la intensidad de cada pixel es
proporcional a la difusion aparente en el véxel correspondiente. Las zonas

hiperintensas en los mapas de ADC indican mayor coeficiente (velocidad) de difusion,
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por lo tanto a mayor valor de D mas pérdida de senal se espera en las imagenes

ponderadas en difusion.

En el caso de una lesién isquémica, la DWI permite obtener en fase temprana
una imagen de la zona afectada por la isquemia, ya que los valores de ADC disminuyen
a la mitad aproximadamente en dicha zona. Ello es debido al edema citotéxico que
produce un aumento del volumen de las células ya que el agua difunde al interior
celular, con lo que e movimiento del agua extracelular restante es mas restringido

(Figura 27A).

|A| Hemisferio contralateral . Infarmi.'lidemacitntﬁuim]

Movimientolibre anmmnturestﬂngldn
*,f j , / I.,-4'
--lr ) A .
i 4" | Lf j
\ )
RS 5 ':"
Y .‘.?G_J ;E, I! !
LT e
‘ r IHH-’- - = r
'1-,_.-* " w h._.-"
In 5/5,

by b, Valordeb [s/mm?)

Figura 27: Esquema de imdagenes donde se muestra en un cerebro humano las diferencias observables
tanto por imagen ponderada en difusion como por mapa de ADC. En la parte inferior de cada imagen se
muestra la leyenda de color asociada a menor (-D) o mayor (+D) difusion. En la parte superior derecha
se muestra de forma representativa la distribucién de las moléculas de agua en tejido sano o con
edema. La grafica inferior muestra la pérdida de sefial (S) en ambas regiones del cerebro a distintos
valores de b. En cada uno de los apartados la letra |A| hace referencia al tejido sano vy la Ietra al tejido

infartado. . Imagen modificada de (Roberts and Rowley 2003; Mori and Zhang 2006; Bitar et al. 2006)
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1.6.2.2.  Angiografia

La angiografia es una técnica que permite una visualizacidon de la estructura
cerebrovascular en base al flujo sanguineo (Bradley 1992) y permite detectar

anormalidades en éste.

La RMN permite la obtenciéon de angiografia utilizando las técnicas basadas en

el tiempo de vuelo (time-of-flight, TOF) (Masaryk et al. 1990; Laub 1995).

Esta técnica consiste en la exposicion de los espines de la muestra de interés a
pulsos repetidos de radiofrecuencia de excitacion usando TR inferiores a los T; del
tejido estdtico y de la sangre. De este modo, en el tejido estdtico o la sangre que
circula lentamente, los espines son saturados, haciendo que su magnetizaciéon
longitudinal sea practicamente nula. En cambio, en la sangre que fluye, los espines del
agua no han sido excitados previamente, con lo que la magnetizacion longitudinal
detectable es elevada, lo que resulta en una seiial de IRM intensa (Wheaton and

Miyazaki 2012) (Figura 28)

Teniendo en cuenta eso las técnicas de angiografia usan un TE corto para evitar
la pérdida de fase de los espines y un TR corto para saturar la sefial del tejido estaticoy
asi maximizar el contraste de la imagen .

Las secuencias de angiografia pueden ser 2D o 3D, es decir, en 2 dimensiones
(se excita plano por plano) y 3 dimensiones (se excita un volumen). La angiografia 3D-
TOF ofrece una elevada resolucidn, especialmente en los vasos pequeios, ya que
permite realizar cortes mas delgados. Sin embargo, como la técnica es sensible al flujo
gue entra y sale del volumen excitado los vasos con flujo lento pueden quedar
saturados y perder contraste la imagen. En casos de flujo lento es mas adecuado

utilizar la 2D-TOF.
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Figura 28: Esquema de imagenes donde se muestra la representacion de las bases de la angiografia.
Basicamente, la sefial por MRI se produce al entrar nuevo flujo (no saturado) al corte o volumen que se
analiza. A la derecha se puede ver una angiografia de cuerpo entero sin contraste realizada con la

técnica 3D-TOF a 1,5 T. Imagen modificada de (Miyazaki and Lee 2008; Wheaton and Miyazaki 2012)

La angiografia aplicada al estudio del infarto cerebral permite en la practica
clinica detectar la oclusidon de la arteria afectada y su posible reperfusién posterior.
También permite detectar malformaciones en el arbol vascular que pueden ser la
causa de un ictus. A nivel preclinico, también es posible la obtenciéon de imagenes de

angiografia de roedores (Besselmann et al. 2001).
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1.6.3. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (ERM)

En el apartado anterior se ha descrito que la imagen por resonancia magnética
se basa en el estudio de la sefial mas intensa de los ntcleos de *H en el tejido de
estudio, la del agua. Sin embargo, el agua no es el Gnico compuesto formado por *H en
el cerebro, hay otros compuestos (metabolitos) que se encuentran en menor

concentracion y que al atenuar la resonancia del agua pasan a ser detectables.

El estudio de las variaciones de los niveles de estos metabolitos en casos de
patologia da lugar a los estudios metabolémicos o de patrén metabdlico que cada vez
estan adquiriendo mas relevancia en el campo del diagndstico y prondstico de

enfermedades(Holmes et al. 2006).

1.6.3.1. Pardmetros basicos de ERM

1.6.3.1.1. Identificacion de las sefiales del espectro
El entorno quimico de los protones

No todos los protones estdn afectados de la misma forma por el campo
magnético. Las frecuencias de resonancia de cada nucleo en concreto se encuentran
influenciadas por su entorno electrdnico. Asi, este entorno se opone al campo
magnético externo By creando un efecto denominado apantallamiento quimico

(Ecuacion 7).
BeszO_ o - B0=(1_O-)Bo

Ecuacion 7: Ecuacion del campo magnético efectivo (Be) para un nucleo. By = campo magnético externo,

o= constante de apantallamiento.

Este fendmeno implica que la frecuencia de precesidon (Ecuacion 8)de cada
nucleo no depende Unicamente de la constante giromagnética (y) y del campo
magnético (By) sino que también hay que tener en cuenta la constante de

apantallamiento (o).
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Frecuenciareal v = % (1-0)-B,

Ecuacion 8: Ecuacién de la frecuencia real de precesion del momento magnético del nucleo que serd

distinta segun el apantallamiento al que esté sometido.

Estas diferencias en las frecuencias reales de precesion es lo que se observa en
el espectro de frecuencias que se obtiene después de aplicar la transformada de

Fourier.

Las constantes de apantallamiento son muy dificiles de medir con precisién. Lo
gue se hace es considerar las diferencias entre cada resonancia y una resonancia de
referencia (vief). En el caso de experimentos in vitro los compuestos que se han
utilizado de referencia con frecuencia son el acido 3-(Trimetilsilil)- Propidnico (TSP) o el
Tetrametilsilano (TMS) a los que se asignaba la frecuencia de referencia del equipo de
resonancia para el campo magnético considerado (por ejemplo 400 MHz para 'H a

9,4T).

El desplazamiento quimico

Representar el espectro por frecuencias, en MHz, tiene un inconveniente y es
gue dependiendo del campo magnético en que se trabaje estas frecuencias variaran.
Por ejemplo, un compuesto que a un cierto campo magnético apareciera a 400 MHz en
un campo magnético el doble de intenso apareceria a 800 MHz. Esto puede suponer
un problema a la hora de comparar resultados. Por ello, se establecid un nuevo
sistema de medida que era independiente del campo magnético utilizado y que se
expresaba en partes por millén (ppm).En el sistema de referencia segun

desplazamiento quimico el TSP o TMS pasan a ser el 0 ppm.

La ecuacidn que se aplica para la normalizacion de las frecuencias es la

Ecuacion 9:
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Vg— D
5= 0 ref_106

vref

Ecuacion 9: Ecuacidn del desplazamiento quimico. & = desplazamiento quimico, vy= frecuencia de

resonancia de un nucleo a un determinado campo magnético y ;.= frecuencia de la referencia.

En los experimentos in vivo, al no ser conveniente utilizar compuestos
exdgenos, la referencia que se suele utilizar es la frecuencia de resonancia del grupo
metilo de la creatina total que es muy estable (3,03 ppm) o del agua (4,75 ppm),
aunque en esta Ultima su desplazamiento quimico puede verse afectado por la

temperatura.

En los espectros por desplazamiento quimico el O ppm se sitla a la derecha y
los desplazamientos positivos sucesivamente hacia la izquierda. Los espectros de H
tienen, aproximadamente un rango de apariciéon de los metabolitos de interés de 10
ppm. Los compuestos con nucleos mas apantallados aparecen a la derecha, resuenan
con frecuencias mads bajas ya que los campos efectivos son mas altos (mas oposicion al
campo magnético Bg) mientras que los compuestos que aparecen a la izquierda son de
protones menos apantallados que resuenan a frecuencias mas altas ya que los campos

magnéticos efectivos son mas bajos.

La multiplicidad de la sefial

Ademas de las distintas posiciones relativas en el espectro de los grupos
funcionales de una molécula (desplazamiento quimico), también hay que tener en
cuenta que sdélo en el caso de los singuletes, dichos grupos funcionales tienen una

Unica resonancia.

Asi, hay otros grupos funcionales en las moléculas que sufren un tipo de
acoplamiento espin-espin, entre los diferentes estados de espin a través de los enlaces
gquimicos de la molécula. Este fendmeno se denomina acoplamiento J o acoplamiento
escalar. Su resultado es la subdivision de las sefiales en varias posiciones de

desplazamiento quimico distinto (estructura fina).
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Si el acoplamiento es homonuclear, es decir, con otro nucleo de espin % (como
4, € 0 3'P) el numero de nucleos equivalentes magnéticamente (n) “divide “a la
sefial del nucleo acoplado en n+1 sefiales con cocientes de intensidad relativa que
siguen el tridngulo de Pascal(Figura 29). Entonces dichas sefiales con estructura fina se

denominan dobletes, tripletes, cuartetos o multipletes.

singulete
Sin H acoplados c{-c-u

., doblete
1 H acoplado c~i—c—n

" trlplefe
2 H acoplados H—i—C—H

3 H acoplados H—{—c—n

/) =} riangulo de Pascal

Figura 29: Representacion en el espectro de los espines (azul) acoplados a unos nucleos n (rojo) y la
relacion de intensidades relativas entre ellos expresada por el tridngulo de Pascal. Imagen obtenida de:

http://www?2.chemistry.msu.edu/faculty/reusch/VirtTxtiml/Spectrpy/nmr/nmrl.htm

La constante de acoplamiento (J), expresada en Hz, da informacién sobre la
distancia que separa las distintas sefiales acopladas en dicha estructura fina. Esto es
especialmente importante a la hora de la interpretacion de los espectros de alta
resolucién en el cual se pueden apreciar las distintas sefiales con su acoplamiento
escalar. En los espectros in vivo, en cambio, este desdoblamiento no siempre es
apreciable ya que las seiales se superponen debido a la mayor anchura de las

resonancias individuales.

Un ejemplo claro de la multiplicidad de sefal se observa en el lactato. El lactato

tiene un grupo metilo —CHs (1,30 ppm) que es un doblete y también tiene el CH del
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grupo metino (4,10 ppm) que es un cuarteto por su acoplamiento escalar entre los dos

grupos funcionales (Figura 30).

H 7 Hr
| Lt
HO—C — 9--_CI__—H Molécula de Lactato
l g —
HO
CH del metino metilo

T ] —

| |
4,10 ppm 1,30 ppm

Cuarteto 1:3:31 Doblete 1:1

M1
M 1y
MM L

Figura 30: Esquema de una molécula de lactato (arriba) obtenido a 9,4T de una muestra de infarto
cerebral en rata. En el espectro se muestran los acoplamientos escalares que se producen y en la parte
inferior como las distintas posibles posiciones de los espines vecinos acoplados escalarmente a los
protones del grupo funcional observado en el equilibrio dan lugar a las alturas de las sefiales. En
espectroscopia de alto campo se pueden distinguir el doblete (centrado en 1,30 ppm) y el cuarteto

(centrado en 4,10 ppm) caracteristicos de esta molécula.



Introduccidn 51

1.6.3.1.2. Caracteristicas y determinacion de la calidad del espectro

Los metabolitos analizados por ERM aparecen como sefiales que se pueden
ajustar a una curva Lorentziana. Los valores que definen este tipo de formas son la

altura (h), la anchura a media altura y la posicidon de su maximo (X,) (Figura 31).

T.,
n

Anchuraala |, h
mitadde la
altura del pico
— )
1 3 5

Figura 31:Representacién de una curva Lorentziana tipo. Los espectros de ERM se ajustan a este tipo de
curva. En el esquema se muestra la anchura a la mitad de la altura de la seiial. Abreviaturas: Xo= posicién

de la sefial en el espectro y h=altura de la sefial.

Como se ha comentado anteriormente, la posicidon de la sefial en el espectro
(Xo) es caracteristica del grupo funcional concreto del compuesto que se estudia. Por
otra parte, la anchura a mitad de la altura es una medida de la resolucidn del espectro
gue viene dada por las condiciones instrumentales de adquisicion, cuanto mas bajo sea
el valor (mas estrecho sea el pico) mas calidad tiene el espectro ya que 2 sefiales que
sean proximas serdn distinguibles. Las sefiales se pueden ensanchar también debido a
inhomogeneidades de By, relajacién espin-espin (T;), intercambio quimico, anisotropia
de desplazamiento quimico, interaccion dipolar, interaccién cuadrupolar (en caso de

que 1>1/2, por lo tanto no afecta a los espectros de *H).
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La altura (que también se puede denominar intensidad) es una medida relativa
de la concentracion de los nucleos que dan lugar a la sefial. A igual anchura a la altura

media, mas altura indica mayor concentracién de nucleos.

La integral o area de la seiial es directamente proporcional a la concentracién
molar de los compuestos. Asi, la cuantificacion de los compuestos se puede hacer sin
necesidad de estandares o curvas de calibracién para cada compuesto aunque se
necesita como minimo de una referencia de concentracidon (interna o exdgena).
Teniendo en cuenta los valores de tiempo de relajacién T, y T, de cada resonancia de
interés y la concentracidn de la referencia interna se puede llegar a tener informacién
sobre la concentraciéon (umoles/g tejido) de los metabolitos presentes en una

determinada muestra.

Sin embargo, tal y como se ha comentado, en un espectro real, especialmente
in vivo, no todas las sefales corresponden a un Unico grupo funcional de una sustancia.
Asi, la mayoria de sefales tienen contribuciones de varios metabolitos y, actualmente,
a excepcién de las resonancias mejor resueltas es necesario utilizar programas de
fitting como LC Model (Provencher 1993) o jMRUI (Stefan 2009) para poder

cuantificarlas.

Sefial a ruido

El cociente entre la sefal (altura) obtenida de los protones y el ruido de fondo
es importante para cualquier técnica espectroscépica. Mdas en resonancia magnética,
en que el cociente entre la sefial y el ruido es baja, especialmente en la espectroscopia
in vivo, comparado con otros tipos de espectroscopia. Una manera de aumentar este
cociente es aumentando el nimero de registros de una misma muestra (scans),
aumentando por tanto el tiempo total de adquisicion del espectro, factor éste

limitante también en el caso de la espectroscopia in vivo.

Al aumentar el numero de scans las senales presentes irdn aumentando de
manera proporcional al nimero de registros, mientras que el ruido, por ser de

naturaleza aleatoria, no se adicionard de manera coherente y su contribucién no
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aumentara tanto como la de las sefiales de interés. Teniendo en cuenta que la
intensidad del ruido aumenta proporcionalmente a la raiz cuadrada del nimero de
registros, vemos que el cociente sefial/ruido (S/N) mejorard con el nimero (n) de

registros seglin se muestra en la Ecuacion 10:

S n
— x — & /n
N Tn

Ecuacion 10: Ecuacidén de la sefial (S) a ruido (N) donde se aprecia como el cociente mejora

significativamente con el nimero de scans (n). Simbolox = proporcionalidad.

1.6.4. Espectroscopia in vivo

1.6.4.1.  SINGLE VOXEL (SV)

La espectroscopia in vivo es un tipo de espectroscopia localizada del organismo
(modelo animal o humano) de interés. En primer lugar se acostumbra a llevar a cabo
una imagen de referencia para determinar la localizacidon (el volumen de interés o

voxel) de donde se obtendra la informacién de tipo bioquimico.

Para la localizacion del voxel se utilizan secuencias de gradientes para la
excitacion secuencial de los tres planos ortogonales. Las secuencias clasicas mas
utilizadas en RMN son las basadas en el eco de espin, descrito por Hahn en los afios 50.

Por ejemplo la secuencia Point Resolved Spectroscopy (PRESS) utiliza el pulso de
90°para producir la magnetizacion transversal y hacer que los nucleos precesen de
forma coherente en el plano xy, cuando estos empiezan a desfasarse se utilizan dos
pulsos de 180°que se aplican en un plano perpendicular al anterior. De esta manera
solo la magnetizacion que es excitada por los 3 pulsos, que es la que se encuentra en la
interseccion de los planos de excitacion, es reenfocada. Esa zona de excitacidon

constituye el voxel (Figura 32).

También se utilizan gradientes adicionales para destruir la magnetizacién de las
regiones externas al voxel de interés y pulsos selectivos a la frecuencia de resonancia

del agua Chemical Shift Selective (CHESS) previos al resto de la secuencia para atenuar
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su sefal. Las principales ventajas de la secuencia PRESS respecto a otras secuencias de
espectroscopia localizada es que al producir el reenfoque aumenta la sefial a ruido de

los espectros.

Planos excitados mediante gradientes
. Interseccién= VOI= voxel

SECUENCIA PRESS
TE

CHESS 907514 180 TE/z 180 TE/2
RF offo—4 * ; + B
6, n 5
6y—JL_ A 1N _@a_:
G, a8 a

Figura 32: Secuencia Point Resolved Spectroscopy (PRESS) con supresion de agua (CHESS). Colocacion
espacial de los planos ortogonales para la localizacién del voxel y esquema de los pulsos y gradientes
utilizados para la excitacion de cada plano. El simbolo A de la secuencia indica gradientes adicionales
para la supresion de sefiales no deseadas (agua)y el tridngulo azul indica el momento de inicio de la
adquisicion de los datos. Imagen modificada de: www.tsid.net y de experimentos RMN Universidad

Santiago de Compostela http://desoft03.usc.es/rmnweb/mri/CHESSpress.html

Una de las principales limitaciones de la espectroscopia in vivo es la baja
resolucién del espectro, entendiendo como baja resoluciéon la obtencién de un

espectro con resonancias anchas.

Este efecto se produce cuando el campo magnético local que actua sobre
diferentes grupos de espines no es igual y por tanto procesan a frecuencias distintas.
Entonces cada grupo de espines da lugar a una resonancia a una frecuencia

ligeramente desplazada y lo que se observa es una envolvente mucho mas ancha.


http://www.tsid.net/
http://desoft03.usc.es/rmnweb/mri/CHESSpress.html
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Esos campos locales diferentes pueden ser debidos a multiples causas, como
son: i) inhomogeneidad de la muestra, ii) inhomogenidades en el campo magnético y

i) interaccion dipolar entre espines con diferentes frecuencias de Larmor.

1.6.5. Espectroscopia ex vivo

La espectroscopia de alto campo permite mejor resolucién espectral que la

ERM in vivo porque se acostumbra a utilizar campos magnéticos mas elevados.

Normalmente, si ello es posible, se trabaja con muestras liquidas, ya que el
rapido movimiento isotrépico de las moléculas en disolucion promedia las
interacciones dipolares causantes del ensanchamiento de las sefiales. Es por esto que
en el campo biomédico se utiliza la ERM de alta resolucidn para trabajar con muestras
liguidas como pueden ser plasma, orina (Jung et al. 2011)o liquido cefalorraquideo
(Wang et al. 2013). La resolucién en muestras liquidas seria equivalente a la que se ha
mostrado en el apartado 1.6.5.2 para los distintos metabolitos en forma de

disoluciones de estandares, obtenido de (Govindaraju et al. 2000)

En caso de trabajar con muestras de tejido, que se consideran sdlidas o semi-

sélidas, hay 2 opciones:

- Realizar una extracciéon de metabolitos solubles: Se puede llevar a cabo con
acido percldrico (Valverde et al. 2006) o solventes organicos (Yang et al. 2012),que
permiten extraer el contenido de los compartimentos acuosos de las células
(principalmente citosol) y disolverlo en forma de muestra liquida. Este método tiene
diversas limitaciones como la destruccién de la muestra, las posibles pérdidas de
metabolitos que se pueden dar en el proceso de extraccion o la elevada cantidad de
muestra necesaria para la obtencion de concentraciones de metabolitos

suficientemente altas para el analisis en un tiempo de adquisicién razonable.

- Utilizar la técnica de High Resolution Magic Angle Spinning (HRMAS): En este
caso la muestra/biopsia se incluye directamente en un contenedor (rotor) para la
deteccion por ERM sin necesidad de hacer ningun tipo de pre-procesamiento o

extraccion.
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1.6.5.1.  High Resolution Magic Angle Spinning (HRMAS)

El HRMAS permite trabajar ex vivo o in vitro con muestras solidas o semi-solidas

produciendo espectros de alta resolucién comparables a las de muestras liquidas.

La causa de la elevada resolucién espectral en el caso de muestras liquidas es
que las interacciones dipolares se promedian a cero, ya que el movimiento isotrépico
de las moléculas del liquido a lo largo del tiempo anulan los posibles efectos de estas

interacciones en un momento dado.

En el caso de una muestra sélida o semi sélida el problema de la desviacién del
campo magnético local debido a los acoplamientos dipolares entre moléculas cercanas

de la muestra se resolvié tedricamente tal y como se muestra en la Ecuacion 11.

—  UpMe 3cos?B —1
B = :
41 r3

Ecuacion 11: Ecuacién que muestra los factores que influencian el campo magnético local resultante
(B)donde. B = campo magnético local resultante; |, = la permeabilidad magnética relativa de la muestra
Y Ho _permeabilidad magnética del vacio = 41107 TmA™, 8= es el dngulo entre el eje de rotacion del
rotor para HRMAS (ver también Figura 33d) y el campo magnético estatico y r= la distancia entre los

momentos magnéticos considerados.

.7 . 2 . s s s .
La Ecuacion 11es proporcional a 3cos“8, si el dangulo 0 es el angulo magico (6,,)
=54,7° entonces 3cos’ 54,7° = 1 con lo que tedricamente se anula y entonces se
pueden minimizar las contribuciones del acoplamiento dipolar consiguiendo reducir el

ensanchamiento de sefiales de muestras sdlidas o semisodlidas.

En HRMAS el angulo mdagico se obtiene girando el rotor respecto a By a 54,7°

como se muestra en la Figura 33d.
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Figura 33: Conjunto de imagenes sobre el equipo y funcionamiento de la resonancia por HRMAS.a)
Espectrometro 400 Hz con iman de 9,4T equipado con sonda HRMAS. b) Imagen sobre la preparacion de
la muestra en el rotor. c) Turbina de giro en el angulo magico. d) Esquema de las partes que componen
la turbina de giro. Abreviaturas: By= campo magnético estatico, vg= velocidad de rotacion, Gyas=
gradiente. Imagen modificada de:
http://www.bruker.com/en/products/mr/nmr/probes/probes/solids/hr-mas/overview.html,

http://www.dotynmr.com/solids/HRMASMAG.htm y www.intechopen.com/download/pdf/38536

Por otro lado, uno de los inconvenientes de la técnica es que provoca la
aparicién de unas bandas originadas en el agua no suprimida que podrian obstaculizar
la correcta deteccidon de las resonancias de interés. Sin embargo si la frecuencia de
rotacion de la muestra es suficientemente elevada estas bandas desaparecen de la

parte de interés del espectro (de 0 a 10 ppm).

Aplicar esta técnica a tejidos es relativamente sencillo ya que el movimiento de
los protones dentro de los compartimentos acuosos de las células ya reduce las
contribuciones anisotrépicas incluso girando a velocidades relativamente bajas,
aunque normalmente se utilizan velocidades altas (de 2000 a 6000 Hz) para asegurar
que las bandas de agua no suprimida no aparecen. La principal limitacién a la hora de

trabajar a velocidades altas es no afectar excesivamente a la integridad tisular.

Las secuencias de excitacion y adquisicién con las que se trabaja en HRMAS son

las que permiten utilizar las diferencias entre sus tiempos de relajaciéon para obtener
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informacién selectiva de las moléculas de interés como pueden ser la secuencia de

Pulso y adquisicién o la Standard Hahn spin echo (Figura 34).

Pulso adquisicién Standard Hahn spin echo
TE=136 ms

T TER 7
vlr—.

e

FID FID Echo
Seial Senal

Figura 34: Esquema de las secuencias de pulsos de excitacion de la muestra para analisis por HRMAS. Se
muestran 2 secuencias: Pulso y adquisicidon y Standard Hahn spin echo. Ambas secuencias contienen
pulsos de presaturacién de la sefial de agua (que no se representan en el esquema). Abreviaturas: RF=
radiofrecuencia, TE= tiempo de eco, FID= Free Induction Decay. Modificada de: Basic M R | Imaging

(www.radiology.georgiahealth.edu).

1.6.5.2. Aspectos bioquimicos y patron espectral de los metabolitos cerebrales

detectables por ERM de *H

En la espectroscopia in vivo, debido a su baja resolucién, se pueden identificar un numero relativamente
bajo de metabolitos segln la posicion en la que se encuentran en el espectro. Por otro lado técnicas

como el HRMAS permiten obtener mayor resolucion. Un ejemplo para tejido de rata sana se muestra en

la Figura 35 y una tabla con las principales resonancias y sus asignaciones se muestra en la Tabla 2.
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Asignaciones de las principales resonancias detectables mediante ERM in vivo y HRMAS ex vivo en

cerebro de rata

Resonancia Abreviatura Desplazamiento quimico (ppm)
Lactato Lac 1,33-1,35
Alanina Ala 1,47
Acido aminobutirico y GABA 1,89
N-acetilaspartato NAA 2,02/2,49 /2,67
N-acetilasapartatoglutamato NAAG 2,05
Glutamato Glu 2,35/3,75
Glutamina GIn 2,12/ 2,45
Aspartato Asp 2,80
Fosfocreatina PCr 3,04 /3,95
Creatina total TCr 3,03 /3,93
Colina total TCho 3,21
Compuestos | Colina libre Cho 3,19
que Glicerofosfocolina GPCho | 3,23
) ChCCp
contienen | Fosfocolina PCho | 3,21
colina Fosfatidilcolina PtdCho | 3,25
Taurina Tau 3,26/ 3,42
Mioinositol mi 3,28 /3,53 /3,62 /4,06
Glucosa Glu 3,82
Fosfoetanolamina PE 3,98
Lipidos mdviles +macromoléculas LM 0,97/ 1,33 / 1,61/ 2,06/
2,28/2,83-2,86/3,29

Tabla 2: Tabla de las principales metabolitos del patrén espectroscopico de rata con sus principales

asignaciones. Datos extraidos de (Pfeuffer et al. 1999; Wright et al. 2010; Davila et al. 2012; Martinez-

Bisbal et al. 2004)




Introduccidn 60

NAA
PCreCr TCr
ERM
in vivo -
7T
Rata SD
ChCCp
Cr 2 Cr NAA
& © Lac
ml 2 ?Do 3
§'8 2 :

HRMAS = &la X

) © TMau, ‘3 mg
ex vivo |3 §| cen 52
14,17 N |7/ naaG b e | GamA

‘ ‘ Aspl A MM ¢
Rata SD ' \) l-] \ F )
-1' J‘|.*' (WA | \_)J_,d\_)b ‘\N‘- ‘/\Iv
45 a 3.5 3 25 > 1.5 " 0.5
Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 35: Patron espectral de rata Sprague Dawley (SD) utilizando ERM in vivo a 7T y biopsia de tejido

de rata sana mediante HRMAS ex vivo a 11,4T. Imagenes modificadas de (Chan et al.; Tsang et al. 2005)

A continuacién se presenta un analisis mas detallado de algunos de los

metabolitos principales detectables por ERM in vivo o por HRMAS ex vivo.

1.6.5.2.1. Creatina-fosfocreatina

La creatina es un aminodcido no proteinégeno implicado en el metabolismo
energético celular que es sintetizado principalmente en el higado o ingerido en la dieta
y transportado a otros tejidos principalmente a musculo (95%) y cerebro. En el citosol
celular la PCr actia como una reserva para la generacion de ATP mediante la reaccién

de la creatina quinasa que refosforila el ADP a ATP (Figura 5).

A nivel de espectro al estar tan préximas las resonancias de la PCr y la Cr, tanto
los metilos a 3,03-3,04 ppm como los metilenos a 3,93-3,95 ppm. En la mayoria de
casos de espectroscopia in vivo la resolucion espectral no es suficiente para

distinguirlas y aparecen referenciadas como creatina total (TCr) (Figura 36).
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La Creatina total se considera bastante estable en el cerebro y es por ese
motivo por el que en muchos casos se utiliza como metabolito para referenciar
cuantitativamente posibles cambios en los demds metabolitos. Sin embargo hay

patologias como es el caso del infarto en el que ésta se encuentra disminuida(Gideon

et al. 1992).
Creatina (Cr) Fosfocreatina (PCr)
Hr:\\ _ ()‘§ ,n‘u
/—NH, . o NHE l" x
/ 90 5 (ppm) | Posicién | Multiphicdad (‘)§l'/: P & (ppem) | Posicddn | Multiplicidad
CH; i S o R
Pl Vo 393 | 4 s ug ! NH N 395 | 10 s
\OH 3,03 v | s | 4 CH 304 | 9 s
C .
I 1z — T _ T - T 1 T -1 he 3
5 4 3 2 1 5 4 3 2 1 0

Figura 36: Formulas quimicas, desplazamientos quimicos y espectros de alta resolucion de 'Ha4Tdela
Cr y PCr. Los desplazamientos quimicos estdn referenciados a la sal sddica 2,2-Dimetil-2-silapentano-5-
sulfonato sédico (DSS) que se sitia a 0 ppm (aunque no aparezca en la imagen). Abreviaturas: s=

singulete. Imagen modificada de (Govindaraju et al. 2000; Wishart et al.2013)

1.6.5.2.2. Aspartato

El aspartato es un aminodcido no esencial. Es sintetizado por las neuronas y
transportado a los astrocitos donde es necesario para la sintesis de glutamina (Pardo
et al. 2011) que es el componente presente en los astrocitos necesario para la
regeneracion del glutamato en las neuronas (Hertz 2013). Por otra parte, el glutamato

es el principal neurotransmisor excitador del cerebro (Figura 37).
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Figura 37 Formula quimica, desplazamientos quimicos y espectro de alta resolucion de 'H a 4T del Asp.

Los desplazamientos quimicos estan referenciados a DSS que se sitia a 0 ppm (aunque no aparezca en

la imagen). Abreviaturas: dd= doble doblete .Imagen modificada de (Govindaraju et al. 2000; Wishart et

al 2013.)

1.6.5.2.3. N-acetilaspartato

El NAA es un aminodacido libre no proteindégeno presente en el cerebro en

elevadas concentraciones. Su funcién bioquimica no ha sido aln determinada con total

seguridad (Moffett et al. 2007). Se considera un marcador de densidad neuronal

(Birken and Oldendorf 1989)aunque su presencia es distinta segun los tipos de

neuronas (Simmons et al. 1991) y por lo tanto actualmente se relaciona mas con

disfuncién neuronal que con pérdida (Qian et al.2013).

A nivel de espectro de protdn en el cerebro sano es la resonancia mas

prominente (los 3 protones del N-acetil CH; resuenan a 2,01 ppm) y también tiene

otras resonancias que corresponden a los grupos CH, y CH del aspartato (Figura 38).
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La cuantificacion de su resonancia in vivo puede verse afectada por la presencia

del dipeptido N-acetilaspartatoglutamato (NAAG; singlete a 2,04 ppm).

?\ 5 (ppm) Posicion Multiplicidad
\
—QH 7,93 ' d
,2'““‘\8 9//?0 4,40 4 ddd
CH, i\ \ 2,70 8 dd
1 0 OH
7 12 2,51 8 dd
2,01 11 s

[

45 40 35 30 2.5 3
I —]

Jr— - t L - lm‘ t
10 8 6 4 2 0

Figura 38 Férmula quimica, desplazamientos quimicos y espectro de alta resolucién de 'H a 4T del NAA.
Los desplazamientos quimicos estan referenciados a DSS que se sitia a 0 ppm (aunque no aparezca en
la imagen). Abreviaturas: s= singulete, d= doblete, dd= doble doblete, ddd= doble doble doblete.
.Imagen modificada de (Govindaraju et al. 2000; Wishart et al 2013.)

1.6.5.2.4. Compuestos que contienen colina

Los llamados compuestos de que contienen colina (ChCCp) son metabolitos
nitrogenados importantes del metabolismo lipidico, ya que son imprescindibles para la
formacién y reciclaje de la fosfatidilcolina (PtdCho), un componente basico de las
membranas celulares. La colina libre también se utiliza para la sintesis del

neurotransmisor acetilcolina.
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Los compuestos que se visualizan por espectroscopia de ERM son la colina libre
(Cho), la fosfocolina (PCho) y la glicerofosfocolina (GPC) que son las “colinas”
hidrosolubles. Las dos formas moleculares principales de almacenamiento de la
“colina” en el citosol son como GPC y PCho. La “colina” no se sintetiza de novo en
mamiferos sino que proviene de la dieta. Su resonancia mas prominente tanto en Cho,
GPC como en PCho es la que proviene de los 3 metilos del grupo trimetilamina que
resuenan a 3,19 ppm, 3,20 ppm y 3,21 ppm respectivamente (Figura 39). Estas
resonancias son singuletes, pero al estar muy cerca las tres sefiales normalmente no se
pueden diferenciar por espectroscopia de baja resolucién in vivo. Por ello, a la
resonancia combinada centrada en 3,21 ppm se le denomina colina total (TCho) siendo
la suma de las contribuciones de Cho, PCho y GPC. Los cambios en colina in vivo son
dificiles de interpretar ya que no se pueden diferenciar sus componentes sin un post-

procesamiento cuidadoso del patrén espectral.
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Colina libre (Cho)
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Figura 39 Férmulas quimicas, desplazamientos quimicos y espectro de alta resolucién de 'HadaTdela
Cho, PCho y GPCho. Los desplazamientos quimicos estdn referenciados a DSS que se situa a 0 ppm
(aunque no aparezca en la imagen). Abreviaturas: s= singulete, t= triplete, dd= doble doblete, ddd=
doble doble doblete, m= multiplete. Imagen modificada de (Govindaraju et al. 2000; Wishart et al

2013.).
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1.6.5.2.5. Lactato

El lactato es un producto de la glicdlisis anaerdbica que normalmente se
encuentra en bajas concentraciones en el cerebro, pero aumenta de forma rapida en
caso de hipoxia. En el espectro de 'H se encuentra un doblete a 1,31 ppm del grupo
metilo y con menor intensidad un cuarteto originado en el grupo metino a 4,10 ppm
(Figura 40). Se ha descrito que el lactato se encuentra aumentado en los animales

anestesiados (Funfschilling et al. 2012)

OS
| 6 (ppm) | Posicion | Multiplicidad
H.C 4
3 3 e P S S OH 4,10 2 q
6 1,32 3 d

Figura 40 Férmula quimica, desplazamientos quimicos y espectro de alta resolucién de 'H a 4T del Lac.
Los desplazamientos quimicos estan referenciados a DSS que se sitlia a 0 ppm (aunque no aparezca en
la imagen). Abreviaturas: d=doblete, q= cuarteto .Imagen modificada de (Govindaraju et al. 2000;

Wishart et al.2013)
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1.6.5.2.6. Lipidos mdviles

Las células tienen un elevado contenido en lipidos: los fosfolipidos polares que
se encuentran formando parte de las membranas, los lipidos neutros como los
triacilgliceroles (TAG) y los esteres de colesterol (EC). Los lipidos que se encuentran
formando parte de las membranas, al no tener suficiente movilidad, no son
detectables por RMN en las condiciones estandar de adquisicidn. Los acidos grasos que
provienen de la degradacién de los fosfolipidos de membrana o que son obtenidos del
medio extracelular pueden ser almacenados transitoriamente en el interior de las

células en forma de TAG en goticulas lipidicas (micelas rellenas) intracelulares.

Por lo tanto las sefiales de lipidos detectables por RMN provienen basicamente
de los TAG y en menor medida de los EC que pueden tener un movimiento isotrépico
no restringido en el interior de dichas goticulas (Hakumaki and Kauppinen 2000; Boren
and Brindle 2012). Las goticulas lipidicas intracelulares pueden ser visualizadas en
células intactas mediante tincién con Nile Red y consisten en un nucleo de lipidos
neutros rodeados por una monocapa fosfolipidica que contiene diversas proteinas con
funciones tanto estructurales como asociadas al recambio de membrana(Quintero et
al. 2007). En el cerebro sano de rata estas sefiales son practicamente indetectables, en
cambio aparecen en procesos asociados con la necrosis en procesos tumorales (Zoula
et al. 2003), apoptosis en procesos tumorales (Griffin et al. 2003) y también con la
ralentizacion de la proliferacién celular en células de glioma en cultivo (Barba et al.
1999). La deteccion de estas sefiales de “lipidos méviles” es por tanto dependiente de
la acumulacién de goticulas lipidicas conteniendo TAGs. Los motivos exactos de esta
acumulacién no estan totalmente esclarecidos pero se relacionan con el recambio en
las membranas celulares(Martin and Parton 2006; Quintero et al. 2007) ya que los
TAGs son una fuente de acidos grasos libres para la sintesis de fosfolipidos (Cunnane

and Chen 1992). (Figura 41).
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Figura 41: Formula quimica y espectro de 'H de las resonancias de los lipidos moviles visibles por RMN.
a) Imagen de la estructura quimica y asignacién de resonancias modificada de (Zancanaro et al. 1994),
b) Espectro de goticulas lipidicas artificiales de oleosina con TAG en el interior (Martin-Sitjar et al. 2012)
en el espectro también se incluye Creatina (Cr). El espectro estd referenciado respecto a la Creatina
afiadida (3,03 y 3, 93 ppm). ) Imagen inmunohistoquimica de goticulas lipidicas de cerebro de rata post-
infarto a las 6 horas hay pocas goticulas y son goticulas intracelulares y a los 7 dias hay mas y se localizan

intracelularmente pero también de manera extracelular (Harada et al. 2007)

1.6.5.3. Estudios de ERM en el campo del infarto cerebral

Los avances en el campo del analisis del infarto por ERM han ido ligados junto
con los desarrollos en imagen al avance que ha experimentado la técnica
especialmente en las décadas de los 80-90. El aumento del campo magnético y la
homogeneidad de campo permitieron realizar IRM y ERM de alta resolucién y fueron
utilizadas para los estudios de regulacién metabdlica y bioenergética en modelos
animales de isquemia cerebral y en pacientes (Baker et al. 1991).

Los dos tipos de ERM mas utilizados fueron la 31p_ERM y la 'H-ERM.
Inicialmente en el estudio del infarto cerebral se utilizé la *'P-ERM ya que permitia
determinar la gravedad de la afectacion del estado energético. De forma resumida, la
*1p_ERM mostrd la deplecién de los fosfatos de alta energia (ATP y PCr) a la vez que se

acumulaban los fosfatos inorganicos (Pi) del tejido (Thornton et al. 1998; Groenendaal
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et al. 1999). El uso de la *'P-ERM también permitié el célculo del pH comparando la
diferencia del desplazamiento quimico entre el Piy la PCr. En el infarto se ha descrito
que el pH disminuye debido a la acidosis en el tejido isquémico (Gyulai et al. 1987). El
cociente PCr/Pi se considera un indicador sensitivo de condiciones isquémicas
hipdxicas con valor prondstico (Brant-Zawadzki et al. 1987).

La *H-ERM tardé mas en desarrollarse ya que tenia la limitacién adicional de las
sefiales intensas del agua y los lipidos, que impedian determinar sefiales de menor
concentracion (Baker et al. 1991). Con la aparicidn de la ERM localizada y las técnicas
de edicion esta limitacion pudo ser resuelta (Hanstock et al. 1988; Barany et al. 1988).
Los metabolitos de interés en el campo del infarto que pudieron ser detectados por 'H-
ERM fue el lactato que se describio que en casos de isquemia se acumulaba
progresivamente y de forma concomitante con la deplecidon de los fosfatos de alta
energia (Brant-Zawadzki et al. 1987). Se considera un marcador temprano de la
isqguemia cerebral ya que en la fase hiperaguda del infarto mostraba cambios que no se
podian detectar por IRM, por lo tanto, en fases iniciales la ERM era potencialmente
mas sensible que la IRM a excepcion de las imagenes DWI, en el cual los cambios el
lactato estan asociados a la disminucién de ADC por IRM. (Kohno et al. 1995). El lactato
cldsicamente se asocid a un marcador de mal prondstico (Parsons et al. 2000) y se
demostré que la probabilidad de recuperacién metabdlica disminuye con el
incremento de lactato antes el inicio de la terapia trombolitica (Franke et al. 2000).

También se analizaron otros metabolitos presentes en el patrén de 'H-ERM
como el NAA que se relacionaron con la pérdida neuronal asociada al infarto (Hugg et
al. 1992) aunque otras posibilidades como degradacion metabdlica o redistribucién de
éste deberian ser analizadas (Weber et al. 2006). Los compuestos que contienen colina
en el infarto cerebral se ha descrito que la TCho disminuye relacionado con cambios
en la composicién y reciclaje de las membranas celulares (Rudkin and Arnold 1999), las
sefiales de glutamato y glutamina que indicaban actividad del ciclo de los acidos
tricarboxdilicos o mionionositol relacionado con la regulacion de la homeostasis
idnica(Hoehn et al. 2001) aparecen el glutamato y la glutamina que se encuentran
disminuidos (van der Zijden et al. 2008) aunque se han descrito aumentos transitorios
de la glutamina relacionados con la excitotoxicidad (Lei et al. 2009). También fueron

descritos aumentos en las sefiales lipidicas en zonas de infarto cerebral tanto en
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animales de experimentacién como en humanos (Gasparovic et al. 2001; Graham et al.
2001).

La mayoria de estudios con ERM se han realizado utilizando la metodologia
single voxel aunque cada vez es mas relevante el uso de espectroscopia multivoxel
para determinar la heterogeneidad de la distribucion de los metabolitos (Norris et al.
1998).

Las funciones que se le otorgaron inicialmente a la ERM ya que ademas se
puede llevar a cabo en el mismo experimento en el cual se obtiene la imagen era una
metodologia que permitia investigar de forma no invasiva y longitudinal la isquemia

aguda (potencialmente reversible), su evolucién y el efecto de varias intervenciones

terapéuticas en su prondstico de forma no invasiva (Brant-Zawadzki et al. 1987)
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Figura 42: Conjunto de imagenes que muestran uno de los primeros espectros obtenidos
simultdneamente para P-ERM y H-ERM de cerebro de gato con oclusién permanente de la arteria
cerebral media (ACM). A pesar de la baja resolucidén de los espectros, se pueden observar diferencias
entre la zona de infarto y el tejido sano. La direccidn de las flechas grises indica aumento o disminucion,
las flechas azules indican la asignacién de la resonancia. Imagen obtenida de la revisidon de (Baker et al.

1991)
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1.6.5.4. Detencion del metabolismo post-mortem por irradiacion con microondas

focalizadas (FMW)

En caso de querer trabajar con técnicas de espectroscopia ex vivo el
mantenimiento del tejido cerebral post-mortem en condiciones de patrén metabdlico
similares a las que se encuentran in vivo es clave para muchos estudios
metabolomicos. Para ello es necesario que durante el sacrificio se inactive
rapidamente el metabolismo intracelular para prevenir los cambios en dicho patrén

metabdlico debido a la isquemia post-mortem.

Actualmente los sistemas mas utilizados con este fin son técnicas basadas en la
congelacion rapida de los tejidos de interés en nitrégeno liquido como por ejemplo el
freeze-blowing, freeze-clamping o funnel-freezing. Sin embargo estos métodos tienen
sus limitaciones ya que la congelacién no es igual de rdpida en el tejido periférico que
en su interior. Ademas, la congelacién se produce en cuestién de segundos, con lo que
algunos cambios ya han tenido lugar. Finalmente, los enzimas pueden reactivarse si el

tejido es descongelado posteriormente (de Graaf et al. 2009).

El FMW, en cambio, se basa en irradiacion de la muestra de interés con
microondas de alta potencia (5-10 kW), lo que en cuestion de milisegundos (ms)
aumenta la temperatura del cerebro entre 75-90°C provocando la inactivaciéon
enzimatica de forma permanente y por lo tanto la detencién del metabolismo post-
mortem. Es un método reproducible y permite la extraccion del cerebro de forma
sencilla y su manipulacién a temperatura ambiente sin afectacion de su patrén

metabdlico.

En los articulos en los que se han comparado técnicas de congelacion rapida y
de FMW con respecto a los niveles de metabolitos estudiados: ATP(Delaney and Geiger
1996), GABA(Miller et al. 1990), glicégeno(Kong et al. 2002; Morgenthaler et al. 2006),
fosforilaciéon proteica (O'Callaghan and Sriram 2004) y nucleétidos (Parkin et al.
2005)los resultados son mads similares a los de in vivo en las muestras irradiadas por
FMW que en las preservadas por congelacion. Aunque en algin caso se ha descrito

cambios en el patron espectroscépico debido al FMW (Srivastava et al. 2012),
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actualmente es una de las técnicas mas fiables para la preservacién del patrén

metabdlico del tejido a investigar de manera comparable a la situacién in vivo.

Un marcador clave para demostrar la detencién del metabolismo bioenergético
cerebral mediante espectroscopia es la presencia de fosfocreatina (PCr; 3,95 ppm) en
el cociente PCr/Cr en el espectro de 1H,ya gue en situaciones de isquemia la PCr se
consume rapidamente. En animales sacrificados por FMW y analizados posteriormente
por técnicas de RMN se puede observar como aun es detectable la fosfocreatina
(PCr)(Figura 43). En la Figura 43a) se muestra que después de irradiar las ratas a una
potencia de 4,5 kW durante 1,2 s, se puede apreciar cdmo, aparentemente, no hay
cambios notables entre los dos espectros e incluso que en el espectro adquirido post-
mortem se puede apreciar la presencia de PCr a 3,95 ppm. En la Figura 43b) se
muestran los resultados analizados ex vivo por HRMAS a 9,4T y a 37°C de tejido
cerebral de ratén sacrificado por FMW a 5kW durante 1,2 seg y también por un
método que no evita los cambios post-mortem (sobredosis de anestesia). Se puede
observar que la presencia de PCr sélo se detecta en los ratones sacrificados por FMW y
que el doblete correspondiente a lactato (Lac; 1,35-1,33 ppm), que es representativo
del inicio del metabolismo anaerdbico, Unicamente se encuentra elevado en los

ratones sacrificados por sobredosis de anestesia y no por FMW.
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Figura 43: Mantenimiento de la PCr en estudios de tejido cerebral en animales sacrificados por el
método de irradiacién con microondas focalizadas (FMW). El ejemplo a)proviene de datos extraidos de
(de Graaf et al. 2009)de rata analizada antes y después del sacrificio en un iman horizontal a 11,7 T. El
ejemplo b) corresponde a datos adquiridos por HRMAS a 9,4T en ratén sacrificado por FMW y por

sobredosis de anestesia(Sim&es RV 2012).

1.6.5.5. Técnicas de reconocimiento de patrones

El andlisis de los metabolitos mediante ERM de forma individual permite
obtener informacidn bioquimica sobre los procesos concretos afectados por una
patologia. Los cambios en un Unico metabolito (aproximacion univariante) son
asociados a biomarcadores de procesos, aunque la informacién que aporta un patrén
espectroscopico es adecuada para un andlisis multivariante ya que contiene
informacién sobre un elevado numero de caracteristicas (Alusta et al.; Negendank
1992).

En este caso el uso de técnicas matemadticas de reconocimiento de patrones
(RP) permite detectar relaciones entre los cambios cuantitativos de distintos
metabolitos simultaneamente. Asi dichas estrategias de RP pueden ser Utiles para una
valoracién de los cambios del patrén metabdlico mas precisa en base a regularidades
detectadas por el sistema donde cada objeto queda representado por una coleccién de

descriptores(el-Deredy 1997).
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Existen 2 modalidades de sistemas de RP: supervisados y no supervisados
- Sistemas de RP supervisados:

En este tipo de clasificador el investigador asigna los espectros a cada clase
normalmente por el conocimiento previo sobre el origen del espectro (por su
localizacion sobre MRI o por datos provenientes de histopatologia (Tate et al. 1998)

Los métodos supervisados implican el uso de un grupo de entrenamiento de
asignacién conocida para desarrollar el modelo matematico. Una vez entrenado el
clasificador, puede aplicarse el conjunto de férmulas matematicas de clasificacion al

grupo de test independiente para su validacion(Mountford et al. 2010)

El andlisis de patrones supervisado consta de 3 etapas: 1) reduccion de las
dimensiones de los datos. Esto permite seleccionan las caracteristicas del espectro
relevantes que representan a una clase, 2) clasificacién de los espectros en diferentes
clases en base a las caracteristicas descriptivas diferenciales y 3) evaluacién de la
robustez de la clasificaciéon en cuanto a sus caracteristicas descriptivas (que permita
discriminar las diferencias entre grupos) y predictivas (que permita asignar un nuevo
espectro a una de las clases previamente establecidas) (Simdes RV 2012; Altman et al.

2009)

- Sistemas de RP no supervisados:

La principal diferencia con el sistema supervisado es que en este caso el
investigador no asigna los casos a una clase concreta sino que las clases son inferidas

en base a la similitud de patrones entre diferentes casos

Existen multitud de técnicas no supervisadas, entre las mas modernas se
encuentran las basadas en “non-negative matrix factorisation” (Sajda et al. 2004).
Dichas técnicas presentan la ventaja de que cada clase queda representada no por una
serie de caracteristicas sino que se obtiene el patréon espectroscopico completo
caracteristico de un determinado “estado metabdlico”, que se denomina fuente.
Desde el punto de vista bioquimico, la extraccion de fuentes como técnica para

clasificar datos de espectroscopia parte de la asuncién que en cada voxel existe
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contribucién al patrén de una mezcla de tejidos heterogéneos (Ortega-Martorell

2012).

La principal ventaja respecto a los patrones supervisados reside, para datos de
imagen espectroscopica, en que debido a la heterogeneidad del tejido el investigador
no sabe de antemano a qué clase asignar un espectro ni se sabe cuantas clases
distintas de patrones pueden coexistir en una muestra, pudiendo llegarse a obtener
una segmentacion metabdlica del tejido evaluado mediante esta técnica (Ortega-

Martorell 2012).

1.7. Justificacion del estudio

El ictus es una patologia con una elevada incidencia en la poblacién y los

pacientes afectados sufren secuelas que les causan algun tipo de discapacidad.

A nivel terapéutico, la posibilidad de incidir sobre la evoluciéon de la
enfermedad es a dia de hoy alin escasa. Unicamente la terapia trombolitica con el
activador recombinante del plasmindgeno tisular (rtPA) se ha demostrado eficaz en el
tratamiento del ictus en las primeras 4,5 horas después del inicio de los
sintomas(Hacke et al. 2008). Sin embargo, debido a esta limitacién temporal
Unicamente puede ser aplicada a un porcentaje muy reducido de pacientes. Ademas,
muchas de las terapias centradas en la etapa temprana del infarto, denominadas de
neuroproteccion, han obtenido buenos resultados a nivel preclinico pero han

fracasado en los ensayos clinicos(O'Collins et al. 2006).

Ante este panorama, los estudios dedicados a la comprensidon de los
mecanismos fisiopatoldgicos que se dan en etapas mas avanzadas de la enfermedad,
es decir, sobre la neurorreparacion, asi como el disefio de terapias que incidan sobre
dichos mecanismos pueden ser de interés para la mejora de la calidad de vida de los
pacientes tras sufrir un ictus (Zhang and Chopp 2009; Lindvall and Kokaia 2011).
Dentro de la neurorreparacion, la neurogénesis, la generacién de nuevas neuronas, es
uno de los campos mas prometedores y actualmente se estan desarrollando diversas

terapias ya sea mediante el trasplante de células madre o mediante la estimulacién
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farmacoldgica de la neurogénesis enddgena, la mayoria a nivel preclinico (Lindvall and

Kokaia 2011).

Una de las necesidades actuales para la realizacion de ensayos clinicos sobre
neurogénesis, seria disponer de biomarcadores que permitieran detectar y monitorizar
la neurogénesis de forma no invasiva. Ello nos permitiria conocer las variables
asociadas a una mejor o peor capacidad de reparacién, observar cdmo varia esta
capacidad en el tiempo, cémo varia con la administracién de diversos tratamientos y
como se relaciona esta actividad con el resultado funcional a corto y largo plazo tras un

infarto cerebral.

No obstante, antes de poder trasladar estos conocimientos al campo clinico, es
necesario validar dichos biomarcadores en modelos animales que permitan
correlacionarlos con técnicas inmunohistoquimicas o de microscopia, que actualmente
son las validadas en el campo cientifico para determinar la neurogénesis y que

implican el sacrificio del animal(Sierra et al. 2011).

Una de las técnicas no invasivas con mas potencial actualmente en el campo
clinico son las técnicas de imagen, especialmente la IRM(Sztriha et al. 2012). Esta
técnica se utiliza en la practica clinica para la deteccidn temprana de la lesidn
mediante estudios de difusidén y para la determinacion de la cantidad de tejido de la
zona de penumbra y, por lo tanto, tejido potencialmente salvable mediante el
establecimiento de las diferencias entre difusién y perfusion (el denominado

mismatch)(Macintosh and Graham 2013).

Aplicar IRM al campo de la neurogénesis es posible en el caso de utilizar terapia
celular, ya que las células se pueden marcar exdgenamente con compuestos
ferromagnéticos y asi visualizarlas una vez inyectadas (Hoehn et al. 2002; Modo et al.
2004; Daadi et al. 2009). Sin embargo, en el caso de querer visualizar la neurogénesis
enddgena en pacientes la aproximacién es mas complicada ya que no se pueden
marcar las células. Hasta el momento el Unico método traslacional que se ha descrito
utilizando técnicas de imagen es con tomografia por emisién de positrones (PET)
(Rueger et al. 2010; Rueger et al. 2012). Otra aproximacion utilizando técnicas de RM

pero no de imagen, sino de espectroscopia fue la que Manganas y colaboradores
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(Manganas et al. 2007)publicaron en la revista Science en el afio 2007. En este articulo
en el que concluyeron que mediante esa técnica era posible detectar un biomarcador
propio de las CPNs in vivo que corresponderia a una sefial espectroscépica concreta
(1,28 ppm). Este biomarcador fue determinado en el hipocampo tanto en animales de

experimentacién como en humanos sanos.

Dicho articulo tuvo gran impacto en la comunidad cientifica por las
posibilidades que abria para la monitorizacidon no invasiva de la neurogénesis (Miller
2007). Sin embargo, posteriormente varios grupos hicieron patentes sus discrepancias
con los resultados y dejaron constancia de las limitaciones que el estudio presentaba
en cuanto a la validez del método disefiado para el procesamiento del espectro
(Jansen et al. 2008; Friedman 2008; Hoch et al. 2008) y en cuanto a la especificidad de
la sefial espectroscépica (Ramm et al. 2009)ya que probablemente corresponda a
lipidos moviles (LM) que se encuentran presentes en muchos tipos celulares y no sélo

en las CPNs (Quintero et al. 2007; Ramm et al. 2009)

Debido a dichas controversias, el biomarcador de CPNs a 1,28ppm no fue
validado, pero Manganas puso de relieve la capacidad de la ERM para la determinacién
de cambios bioquimicos y su utilidad potencial para determinar biomarcadores de
procesos de neurorreparacién. Por este motivos se decidid seguir investigando en esta
Tesis los cambios en el patron espectroscépico que se producen en la ZSV in vivo en

animales con infarto cerebral focal.

En un modelo de infarto cerebral hay un mayor nimero de CPNs en
proliferaciéon, el nicho neurogénico de eleccion para la determinacién de la
proliferaciéon de las CPNs fueron las zonas subventriculares en lugar del hipocampo
(que fue el que utiliz6 Manganas) ya que es el mayor reservorio de CPNs en el cerebro
(Yamashita et al. 2006). Con todas estas variantes los cambios en la proliferacién de

CPNs deberian ser mas facilmente visualizables por ERM.

Ademas, para intentar una caracterizacion mas precisa, se decidié aplicar otras
técnicas de RMN que podian permitir una mejor resolucién espectral. Como podia ser
la resonancia magnética ex vivo por HRMAS. También se utilizaron técnicas de

reconocimiento de patrones para la determinacion de los metabolitos con
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caracteristicas diferenciales de las ZSVs, en base al analisis simultaneo de varios

metabolitos en lugar de uno solo.

Para verificar si la técnica permitia detectar cambios debidos a una terapia se
administré Citicolina a unos animales para determinar cambios en las regiones de

interés debido a la administracion del farmaco.

Ademas se centré el andlisis metaboldmico no Unicamente en las ZSVs sino que
también se analiz6 la zona de infarto para detectar biomarcadores que pudieran

correlacionar con signos de una mejor o peor recuperaciéon de éste.

Por lo tanto, esta tesis surgié de lo que creemos que es una necesidad hoy en
dia, especialmente pensando en la monitorizacion de procesos de larga duracién como
pueden ser todos los relacionados con la neurorreparacién, de encontrar nuevos
biomarcadores no invasivos que sean sensibles y especificos. La ERM es una técnica
que permite la evaluacién bioquimica, in situ, del tejido de interés de forma no
invasiva, incluso permite la obtencidon de imagenes moleculares de las distribucién de
un metabolito en el cerebro. Los avances en la técnica, con equipos cada vez mas
sofisticados que permiten mayor sensibilidad pueden permitir el hallazgo de nuevos
biomarcadores con resultados facilmente traslacionables a la clinica. Las posibilidades
qgue la ERM puede ofrecer al estudio del infarto cerebral y procesos asociados a él aun

no han sido del todo explotadas.
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2. HIPOTESIS

En un modelo animal de isquemia cerebral focal el infarto produce cambios
bioquimicos en el cerebro no uUnicamente en el area afectada por la lesidon sino

también en las zonas subventriculares en donde aumenta la proliferacién de las CPNs.

La ERM in vivo tiene el potencial de detectar y monitorizar los cambios
bioquimicos en las zonas antes mencionadas, ya sea analizando los metabolitos de

forma individual o por técnicas matematicas de reconocimiento de patrones.

La ERM ex vivo utilizando la técnica de HRMAS con detencidon del metabolismo
mediante FMW debe permitir una mayor resolucién espectral sin que los cambios

debidos a la isquemia post-mortem afecten al patrén espectral.

La combinacién de ERM in vivo y ex vivo debe permitir una caracterizacion de los
cambios en el patrdn espectroscépico en la ZSV y en la zona de infarto mejor que

realizando Unicamente andlisis in vivo.

Los cambios detectados mediante ERM se correlacionan con los hallazgos

inmunohistoquimicos de proliferacién o de apoptosis en las zonas analizadas.

La ERM permite valorar de manera no invasiva el efecto mediado por farmacos
detectando diferencias metabdlicas en la region de infarto y la ZSV entre el grupo de

animales al que se le ha administrado Citicolina y el grupo no tratado.
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El analisis por ERM permite el hallazgo de biomarcadores indirectos de

recuperaciéon metabdlica que puedan ser traslacionales a la practica clinica.
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3. OBIJETIVOS

3.1. Estudiar mediante ERM en un modelo animal de isquemia cerebral focal los
cambios metabdlicos que se producen en la zona de infarto y las zonas

subventriculares.

3.2. Determinar si el analisis de muestras de tejido mediante la técnica de HRMAS con
detencion del metabolismo mediante FMW es valido para el modelo de isquemia

cerebral.

3.3. Utilizar técnicas de reconocimiento de patrones para determinar los principales

cambios espectroscopicos en las zonas de infarto y las zonas subventriculares

3.4. Comprobar mediante inmunohistoquimica si los cambios detectados mediante
espectroscopia de resonancia magnética se correlacionan cuantitativamente con

marcadores de proliferacién o de apoptosis en las zonas analizadas.

3.5. Evaluar si la administracidn del farmaco Citicolina produce cambios en el patrén
metabdlico de las zonas caracterizadas y si estos cambios correlacionan con la

inmunohistoquimica de dichas zonas.
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4. MATERIAL Y METODOS

Todos los procedimientos relacionados con el uso de animales fueron revisados
y aprobados por la Comissié d’Etica en la Experimentacié Animal i Humana de la UAB
(CEEAH) y posteriormente por el Departament de Medi Ambient i Habitatge de la
Generalitat de Catalunya de acuerdo con la legislacion local y estatal. El registro del

protocolo experimental es CEEAH 1023/DMAH 5620.

Cada una de las ratas utilizadas en este protocolo experimental tenia un
identificador Unico que permitié distinguirlas de las demas. Dicho identificador
constaba del acronimo “OFA” seguido de un numero asignado de manera ordinal
ascendente. Un total de 231 animales se utilizaron para el trabajo de puesta a puntoy

evaluacién experimental a lo largo de la presente Tesis.

4.1. Generacion del modelo animal de isquemia cerebral con

reperfusion

El modelo de isquemia cerebral focal de eleccién fue el de oclusién de la arteria
cerebral media derecha mediante insercidn transluminal de un filamento con posterior
reperfusion a los 90 minutos en un modelo animal de rata (tMCAQ). Este modelo fue
descrito por Zea Longa y colaboradores (Longa et al. 1989) y causa un infarto de

tamafio grande que afecta a la corteza cerebral y a la zona del estriado.

El modelo animal utilizado fue ratas Sprague-Dawley machos (Crl:OFA (SD),
Charles River, France) . El peso apto para la cirugia era entre 250 y 350 gramos. Las

ratas se compraban de 8 semanas con un peso de 201-225 gramos y se estabulaban en
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el Servei d’Estabulari de la UAB durante 1 semana minimo para su aclimatacién y para

alcanzar el rango de peso adecuado.

La cirugia fue practicada bajo una lupa binocular Leica MZ95 (Leica
Microsystems, Suiza) equipada con una fuente de luz KL1500 LCD (Leica Microsystems,
Suiza). Para la anestesia se utilizé anestesia inhalada suministrada mediante equipo de
anestesia McKinley tipo 2 (Everest, Espafia).Inicialmente las ratas se anestesiaron en
una caja de induccién con una dosis del 4% de Isofluorano (IsoVet, Braun) en oxigeno
(Carburos Metalicos, Espaiia). Durante la cirugia se mantenia la anestesia mediante

mascarilla facial entre 1,5-2,5% de Isofluorano en oxigeno.

La rata se colocaba en posicidn supina sobre una manta eléctrica para
mantener la temperatura del animal constante. La monitorizacion de la temperatura
se realizaba mediante sonda rectal (TES1307 Datalogging K/J,Electrical Electronic
Corporation) con registros de control de la temperatura cada 10 minutos para
mantener la temperatura a 37 + 0,5°C. El animal se inmovilizaba con ligaduras de
sujecion en las extremidades para mantenerlo lo mas extendido posible (para no
causar dolor ni restringir la circulacién sanguinea del animal se utilizaba cinta

adhesiva).

Seguidamente se afeitaba y desinfectaba la zona del cuello con antiséptico
(Betadine®), se practicaba una incision mediante tijera en la linea media (desde la
parte inferior de la mandibula hasta la clavicula y se exponia el sistema carotideo
derecho (que quedaba a la izquierda en la posicion supina). Para mantener abierta la
zona quirdrgica se utilizé un retractor (Goldstein Retractor, 1,8 cm Spread, Fine Science

Tools (FST).

Los pasos descritos a continuacidon se muestran graficamente en la Figura 44:
Para reducir el flujo sanguineo colateral se interrumpieron todas las ramas de la arteria
cardtida externa y las ramas extracraneales de la arteria cardtida interna. Este
procedimiento se realizé cauterizando la arteria tiroidea superior y la arteria occipital
(Small Vessel Cauterizer, Fine Science Tools (FST) y haciendo una ligadura firme con
sutura en la arteria pterigopalatina y en la cardtida externa (seda trenzada Ethilon 6/0,

Sangtiesa). En la cardtida externa se coloco otra sutura alrededor de ésta mediante un



Material y métodos 85

nudo laxo (distanciada lo mas posible de la primera). Con un clip quirdrgico se obturé
el flujo de la arteria cardtida interna y la carétida comun y se procedidé a cortar la
carotida externa entre los 2 nudos. A continuacién, en la parte de la carétida externa
que quedaba conectada a la interna se introdujo el filamento de nailon de 4/0 (Ethicon
blue nylon 4/0, Sangliesa)con el extremo redondeado. Se hizo avanzar unos 20 mm
(retirando el clip de la carétida interna) pasando por el poligono de Willis hasta ocluir
la entrada de la arteria cerebral media (que se detectaba notando una ligera
resistencia al avance una vez introducidos los 20 mm). Si la resistencia se notaba antes
de los 20 mm o después era necesario cambiar el didmetro del extremo redondeado
del filamento para adaptarlo al tamafo de los vasos del animal ya que se podia estar
ocluyendo otra arteria o incluso provocar una hemorragia subaracnoidea. Una vez
colocado el filamento se cerrd la ligadura del extremo de la arteria cardtida externa y
se retird el clip de la arteria carétida comun para permitir el flujo sanguineo en el
segmento nuevamente accesible en el animal(Figura 44). Se suturd la incisidon en el
cuello del animal (seda trenzada Ethilon 4/0 punta triangular, Sangliesa) y el animal se
desperté y se mantuvo en observacion de forma aislada y/o se le realizaron las
pruebas de resonancia magnética para comprobar que se estaba produciendo la lesién

isquémica

Una vez transcurridos los 90 minutos de isquemia se volvid a anestesiar el
animal y se retird el filamento de nailon. Para realizar este procedimiento se extrajo el
filamento lentamente hasta que la punta redondeada tocé la ligadura de la cardtida
externa, y se recolocaron los clips en la cardtida interna y la carétida comun para
evitar que el animal se desangrase. Con ayuda de unas microtijeras (Vannas Spring
Scissors, 4 mm-, Fine Science Tools (FST)) se cortd la sutura del extremo de la carétida
externa liberando el filamento, y se hizo una nueva ligadura en este punto asegurando
bien el nudo para que el sistema vascular quedara cerrado. Finalmente se retiraron los

clips, se suturd el animal, se desinfectd la herida con Betadine y se despertd el animal
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Esquema de generacion del modelo de oclusién de la arteria cerebral media

AB

APP
'.‘ '\lllb
'Q Lagadura
AO ' \
‘b firme \CE
ACE \C] Ligadura
: Y firme
{ Nud
ACC ! lax Filamento
; de nvlon

1.-Cauterizacion Q 2.-Colocacion ligaduras [> 3.-Insercién filamento

Figura 44: Esquema donde se muestran los pasos para la generacion del modelo experimental de
isquemia cerebral focal. Las siglas indican el nombre de las arterias: PW= poligono de Willis, AB= arteria
basilar, APP= arteria pterigopalatina, AO= arteria occipital, ACE= Arteria cardtida externa, ACC= arteria
carétida comun, ACM= arteria cerebral media, ACl= arteria cardtida interna ATS = arteria tiroidea
superior. Los simbolos de estrella de color rojo indican los puntos de cauterizacidon de las arterias, los
recuadros lilas indican los puntos de ligadura firme y el circulo verde el punto del nudo laxo para

permitir la entrada del filamento de nylon. Figura modificada de: (Pérez-Asensio 2006)

Una vez realizado el procedimiento los animales estuvieron estabulados con
ciclos de luz de 12h luz / 12 horas oscuridad con comida y agua ad libitum y se
establecié un protocolo con criterios de punto final para la supervision del dolor post-

quirurgico.
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4.1.1. Pauta de analgesia

Para minimizar el dolor del animal se establecié una pauta de analgesia de una
inyeccion subcutdnea de 1 mg/kg de peso de Meloxicam (Metacam, Boehringer
Ingelheim, concentraciéon:5 mg/ml) al finalizar la cirugia y otra dosis igual a 1 dia post-
isquemia (que se administraba al finalizar la exploracién por resonancia magnética a 1

dia post-isquemia).

4.2. Administracion de terapia (Citicolina)

Un total de 6 animales con infarto confirmado por imagen de angiografia y
difusion de RMN fueron tratados con Citicolina (formato sal monosddica, suministrada
por Ferrer Internacional S.A) divididos en 2 grupos experimentales: sacrificados a 1 dia
post-isquemia y sacrificados a 7 dias post-isquemia. Para diferenciar el grupo de los
animales tratados de los no tratados se afiadio la letra C (de Citicolina). Por lo tanto se

denominaron 1 dia-C post-isquemia y 7 dias-C post-isquemia.

Una disolucién madre de Citicolina en suero fisiolégico (cloruro sédico (NaCl)
0,9%, Braun) se prepard diariamente a una concentracion de (200mg/ml). A partir de
esta disolucidon madre se prepararon las dosis para administrar a los animales, de 500
mg/kg para las 2 dosis del primer dia y de 250 mg/kg para 4 dosis de los sucesivos dias.
La administraciéon fue por via intraperitoneal (i.p.) inyectando de forma alternativa en

la parte derecha e izquierda del cuerpo(Figura 45).
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( PAUTA DE ADMINISTRACION DE CITICOLINA
[ pa0 | DIA1 DIA2 .. DIA6 DIA7
CIRUGIA Oclusion m Reperfusion
ACM i ACM
ESTUDIO RMN - -
ADMINISTRACION | = :ZIIIIZ OOy . OO
DE 2 Dosis: 500 mg/kg/i.p. | & Dosis: 250 mg/kg/i.p.
TERAPIA 0y 2 horas | cada 3 horas
(Citicolina) post-reperfusion
\ SACRIFICIO ANIMALES =] =
¥ Grupo 1 dia-C post-isquemia Grupo 7 dias-C post-isquemia

Figura 45: Protocolo experimental para el analisis del efecto de la Citicolina en el modelo experimental
de isquemia cerebral MCAO con reperfusiéon a los 90 minutos. En rojo se muestra la cirugia que
determina el punto de inicio de la pauta de la administracion de Citicolina (en el momento de inicio de la
reperfusidn). En verde se muestran los estudios por RMN realizados a los animales. En azul la pauta de
administracion de Citicolina con las dosis administradas. Los puntos suspensivos (...) entre el dia 2 y el
dia 6 indican que las dosis administradas fueron las mismas que en éstos. En negro se muestra el punto
de sacrificio de los grupos experimentales 1 dia-C post isquemia y 7 dias-C post isquemia. Las lineas

discontinuas indican la relacién temporal entre distintos “eventos”.

4.3. Exploraciones mediante resonancia magnética

Todos los estudios de resonancia magnética in vivo se realizaron utilizando un
aparato BioSpec 70/30, (Bruker BioSpin, Ettlingen, Alemania) instalado en el Servei de
RMN (SeRMN) de la UAB, equipado con bobina B-GA12 insertada en un sistema de
gradientes B-GA20S) y una sonda de recepcion de superficie en cuadratura,
desacoplada activamente de una sonda de emisidon de volumen de 72 mm de didmetro

interno.

Esta configuracion de alto rendimiento proporciona intensidades de gradientes
de hasta 400mT/m, con velocidades de cambio de 5.500T/m/s y tiempos de activacion
de 80 microsegundos, y dispone de corrientes para la homogeneizacion del campo

magnético sobre la muestra elevadas, que pueden alcanzar los 240Hz/cm?/A.
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4.3.1. Imagen de inicio del experimento RMN: Secuencia Tripilot

Esta secuencia de imagen es la imagen inicial estdndar antes de cualquier
estudio de RMN in vivo en los protocolos disefiados. Es una secuencia de imagen de
muy baja resolucién que permite la colocacidn del animal en los 3 planos dentro del
iman. El punto donde convergen las lineas en la Figura 46es el centro del campo
magnético del iman (el isocentro) en donde queremos colocar el volumen de interés

del animal a investigar.

Pardmetros de adquisicion de la secuencia Tripilot: Secuencia Fast, Low-Angle
Shot (FLASH); campo de vista (FOV), 50 x 50 x 50 mm; matriz (MTX) = 128 x 128 x 128
(391 x 391 x 391 um/pixel); TE/TR = 5/100 ms; nimero de promedios (NA) = 4; tiempo

total de adquisiciéon (TAT) = 12 segundos.

Secuenciainicial: Tripilot

Plano axial b) Plano sagital c) Plano coronal

TEDN

:

Figura 46: Imagenes que se muestran con la secuencia TriPilot en las 3 direcciones a) axial, b) sagital y c)

coronal. La nomenclatura de los planos se ha hecho coincidir con la utilizada en el ambito de la
histologia (aunque pueda diferir de la nomenclatura que se utiliza en resonancia en que a) seria el plano
coronal y c) el plano axial). La secuencia Tripilot permite ver la colocacion del animal en el iman para
optimizar su posicidn, las cruces en cada plano indican el centro del campo magnético (isocentro) que es
donde la sefal estara optimizada. En nuestro caso, ya que el principal interés era en el analisis de las
ZSVs, el isocentro se desplaza anteriormente en el plano axial para hacerla coincidir con la posicién de

los ventriculos laterales que se indica como VL.
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4.3.2. Imagen de angiografia

La imagen de angiografia se utilizé para determinar la existencia de oclusién de
la ACM derecha y su posterior reperfusién durante el procedimiento de generacién del

modelo experimental.

Este tipo de imagen no se pudo realizar en todos los animales por falta de
disponibilidad de tiempo de exploracidon en el escaner Biospec. Por ello, Unicamente se
llevd a cabo en un subgrupo para poner a punto el tamafio de lesion que debia
corresponder a una completa oclusién de la ACM derecha a 1 dia post isquemia,

valorado por T, (ver también seccion 4.3.4).

Parametros de adquisicién de la angiografia 3D-TOF: Secuencia FLASH; FOV= 32
X 32 x32 mm; MTX = 128 x 128 x 128 (250 x 250 x 250 um/pixel); TE/TR = 2,5/15 ms;
angulo de giro = 20°; NA= 1; sonda de adquisicidn utilizada= de superficie de cabeza de

rata; TAT= 3 minutos y 4 segundos.

La reconstruccién de la angiografia se hizo de forma automatica utilizando la
funcion de Maximum Intensity Projection (MIP) en Paravision 5.0. El plano axial era el

que permitia una mejor visualizacidn de la oclusion de la ACM (Figura 47b.1y b.3).

4.3.3. Imagen de difusion

La imagen de difusidon permite detectar el edema citotdxico intracelular previo
al infarto. En nuestro caso se adquirid la imagen de difusién para valorar la zona
afectada por el infarto durante el proceso de oclusién de la arteria y asegurar que
afectaba a la region del estriado y el cortex cerebral y que el procedimiento quirdrgico

habia sido realizado con éxito.

Para ello se utilizaron las imagenes de los mapas de ADC(Figura 47 b.2.). Para
asegurar la detectabilidad del edema citotdxico, que es lo que crea la disminucién de
los valores de ADC en la fase aguda de la isquemia, las imagenes se obtuvieron
alrededor de los 30 minutos desde el inicio de la oclusidon donde ya era visualizable la

zona afectada. Segun describieron Neumann-Haefelin y colaboradores (Neumann-
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Haefelin et al. 2000) con 30 minutos de isquemia en rata la lesién ya evoluciona

tipicamente a infarto a pesar de que se produzca la reperfusion.

Parametros de adquisicion de la secuencia de difusién DTI: Secuencia DTI eco-
planar (DTI-EPI); TE/TR= 30/3100 ms; orientacion= axial; FOV = 32 x 32 mm; MTX =
128 x 128 (250 x 250um/pixel); nimero de cortes (NS) = 12; grosor de cada corte (GS)
= 1 mm; distancia entre cortes (DS) = 0,2 mm; NA = 1; Ancho de banda espectral = 250
kHz; Duracion del gradiente (8)= 4 ms; Tiempo de aplicacion entre 2 gradientes (A) = 16
ms; direcciones de difusidn= 12;valor de b = 1000 s/mm?en este caso Unicamente se
utilizd un valor de b ya que el objetivo era obtener un mapa de ADC sin realizar
calculos precisos de valores de ADC); sonda de adquisicién utilizada= de superficie de

cabeza de rata; tiempo de adquisicidn total (TAT) = 3 minutos 30 segundos.

4.3.4. Imagen ponderada enT,

La imagen ponderada en T,(Figura 47 a,c) se utilizd para la obtencién de
imagenes para el estudio de los volimenes de infarto y como base para la
determinacion de la colocacidn de los vixels de espectroscopia. Se tomaron imagenes
de referencia de 3 planos (coronal, sagital y axial). El plano coronal se obtuvo con alta

resolucioén y los otros 2 planos fueron en baja resolucién.

Pardmetros de adquisicién de la imagen ponderada en T, de baja resolucién:
Secuencia RARE, echo train length = 8; FOV = 32 x 32 mm; MTX = 128x 128 (250x 250
um/pixel); NS =1; GS = 1,50 mm; DS = 0,10 mm; TR/TE = 2000/12ms; NA =1;
orientacién: axial, coronal, sagital; sonda de adquisicién utilizada= de cuadratura de

cabeza de rata; TAT = 24 seg.

Pardmetros de adquisicion de la imagen ponderada en T, de alta resolucién:
Secuencia RARE, echo train length= 8; FOV = 32 x 32 mm; MTX = 256 x 256 (125 x 125
um/pixel); NS = 30; GS = 0,5mm; DS= 0,1mm; TR/TE = 4200/36ms; NA = 4; orientacién=
coronal; sonda de adquisicién utilizada= de cuadratura de cabeza de rata, TAT = 6

minutos y 43 segundos.
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a) CONTROL NO ISQUEMICO c) 1DIA POST-ISQUEMIA

Imagen ponderadaen T Imagen ponderadaenT.

b) DETERMINACION DE LA OCLUSION/REPERFUSION DURANTE LA CIRUGIA

Angiografia Mapa de ADC Angiografia

/ Oclusion ACM £ Reperfusion
/ {90 min) '

Figura 47: Secuencia de imagenes de la generacion del modelo experimental. a) Imagen ponderada en
T, de parénquima cerebral de rata sana. b.1) Angiografia realizada durante la oclusién donde se
determina la pérdida de flujo sanguineo en la arteria cerebral media (ACM) sefializada por la fecha roja.
b.2) Mapa de ADC realizado durante la oclusiéon donde se aprecia disminucion de sefial en la regidn
donde el tejido estd comprometido. b.3) Determinacion de la reperfusion de la ACM sefializada por la
flecha roja mediante la técnica de angiografia (comparar imagen b.1y b.3). ¢) Imagen ponderadaen T, a

1 dia post-isquemia donde la zona de hiperintensidad determina el alcance global del infarto.
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4.3.5. Andlisis de parametros derivados de la IRM

Las imdagenes de resonancia se utilizaron para la determinacién de varios

pardmetros de interés como el volumen de infarto y el porcentaje de edema.

4.3.5.1. Cdlculo del volumen de infarto

El volumen del infarto se midié a partir de las imagenes de alta resolucién

ponderadas en T, en el plano coronal del animal.

La medida se realizé mediante un sistema de generacién de regiones de interés
(ROI; del inglés: Region of Interest) con el programa Paravision 5.0 (Bruker BioSpin,
Ettlingen, Alemania). Dicho programa calcula el area de las ROIs basandose en el

numero de pixeles y su superficie unitaria (Figura 48).

a) IMAGEN T, CORONAL b) IMAGEN T, AXIAL
Representacién esquematica de la
superposicién de los cortes coronales

Superposicién del ROI

ROI= drea del infarto GS=0,5 mm/ DS= 0,1 mm

Figura 48: Calculo de volumen del infarto a partir de IRM. a) Superposicién manual del ROI en la
imagen ponderada en T, mediante el programa Paravision 5.0;b) Representacion esquematica (no al
tamafio real donde son mucho mas finos) de la superposicion de los cortes para determinar el volumen

de la lesidn.
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El drea de la lesidn en pixeles se multiplicé por el area del pixel y por el grosor

de la seccion y la distancia entre secciones tal y como se muestra en la Ecuacién 12:

VI (mm?) = ((ROI - GS) + ((ROL + ...+ ROL,) - (GS+ DS)))- 0,016

Ecuacion 12: Ecuacién de cdlculo del volumen de infarto a partir de imagenes 2D.Abreviaturas: VI =
Volumen de infarto, ROI = regidn de interés (en numero de pixels); GS= Grosor de la seccion (en el
protocolo experimental era 0,5 mm); DS= Distancia entre 2 secciones (en el protocolo experimental era
de 0,10 mm); El factor multiplicador es el drea en mm?’ de cada pixel (en el protocolo experimental era

0,016 mm’= 0,125*0,125 mm).

4.35.2. Célculo del porcentaje de edema

El cdlculo del porcentaje de edema se determind a partir de la diferencia de

volumenes entre el hemisferio ipsilateral respecto al contralateral.

Los volumenes (V)de cada hemisferio (V hemisferio contralateral y V hemisferio
ipsilateral) se calcularon de forma similar a como se mostré en la Ecuacidén 12, aunque
en este caso la regidn de interés era cada uno de los hemisferios delimitados por la
linea media, que en caso de edema se encuentra desplazada en el hemisferio

ipsilateral (Figura 49).
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CALCULO DEL PORCENTAJE DE EDEMA

Volumen Volumen
hemisferio contralateral hemisferioipsilateral

Figura 49: Calculo del volumen de cada hemisferio para el calculo del porcentaje de edema. a)
Hemisferio contralateral y b) hemisferio ipsilateral. El volumen del hemisferio se calcula hasta la linea

media.

Una vez obtenidos los volumenes de infarto para cada hemisferio el calculo del
% de Edema se realizé como se muestra en la Ecuacion 13 extraida de (Moldes et al.

2012):

VH.L’psi - VH.contra

Edema(%) = ( ) -100

VH .contra

Ecuacion 13: Ecuacidn de célculo del porcentaje de edema cerebral. V y onra= Volumen del hemisferio
cerebral contralateral y V = volumen del hemisferio ipsilateral. Los volimenes de los hemisferios

eran calculados en base a ROIs siguiendo la férmula descrita en la Ecuacién 12.

4.3.6. Espectroscopia single voxel

Para la realizacidon de los estudios de espectroscopia se trabajé con la sonda de
superficie de cuadratura (phased-array) con 4 elementos. Se trata de un tipo mejorado
de sonda de recepcidn. Este tipo de sondas, de estructura modular, permiten una
disminucion del nimero de repeticiones obteniendo un mejor cociente de sefal a

ruido y una mejor resolucién tanto en imagen como en espectroscopia.
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Para la realizacion de la espectroscopia SV se utilizé un volumen de interés de
2x 2 x 4,5 mm (volumen total: 18 pl). La informacién se adquiria de la zona de infarto,
zona subventricular ipsilateral, zona subventricular contralateral y hemisferio
contralateral (Figura 50). Todos los véxels estaban situados a la misma altura y sélo se
desplazaban horizontalmente para obtener el espectro de las distintas regiones para
evitar posibles diferencias de captacién de sefal en cuanto a la distancia respecto a la

bobina de recepcidn (situada en la superficie del craneo).

La colocacion de los voxels se determinaba mediante su posicionamiento sobre

una imagen coronal ponderada en T, de alta resolucién.

a) Posicion de los voxels en el cerebro de rata ensiones del voxel

zsve | zsvi
18l

4,5mm

Gy

2mm

Figura 50: Representacién esquematica de las zonas de andlisis del patron metabdlico por ERM. a)
Imagen coronal ponderada en T, de cerebro de rata 1 dia post-infarto con la colocacion de los voxels
(recuadros de color blanco) en las distintas regiones de interés. H.contra = hemisferio contralateral,
ZSVc= Zona subventricular contralateral, ZSVi= Zona subventricular ipsilateral e Infarto; b)

Representacion esquematica tridimensional de las dimensiones del voxel utilizado para ERM in vivo.

Previamente a la obtencién del espectro los shims lineales y de segundo orden
fueron ajustados automaticamente con el método FASTMAP en un volumen de 5 x 5 x

5mm, dentro del cual estaba incluido el VOI.
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Parametros espectrales: Anchura de banda espectral= 13,34ppm/4006,41 Hz;
TE= 12 ms; TR= 1800 ms; numero de puntos: 16k (8k reales); NA = 256; sonda de

adquisicion utilizada= de cuadratura de cabeza de rata; TAT =7 min 48 seg.

Todos los protocolos de imagen y espectroscopia in vivo fueron optimizados
previamente por la Dra. Silvia Lope-Piedrafita del Servei de Ressonancia Magnética de

la Universiat Autonoma de Barcelona.
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4.3.7. Espectroscopia multivoxel

Las secuencias de IERM se adquirieron utilizando el método 2D Chemical Shift
Imaging (CSI) con localizacion PRESS. Los parametros utilizados fueron: FOV= 32
x32mm; Volumen de Interés (VOI)= 6x 6 x 2 mm; GS= 2 mm; TE= 14ms; TR= 1500 ms;
NA= 7; NEX=1200); ancho de banda espectral= 13,34 ppm (4006,41 Hz). La supresién
de agua se efectué con el método VAPOR (300 Hz de ancho de banda). Los shims
lineales y de segundo orden fueron ajustados automdaticamente con el método
FASTMAP en un volumen de 7 x 7 x 7 mm, dentro del cual estaba incluido el VOI. Seis
bandas de saturacion ((GS10 mm; pulsos sech-shaped: 1,0ms/20250Hz) se
posicionaron alrededor del VOI para minimizar el efecto de las sefales provenientes
del exterior. La resolucién espacial obtenida quedd definida por una matriz de 16x
16véxels en el FOV (4 ul de resolucion nominal).Numero de puntos=2048, sonda de
recepcioén utilizada = de superficie; TAT =30 min 6 seg.  Posteriormente, mediante
una interpolacién de Fourier, se reconstruyd una matriz de 64 x 64, tal y como se

describe en (Simoes et al. 2010).

4.3.8. Sacrificio de los animales por perfusién transcardiaca

Todos los animales que al final de los estudios de IRM/ERM fueron analizados
por inmunohistoquimca se sacrificaron mediante el método de la perfusién
transcardiaca con paraformaldehido, que permite la obtenciéon del tejido cerebral

fijado sin presencia de sangre (Figura 51).
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Tejido Tejido
fresco perfundido

Figura 51: Imagen de la diferencia entre un cerebro de rata sacrificado por el método de perfusion
transcardiaca o por cualquier otro método de sacrificio. Imagen modificada de la pagina web de Leica-
microsystems (http://www.leicabiosystems.com/pathologyleaders/sacrifice-perfusion-in-animal-

research/).

El procedimiento detallado a continuacién se llevé a cabo en una campana de

flujo laminar ya que la solucidn fijadora es tdxica.

Para la realizacion de la perfusion transcardiaca (Figura 52)se anestesio el
animal con una sobredosis de pentobarbital sédico de 100 mg/kg (Dolethal,Vetoquinol
solucién inyectable concentrada 0,2 g/ml) intraperitoneal. La dosis tenia que ser
elevada para que el animal no sufriera dolor, pero no lo suficiente como para provocar
una parada cardiaca. Una vez comprobado que el animal no tenia reflejos, se sujetaba
la piel del animal donde se tenia que hacer la incisién para evitar cortar las visceras vy
se hacia un corte paralelo al diafragma. A partir de este corte se realizaba uno en
forma de U cortando el diafragma y realizando 2 incisiones laterales desde la altura del
diafragma hasta la axila del animal cortando las costillas de manera que se podian
levantar y separar en bloque para poder acceder al corazén. Una vez realizado este
paso entra aire en la cavidad toracica del animal no puede respirar con lo que hay que
actuar de forma rapida, antes de que ocurra la parada cardiaca. Seguidamente se
obturd el flujo de la aorta descendiente con ayuda de unos forceps para evitar que la
infusion llegara al riego corporal caudal y asi reducir la cantidad de fijador necesario. A
continuacion se introdujo palomilla Valu-Set 23G (0,6 x 19x 305 mm) (Becton
Dickinson, Alemania) en el ventriculo izquierdo del corazén unida a una jeringa de 60
ml con solucidn salina y se activod la perfusidon a una velocidad de 15 ml/min utilizando

una bomba de inyeccién (Bomba AL-2000, World Precision Instruments).Una vez
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empezada la infusién, se realizdé rapidamente un corte en la auricula derecha del
animal para permitir que saliera la sangre del animal en primer lugar y seguidamente
las soluciones de lavado vy fijadora. Las soluciones utilizadas para la perfusién fueron
primero180 ml de solucién salina (NaCl 0,9% (p/v) (Sigma) en agua destilada (3 jeringas
de 60 ml) y posteriormente 180 ml de paraformaldehido (PFA) (Panreac) al 4% en
tampon fosfato (PB) (0,1M, pH 7,4) (3 jeringas de 60 ml). En una correcta perfusion,
ademas de mostrar el cerebro un aspecto similar al del cerebro perfundido de la Figura
51, la parte superior del animal queda rigida debido a la perfusion de los musculos. En
cuanto al riego pulmonar, aunque no estd obstruido mecdnicamente con ningun
elemento, si el corte de la auricula es correcto no deberia producirse el
encharcamiento de los pulmones, ya que sélo interesa la perfusion del riego corporal

rostral.

Ri 29 1¢
iego , %
8 Riego Solucion  Solucién
corporal 23
pulmonar fijadora delavado

rostral

L

avla

' 1E

1 "[ %1

Abertura
auricula

Riego Bomba peristaltica
corporal

caudal

Figura 52: Esquema de la metodologia de perfusidn transcardiaca, en este caso con método de bomba
peristaltica. En nuestro caso, al no disponer de bomba peristaltica se utilizaron bombas de inyeccidn con
las soluciones contenidas en jeringas de 60 ml. Sin embargo, la metodologia es equivalente. Las
abreviaturas indican: Ad= auricula derecha, Ai = auricula izquierda, Vd= Ventriculo derecho, Vi=
Ventriculo izquierdo. El sistema vascular marcado en rojo corresponde al carotideo y en azul al venoso.
Las cruces negras indican los puntos donde no habia infusién ya que se habia obturado mecdnicamente
la circulacion para evitar que se perfundiera la mitad inferior del animal que no es de interés para el

estudio o porque el método de perfusidn elimina esa parte de la circulacion.
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4.3.8.1. Post-fijacidn de las muestras para inmunohistoquimica

Una vez obtenidos los cerebros segln 4.3.8 se guardaron en 30 ml de solucién
de PFA al 4% durante 1 dia. Seguidamente se procedié a hacer 3 lavados de 10 minutos
en PB 0,1 M; pH 7,4 (Na,HPO4, Panreac) en agitacion mediante un agitador(Heidolph
Rotamax 120, Schwabach, Alemania) y finalmente se conservaron en PB + azida sédica

al 0,05% (p/v); pH 7,4a 4 °C hasta el momento de su andlisis.

4.3.9. Sacrificio por irradiacion con microondas focalizadas

Los animales en los que el objetivo era parar el metabolismo para estudios de
resonancia magnética ex vivo a campo alto con HRMAS se sacrificaron con el método
de irradiacion por FMW. Para diferenciar el grupo de los animales sacrificados por
perfusién transcardiaca destinados a inmunohistoquimica de los sacrificados por FMW
destinados a estudios de HRMAS se identificaron estos animales afiadiéndoles la letra
F (de FMW). Por lo tanto se denominaron el grupo 1 dia-F post-isquemia y 7 dias-F

post-isquemia

Esta tecnologia requirié la utilizacidon de un sistema de irradiacion Muromachi
microwave fixation system (modelo TMW -6402C, Muromachi, Kikai Co. LTD. Tokyo).
En el SeRMN de la UAB estd disponible un equipo de potencia 5 kw(Figura 53).

Después del analisis por resonancia magnética in vivo con el Biospec,
aprovechando que los animales estaban profundamente anestesiados, se colocé el
animal en el soporte de rata especifico para este procedimiento. Actualmente los
soportes contienen un sistema de recirculacién de agua para mejorar la irradiacién. En
nuestro caso se utilizdé un modelo mas antiguo, que no contenia este sistema (el
soporte de rata fue cedido por la Dra. Anna Planas). Hay varios tamafos de soporte y
se utilizé el mas pequefio (para ratas de 150-250 g). El soporte permite una perfecta
sujecién de la cabeza animal para evitar un posible movimiento debido al efecto de la

irradiacion que pudieran afectar al resultado final.
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2.- Posicion correcta 1.- Introduccion de la
del soporte para ratas rata anestesiadaen el
43mm soporte

e |

Posicion de la Espacio entre el
cabeza del animal soporte y la puerta

Figura 53: Sistema de irradiacidon por microondas focalizadas (Muromachi, Kikai Co. LTD. Tokyo) donde
se muestran un dibujo esquemadtico el procedimiento de colocacion del animal para la irradiacidn.

Imagen modificada de la pagina web de Muromachi: http://www.muromachi.com

Previamente a la irradiacidon se conectd el bafio de agua recirculante HAAKE
DC10-K15 para permitir la refrigeraciéon adecuada del aparato antes de la irradiacién.
Tiempo aproximado de refrigeraciéon: 1 hora. Una vez listo el aparato se pueden

realizar tantas irradiaciones como se desee dejando unos 3 minutos entre cada una.

El tiempo éptimo de irradiacién se determiné en 1,2 segundos a una potencia
de 5 kw para ratas entre 250-300 gramos, aunque el pico de irradiacién se produce en

cuestion de ms.

Una vez irradiado el animal se procedié a la extraccidon del cerebro de forma
muy cuidadosa ya que el aumento de temperatura hace que, aunque mantiene su
estructura (Figura 54) su consistencia sea mas gelatinosa. Una vez extraido el cerebro

se guardd entero en N, liquido hasta el momento de su anadlisis por HRMAS.



Material y métodos 103

Cerebro Cerebro
fresco irradiado

Figura 54: Imagen de la diferencia entre un cerebro de rata sacrificado por sobredosis de anestesia y por
irradiacién con microondas focalizadas. Imagen modificada de la pagina web de Leica-
microsystems(http://www.leicabiosystems.com/pathologyleaders/sacrifice-perfusion-in-animal-

research/) y Muromachi (http://www.muromachi.com).

4.3.10. Espectroscopia ex vivo por HRMAS

Para la preparacion de la muestra para andlisis HRMAS se obtuvieron los
cerebros conservados a -80°C. Después de un periodo de atemperacién a temperatura
ambiente se realizd con un bisturi un corte coronal para la obtencion de una loncha de
unos 2 mm de grosor situada a la altura de los ventriculos laterales (Figura 55c). En la
loncha se practicaron 2 cortes transversales a la altura de la parte superior e inferior
del cuerpo calloso (Figura 55d)y seguidamente se obtuvieron los trozos de tejido
correspondientes a la zona de infarto y contralateral y las 2 zonas subventriculares en
base a la colocacién de los véxels de espectroscopia localizada en la imagen(Figura 55

ayb).
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PREPARACION DE LAS BIOPSIAS PARA HRMAS
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Figura 55: Esquema acerca de la realizacion de los cortes en el cerebro de rata para la obtencion de las
muestras que posteriormente serian analizadas por HRMAS. Fila superior: Imagen obtenida in vivo
mediante IRM en Biospec a 7T a) Imagen T, en el plano sagital donde se muestra la posiciéon de los
voxels in vivo, b) Imagen T, en el plano coronal donde se ve la colocacidén de los véxels para el analisis
del territorio de la ACM vy las ZSVs. La zona rodeada por una linea discontinua roja indica el alcance del
infarto Fila inferior: Obtencidn de las biopsias en el tejido ¢ ) Realizacion de un corte de 2mm de grosor
en el drea de las ZSVs. Y d) Las lineas discontinuas superior e inferior azules indican corte transversal a
nivel del cuerpo calloso y las lineas continuas azules la obtencion de 4 biopsias en las mismas posiciones
que muestra la imagen in vivo. La zona rodeada por una linea discontinua roja indica la posicion del

infarto.

Una vez obtenidos los 4 segmentos de tejido (biopsias), estos fueron
introducidos en 4 rotores independientes. Los rotores utilizados eran los estandares
para la técnica de HRMAS que son de zirconio y tiene capacidad de muestra de 50 uly

4 mm de didmetro (Cortecnet, France).
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Figura 56: Accesorios para el analisis de muestras de HRMAS y esquema de la colocacion final de estos
para el andlisis de dichas muestras. a) Accesorios para el analisis de las muestras por HRMAS: Por partes,
los componentes son: a.1. Embudo de HRMAS (HRMAS filling funnel), a.2. Retirador de tapdn (rotor cap
remover), a.3. Empaquetador de HRMAS (HRMAS rotor packer), a.A.Destornillador, a.5. Tornillo
cilindrico, a.6. Rotor de zirconio, a.7. Separador superior, a.8. Tornillo, a.9. Tapdn Kel-F. La barra blanca
dentro del rectangulo negro del extremo izquierdo inferior es una medida de tamafio que indica 1 cm.
b) Dibujo esquematico de la colocacidn final de la muestra en el rotor de zirconio. Imagen modificada

de: (Simdes RV 2012) y http://triton.iqfr.csic.es/guide/man/hrmas/chap4-1.html)

Para controlar el peso de muestra utilizado en cada caso, se pesaron las piezas
del rotor sin la muestra en el interior y, posteriormente, con la muestra incorporada en
una balanza de precisién (Balanza Sartorius, Sartorius AG, Alemania). Asi, se pudo
controlar que el peso estuviera dentro de un rango similar de, aproximadamente, 15 +
5 mg. Al rotor se afiadieron unos 10 ul de agua deuterada (D,0, Euriso-top, Centre
d'études de Saclay) salina (0,15 M NaCl) fria hasta rellenarlo para permitir la deteccién
de sefial para “lock” de deuterio en el andlisis de espectroscopia HRMAS. Finalmente

se ensamblo el rotor de la forma estandar (Figura 56b).

El andlisis por HRMAS se llevé a cabo en un equipo AV400 con una consola
Avancelll y unidad de control de la temperatura equipado con una sonda HRMAS

'H/*3c/3'P (Bruker Espafiola S.A., Madrid, Espafia) que operaba a 9,4T (400 MHz para
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'H) con una velocidad de giro de 3000 Hz alrededor de un eje situado en la orientacidn

del angulo magico 54,7° respecto al campo magnético Bo.

La adquisicién de espectros se realizd a una temperatura de 37°C (Davila et al.
2012). Previamente se habia calibrado la sonda de HRMAS para tener en cuenta el
ligero aumento de temperatura a una determinada velocidad de giro (3000 Hz) de
manera que la temperatura real de la muestra girando a 3000 Hz fuera de 37°C(Simdes
RV 2012).

Secuencias adquiridas:

1)Pulso-adquisicidon con presaturacion de agua durante 2s (con atenuacion de

54dB equivalente a 0,042 mW de potencia)

2) Standard Hahn spin echo con TE=136 ms con presaturacion de agua como en

1).

Parametros espectrales: Anchura de banda espectral: 10ppm/4000Hz; niUmero
de puntos: 16k (8k reales); tiempo de adquisicién= 2,04 s, tiempo de reciclaje = 4,04 s;

NA = 256; TAT = 15 min 34 seg.

Todos los protocolos de espectroscopia ex vivo fueron llevados a cabo en colaboracion
con Myriam Davila del grupo de Aplicaciones Biomédicas de la Resonancia Magnética

Nuclear (GABRMN) de la UAB.

4.3.11. Post-procesamiento de los espectros de RMN

4.3.11.1. Espectros in vivo

Los espectros de ERM in vivo fueron inicialmente procesados en la estacién de
trabajo equipada con el software Paravision 5.0 (Bruker BioSpin, Ettlingen, Alemania)

que utiliza TopSpin version 1.3.
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A los espectros in vivo se les aplico 4Hz de apodizacién antes de la
transformada de Fourier. Se corrigio6 manualmente la fase de orden cero y uno y se
ajusto la linea de base. Los espectros se referenciaron a Creatina (N-CHs, a 3,03 ppm)

como estandar interno de desplazamiento quimico.

La region de interés del espectro comprendia el rango de 4,5 a 0,0 ppm (regién
donde se situan la mayoria de metabolitos de interés en nuestro caso) que en las
condiciones de adquisicion descritas en el apartado 4.3.6 equivale a 1383 puntos

digitales.

El vector espectral asi procesado se exportd como un fichero en formato ASCII

para su analisis posterior.

4.3.11.2. Espectros ex vivo

Los espectros obtenidos mediante la técnica HRMAS fueron procesados de
forma similar a como se hizo in vivo, variando algunos parametros. La estacién de

trabajo del equipo de HRMAS es directamente TopSpin version 1.3.

A los espectros de alta resolucién se les afiadié 0,5 Hz de apodizacion antes de
la transformada de Fourier, se les corrigié manualmente la fase de orden cero y unoy

se ajustd la linea de base. Se referenciaron a Creatina (N-CHs, a 3,03 ppm).

En este caso la regién de interés del espectro comprendia el rango de 4,5 a 0,5
ppm y segun las condiciones de adquisicion descritas en el apartado 4.3.10 equivalia a
13113 puntos digitales. También se exportaron como ficheros ASCIl para su andlisis

posterior.

4.3.11.3. Normalizaciéon de los espectros

Para trabajar con intensidades relativas de las resonancias de metabolitos, una
de las férmulas que permiten una normalizacién mas reproducible es la unit length

(UL2), también conocida como norma Euclidiana. Esta normalizaciéon se basa en
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calcular el porcentaje que la intensidad de cada punto digital del vector espectral
representa con respecto a la suma total de dicho vector (Ecuacidn 14). Ademas, en el
caso de la normalizacion UL2 se incorporan los valores absolutos de posibles picos
negativos calculando la raiz cuadrada del sumatorio de cada una de las intensidades

individuales elevada al cuadrado.

hreal
/Zg:g(hreal)z

Ecuacion 14 Ecuacion de calculo de las alturas normalizadas a UL2. Abreviaturas: UL2= Altura

UL2 = - 100

normalizada para cada punto del espectro y h,e, = altura inicial antes de la normalizar, para cada punto

digital del vector espectral entre 0,5y 4,5 ppm.

La formula de la Ecuacion 14fue la utilizada para la normalizacidon de los

espectros ex vivo de HRMAS.

En cambio, para los espectros in vivo se llevd a cabo una ligera modificacién de
la férmula de normalizacién UL2 que es la que se muestra en la (Ecuacion 15)en que en
el denominador se utilizé el vector suma adquirido en hemisferio contralateral (como

control) para el resto de voxels del mismo animal investigado (UL2¢).

h
UL2: = real -100

\/ Y (hyeq contralateral)?

Ecuacion 15 Ecuacién de calculo de las alturas normalizadas a UL2¢. Donde la UL2.= altura normalizada
para cada punto del espectro segun el hemisferio contralateral y hyea= altura inicial antes de normalizar

para cada punto digital del vector espectral entre 0,5y 4,5 ppm.

El motivo de esta modificacién fue que en la regiéon del infarto el aumento
importante de algunas de las resonancias puede producir disminuciones relativas
aparentes del resto de resonancias investigadas que no serian reales. En el caso de los
espectros in vivo estos cambios son muy notables y de este modo se minimiza el efecto
que el aumento del lactato a 1,30 y resonancias lipidicas a 1,28 ppm y 0,9 ppm

pudieran tener en el resto del espectro.
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En cambio en los espectros de HRMAS no se considerd oportuno aplicar la

normalizacion UL2 ontra pOr 2 motivos:

- Los cambios en el lactato y los LM debidos al infarto no suponen un aumento
de intensidades muy notable ya que debido a las caracteristicas propias de la técnica
HRMAS que moviliza los lipidos, estos se encuentran altos de por si y el aumento
lipidico aparente debido al infarto no es tan notable como en el caso de los espectros

in vivo.

- La obtencion de biopsias para el estudio ex vivo implica mas variabilidad
experimental al andlisis que la colocacidon del voxel in vivo. Por ejemplo, distintos
tamafios de muestra, etc. Con lo cual si se utilizara como denominador el espectro de
otra muestra se podria estar incurriendo en un error mas grave que aplicando en este

caso la normalizacién UL2 simple.

4.3.11.4. Calculo de las intensidades vy cocientes de intensidades de las resonancias

de interés

Los valores de las intensidades relativas del maximo de la resonancia
correspondiente a cada metabolito de interés normalizadas segun la metodologia
descrita en el apartado 4.3.11.3 se expresaron en forma de promedio + desviacidn

estandar (SD).

Los cocientes para determinar las variaciones de la concentracién aparente
(intensidad maxima) de los metabolitos de interés entre distintas zonas o puntos

temporales se expresan de distinta manera:

- A las variaciones entre zonas se denomina “valor de cambio”(VC) y se calcula el
cociente para cada animal individualmente y a partir de estos se expresa el promedio *

SD.

- A las variaciones entre puntos temporales del protocolo de infarto se denominan
“valor de cambio temporal” (VCT) y el cociente se calcula a partir de los promedios de

las Intensidades normalizadas. El resultado se expresa como promedio.



Material y métodos 110

4.3.11.5. Calculo de las areas y cocientes de areas de las resonancias de interés

La evaluacidn cuantitativa de metabolitos utilizando dareas solo se utilizé para el
calculo del cociente PCr/Cr en HRMAS ya que son singuletes bien definidos. El célculo
de dreas implica la integracién del drea de la resonancia entre unos limites definidos,
3,96-3,94 ppm para PCr y 3,94-3,92 para Cr en nuestro caso. Para ello se utilizé el

programa Topspin 1.3.(Bruker BioSpin, Ettlingen, Alemania).

4.3.11.6. Representacion grafica de los espectros promedio

Los espectros que se mostrardn en el capitulo de resultados estan
representados como espectros promedio de los espectros normalizados del grupo de
animales investigados. Tal y como se comenté en el apartado 4.3.11.3 la normalizacién

aplicada fue de UL2c en los espectros in vivo y UL2 en los espectros ex vivo.

Los espectros promedio se muestran incorporando con sombreado la SD (en el
caso de los espectros in vivo) o sin la SD (en el caso de los espectros HRMAS). El motivo
de no representar la SD en los espectros de HRMAS no es otro que al haber mas

sefiales de metabolitos la representacion con SD dificulta su observacién.

Para este tipo de representacién de los espectros se utiliza software R (versién

2.10) (www.r-project.org) utilizando modulos desarrollados para tal fin en el GABRMN.
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4.3.12. Inmunohistoquimica

Los cerebros previamente fijados mediante la técnica de perfusién
transcardiaca se destinaron a la realizacién de andlisis inmunohistoquimicos. Para ello
se utilizaron cortes de tejido fresco. Se hicieron lavados de PB 0,1M; pH 7,4 para
limpiar los restos de PB +azida sddica 0,05% (p/v), pH 7,4donde se mantenia el cerebro
(ver apartado 4.3.8.1) y se procedid a realizar cortes coronales de 20 um de grosor en

la region de la zona media/central de la ZSV utilizando el vibratomo (VT-1000S, Leica).

4.3.12.1. Tincién con anticuerpo contra Ki67

El marcador Ki67 es una proteina nuclear que es expresada en las células en
proliferacién durante todo el proceso mitético (Kee et al. 2002)con lo cual marca todas
las células que estdn en las fases de division del ciclo celular (G1, S, G2 y mitosis)
mientras que no marca células en fase de reposo (G0) (Scholzen and Gerdes 2000), con

lo cual es un buen marcador de las CPNs en proliferacién.

Para la tincién con Ki67 se calentaron los cortes con tampédn citrato 0,1 M-
Tween 20 0,05% (p/v), pH 6 a 90°C durante 20 minutos. Seguidamente y una vez
enfriados, se hicieron 3 lavados mdas de PB 0,1M. Se llevd a cabo un bloqueo de las
peroxidasas enddgenas utilizando una solucién de 10% metanol y 3% peroxido de
hidrégeno (H,0;) en PB 0,1M durante 15 minutos. Se retird la solucién mediante
lavados con solucidon tampdn fosfato salino (PBS) — 0,1% Tritén - 0,1%albimina (BSA) y
se incubod el tejido en la solucidon de bloqueo (PBS-0,2% Triton - 10% BSA)durante 1
hora. La incubacién con el anticuerpo contra Ki67 de ratén (Novocastra, Reino Unido)
se llevd a cabo a una dilucion 1/100 durante toda la noche a 4°C en tampdn de
blogueo. Se lavaron en PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario que era un
anticuerpo biotinilado de cabra anti ratén 1gG (Vector Laboratories, Burlingame,
California). Se retird la solucién anterior mediante lavados con PBS y se incubd en
solucion avidina-biotina-peroxidasa (ABC Vectastain Elite Reagent, Vector
Laboratories) a una dilucién 1/400 en solucién de bloqueo durante 1 hora en

oscuridad. Se lavd el reactivo anterior con PBS. Los resultados fueron visualizados
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utilizando 0,03% diaminobenzidina (DAB, Vector Laboratories) con 0,01% de H,0,en
PBS durante 10 minutos. Finalmente se lavé la solucién anterior con PB 0,1M vy se

montaron los portaobjetos con los cortes para observacién por microscopia.

Se realizo la cuantificacidon de las células marcadas positivamente en 2 regiones:
ZSV ipsilateral y ZSV contralateral. La observacion de las células marcadas se hizo en un

microscopio Leica contando 6 réplicas en cada caso.

Los recuentos de células se mostraran en el capitulo de resultados expresados

en células Ki67+/mm?

4.3.12.2. Tincién con TUNEL

La deteccion de la apoptosis se realizé utilizando la técnica Terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) (kit comercial Apoptag
Fluorescein In Situ Apoptosis Detection Kit,Merck Millipore, Darmstadt, Alemania) que
permite detectar las células apoptdticas basandose en la fragmentacién clasica que se
produce en el ADN en este tipo de muerte. Mediante esta técnica se detecta los
extremos 3'-OH libres de los fragmentos de ADN a los cuales afiade nucledtidos
marcados con digoxigenina (dUTP) mediante la enzima deoxinucleotidil transferasa

(TdT), y por lo tanto se considera una medida indirecta de la apoptosis.

El protocolo de tincién se llevd a cabo siguiendo el protocolo suministrado por
el fabricante del kit. De forma breve, los cortes se hidrataron en 3% H,0, a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Se incubaron con la enzima proteolitica
proteinasa K (1:200) en tampdn PBS a 37°C durante 10 minutos para facilitar el acceso
TdT a los extremos 3’-OH libres. Seguidamente se lavaron y se anadidé la mezcla
suministrada por el kit de TdT digoxigenina y nucleétidos d-UTP. Se incubaron a 37°C
durante 2 horas. Los cortes fueron blogqueados a temperatura ambiente durante 30
minutos y finalmente se incubaron con el anticuerpo biotinilado (anti-digoxina) a una
concentraciéon de 1/200 en tampdn de bloqueo a 37°C durante 30 minutos en

oscuridad.
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Para poder visualizar los resultados se utilizé 0,03% diaminobenzidina (DAB,
Vector Laboratories) con 0,01% de H,0, durante 10 minutos. Seguidamente se lavd la

solucion anterior con PB 0,1M y se montaron los portaobjetos para microscopia.

Se hizo la cuantificacion de las células marcadas positivamente en 4 regiones:
Zonas subventriculares (ipsilateral, contralateral) y zonas territorio ACM (infarto,
hemisferio contralateral). La cuantificacion de las células marcadas se hizo en un

microscopio Leica contando 6 réplicas en cada caso.

Los recuentos de células se mostraran en el capitulo de resultados expresados

en células TUNEL+/mm2_

Todos los protocolos de inmunohistoquimica fueron llevados a cabo en el Laboratorio
de Neurobiologia Comparada del Institut Cavanilles de Biodiversitat i Biologia Evolutiva
de Valencia (IP: Jose Manuel Garcia Verdugo) por la Dra. Sara Gil Perotin, colaboradora

en el proyecto de investigacién en el que se enmarcé la Tesis.

4.3.13. Técnicas de reconocimiento de patrones

En esta tesis se desarrollaron un total de 4 clasificadores supervisados. Los objetivos de
la clasificacion fueron establecer parametros en base a la evolucion del infarto a lo
largo del tiempo (en un clasificador) y la clasificacién diferencial de las ZSVs respecto a
otras zonas del cerebro (tejido sano y tejido infartado) en los otros tres clasificadores.
Con respecto al reconocimiento de patrones no supervisado se incluyé Unicamente un
caso como prueba de concepto de una metodologia con interesantes perspectivas de

futuro.
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4.3.13.1. Reconocimiento de patrones supervisado

El software utilizado para llevar a cabo las clasificaciones fue SpectraClassifier
v.3.0.09 (SC) (http://gabrmn.uab.es/sc) siguiendo la metodologia descrita por sus

autores (Ortega-Martorell et al. 2010)

Para ello se utilizaron los espectros adquiridos mediante ERM in vivo y
normalizados segln la formula UL2¢. Una vez introducidos los casos en SC se asignaron
a la clase que les correspondia. Posteriormente fueron divididos en 2 grupos:
entrenamiento (para generar las ecuaciones de clasificacion) y test independiente
(para evaluar la reproducibilidad de la clasificacion desarrollada). Aproximadamente
1/3 del total de los casos del grupo eran los que se asignaban al grupo de test y los

restantes 2/3 al grupo de entrenamiento(Tate et al. 2006).

Para cada clasificador el sistema selecciond las caracteristicas diferenciales
(frecuencias espectrales). El nimero de caracteristicas para ser usado en el clasificador
para evitar el sobreentrenamiento fue como maximo n/3, donde n es el nimero de
casos de la clase mas pequefia que se usa en la comparacién (Tate et al. 1998). La
seleccion de caracteristicas se llevd a cabo con el método Sequential Forward Feature
Selection (SFFS).

Las variables seleccionadas se utilizaron para generar clasificadores. SC utiliza el
Analisis Lineal discriminante (LDA) de Fisher, creando un espacio latente bidimensional
(en el caso de un clasificador de tres clases), definido por la proyeccién de las variables
candnicas derivadas del LDA.

Cada clasificador fue evaluado en sus caracteristicas descriptivas utilizando
para el grupo de entrenamiento el método de Bootstrapping con 1000 repeticiones en
el cual se realiza un muestreo aleatorio con reemplazo de un caso en cada repeticién
para la determinacidon de los casos correctamente clasificados (CCC). También fue
evaluado en sus caracteristicas predictivas utilizando el Balanced Error Rate (BER)
(Ecuacién 16) para el grupo de test independiente, que pondera los casos mal

clasificados segun el tamano de cada clase considerada.
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3 total casos tipo 1 total casos tipo 2

BER — 1 (malclasificados tipo 1> (malclasificados tipo 2) <malclasificados tipo 3)
- Total casos tipo 3

Ecuacion 16: Calculo del BER para un conjunto de 3 grupos de datos. n= nimero de clases del

clasificador.

4.3.13.2. Reconocimiento de patrones no supervisado

Para el andlisis no supervisado se utilizaron espectros multivoxel (condiciones
de adquisicion en el apartado 4.3.7), que fueron post-procesados segun se describe en
(Simoes et al. 2010) de modo que de un mismo animal se pudieron obtener 144
espectros normalizados a UL2 simultdneamente, correspondientes a distintas areas del

cerebro que incluian zona de infarto, tejido sano y zonas subventriculares.

El sistema empleado para el RP no supervisado fue desarrollado por Ortega-
Martorell y colaboradores (Ortega-Martorell et al. 2012a; Ortega-Martorell et al.
2012b) basado en la Factorizacién No Negativa de Matrices (del inglés, Non-negative
Matrix Factorization).Este sistema permite la extraccion de fuentes dentro de un

conjunto de espectros. El nimero de fuentes analizadas fue de 2 a 5.

El sistema representa un mapa nosoldgico mediante un sistema de colores(De
Edelenyi et al. 2000), hecho que permite determinar la distribucion espacial de la fuente en el

tejido analizado .
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El’lNVESTIGADOR EI SISTEMA DE RECONOCIMIENTO DE PATRONES
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Figura 56: Esquema representativo de los dos tipos de clasificadores con los programas utilizados para
su realizacion. a) Representacion del clasificador supervisado utilizando el softwareSCv.3.0.09. donde se
muestra que el investigador determina el nimero de clases (en este caso 2) y a qué clase se asigna cada
caso. Con esta informacion el sistema extrae las caracteristicas relevantes de cada grupo y realiza una
clasificacion que se visualiza como una proyeccién de las variables candnicas derivadas del LDA (bolas
azules y bolas rojas) con los limites de cada clase representados como lineas divisorias. c1, c2, c3 indica
las caracteristicas seleccionadas b) Representacion del clasificador no supervisado utilizando software
basado en la Factorizacion No Negativa de Matrices donde se muestra que el investigador unicamente
determina el nimero de clases y es el sistema el que asigna un patrdn asociado a cada clase (fuente). En
el caso de andlisis de espectros multivoxel la distribucién de la fuente se puede visualizar como imagen
nosoldgica. En este ejemple se muestra para un caso de tumor cerebral en ratén la imagen nosoldgica
de la distribucidn de la fuente 2 (f2). Imagenes modificadas de (Ortega-Martorell et al. 2010) y (Ortega-

Martorell et al. 2012a)

4.4. Estadistica

Todos los analisis estadisticos fueron desarrollados con el programa estadistico

SPSS version 15 (IBM, SPSS Inc., Chicago).
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En el andlisis estadistico se determind la normalidad de la distribucién de los
datos utilizando el test de Kolmogorov-Smirnov. Seguidamente para la comparacién de
los promedios de las intensidades relativas de metabolitos se utilizé el test t-Student
para el andlisis de 2 grupos o el analisis de la varianza (ANOVA) en caso de analizar mas
de 2 grupos simultdneamente con el Bonferroni post-hoc test. El nivel de significacion
estadistica se establecié en un nivel del 95% de confianza (p<0,05) y también se

determinaron las tendencias a la significacidon que se establecieron (0,05<p<0,10).

Para los estudios de analisis del mismo animal entre el control de referencia a 1
dia y el correspondiente estudio de ERM en el punto final se utilizd el test t-Student

para datos pareados.

Para la determinacién de las correlaciones entre metabolitos y datos de

inmunohistoquimica se utilizé la correlacion bivariada de Pearson.

Para descartar valores atipicos (outliers) en las distribuciones de datos se
utilizo el Test de Grubb que permite determinar los valores outliers extremos para un
determinado tamafo muestral basandose en el calculo de la puntuaciéon de Z que
indica la direccidon y grado en que un valor individual obtenido se aleja del promedio,
en una escala de unidades de desviacidn estandar y se calcula como se describe en la
Ecuacion 17. Cada tamano muestral tiene una puntuacién de Z critica partir del cual el
valor se considera un outlier estadisticamente significativo y se puede considerar su

descarte.

Ecuacion 17: Célculo de la puntuacidn de z donde x= valor de un dato, X = promedio del conjunto de

datos y SD= desviacion estandar del conjunto de datos.

El test se realizd utilizando una aplicacién que esta disponible online en la

direccién: http://graphpad.com/quickcalcs/Grubbs1.cfm
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4.5. Diseno experimental

Para determinar el disefio experimental se realizé una busqueda bibliografica

de los perfiles temporales de proliferaciéon de las CPNs en la ZSV post-isquemia asi

como de los modelos animales mas utilizados en su estudio (Tabla 3):.

Referencia | Modelo | Maximo de Magnitud Marcaje Comentarios
animal | proliferacion | del aumento sobre
proliferacion
1| (Jin et al.| Rata 14 dias 2 veces a los | BrdU 50mg/kg Proliferacion
2001) tMCAO 7 dias 2 dosis/dia bilateral
90 min 4 veces a los | 2 dias anteriores | simétrica
14 dias al sacrificio
(respecto a
controles)
2 | (Zhang et | Rata 7 dias 1,5 ZSVi | BrdU 50mg/kg
al. 2001) MCAO 7dias/ZSVi 4 dosis cada 3
embdlico control horas el dia
anterior al
sacrificio
3 | (Arvidsson | Rata 14 dias 2 veces BrdU
et al. | MCAO 2 dosis/dia
2002) 120 min 14 dias
4 | (Parent et | Rata 14 dias 2 veces BrdU 50mg/kg
al. 2002) tMCAO 2 dosis /dia
90 min Dias 7 y 9 post-
infarto
5| (Zhang et | Rata 7 dias 2 veces BrdU 50mg/kg Inicio 2 dias,
al. 2004a) | MCAO (7d/pre- 3 dosis cada 2 | niveles altos
embodlico isquemia) horas antes del | hasta 14 dias
sacrificio
6 | (Zhang et | Rata 4y 7 dias 2 veces (7 | histona H3
al. 2004b) | MCAO dias/ pre- | fosforilada
embdlico isquemia) (marcador de
fase G2)
7 | (Kokaia et | Rata 14 dias 4 veces BrdU 50mg/kg
al. 2006) tMCAO 3 dosis cada 3
120 min horas antes del
sacrificio
8 | (Zhang et | “review” | 7 dias 1,30 BrdU A los 14 dias
al. 2008a) (7dias/2dias) | % de células de la | vuelve a
ZSV en division disminuir

Tabla 3: Tabla resumen de las referencias consultadas sobre estudios realizados en modelos de isquemia

cerebral en rata y los datos de proliferacion post-infarto. Los cambios estan expresados en cocientes

ZSVi/Z5Vc, a no ser que se detalle de otra manera. En los casos en que este cociente no estaba

expresado especificamente en el trabajo, fue calculado a partir de los datos promedio mostrados en él.
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Se decidi6é analizar la regidn de la ZSV (y no del giro dentado del hipocampo
como en (Manganas et al. 2007) ya que es el mayor reservorio de CPNs del cerebro y
son las que migran en caso de infarto (Yamashita et al. 2006). En la busqueda
bibliografica no se incluyeron animales que no fueran roedores ni datos sobre
neurogénesis post-isquemia en el hipocampo. La busqueda solo incluyé datos hasta

2009, momento en que se definid el procedimiento experimental para esta Tesis.

Los resultados analizados muestran diferencias pero, en general, se determina
gue el maximo de proliferacién estd entre los 7 y los 14 dias post-infarto. Para el

procedimiento experimental de esta Tesis se decidié analizar los animales a los 7 dias.

Se decidid utilizar tamafios de infarto grande (oclusién de la ACM durante 90
minutos) ya que el nimero de CPNs en proliferacién en la ZSV se correlaciona

positivamente con el tamafio de infarto(Kokaia et al. 2006).

4.5.1. Diseio experimental ERM in vivo con correlacién inmunohistoquimica

En el estudio de ERM con correlacion inmunohistoquimica se llevd a cabo un
seguimiento de los animales a 1 dia post-isquemia y alrededor del dia correspondiente

al maximo esperado de proliferacion (7 dias) (resumido en la Figura 56).

Todos los animales analizados a 6, 7 y 8 dias tenian una exploracion por
resonancia a 1 dia post isquemia que era utilizada como control interno para
determinar la evolucion de cada animal. También se incluyd un grupo control con ratas

no isquémicas (n=3 en cada punto experimental).

A 1 dia post-isquemia se valoraba el tamafio de infarto y el patrén
espectroscépico para determinar que todos los animales incluidos en el estudio fueran

similares.

Los criterios de inclusién fueron:
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a) Imagen (MRI): animales cuya imagen ponderada en T, a 1 dia post-isquemia

presenten una lesion hiperintensa que incluya zona estriado+ corteza.

b) Espectroscopia (ERM): animales que en el espectro de la zona de infarto a 1 dia

post-isquemia el Lactato+LM2 (1,30 ppm) sea superior en intensidad al NAA (2,02

ppm).

Estos criterios de inclusidn se utilizaron para asegurar una estabilidad a nivel de
volumen de infarto y de patrén espectroscépico entre los distintos grupos a 1 dia post-

isquemia intentando que no hubiera diferencias significativas entre ellos.

| GRUPOS ||  EXPLORACIONES POR RESONANCIA MAGNETICA |
l Dias post isquemia |

- -
no isquémico
|  1dia | edias  7dias  Sdias |

1dia e
6 dias »
post-isquemia -
referencia

7 dias 'Y
post-isquemia
referencla

CIRUGIA

-~

8dias )
post-isquemia
referenda
: ERM

M

A » 2 1 ppm

Volumen Infarto grande . . Lac + LM2 (1,30 ppm)

(estriado+corteza) NAA (2,02 ppm)

Figura 56: Disefio experimental del estudio longitudinal. Se utilizaron animales a 1 dia, 6 dias, 7 dias y 8
dias (n=3 en cada grupo). Los animales analizados en la fase crénica (6-8 dias) tenian un estudio previo
en el punto intermedio de 1 dia que sirvié para comparar y comprobar que todos los grupos estudiados
fueran similares a nivel de tamafio de infarto a 1 dia post-isquemia asi como para evaluar los cambios a

lo largo del tiempo en un mismo anima. Los animales entrados en el estudio cumplian los criterios de

IRM y ERM de inclusidon mostrados en la parte inferior de la figura.
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4.5.2. Diseio experimental correlacion ERM in vivo y ex vivo

Un subgrupo de animales fue utilizado para andlisis espectroscdpico de biopsia
post-sacrificio con FMW mediante HRMAS. Para este fin se destinaron controles no
isquémicos,1 dia post-isquemia y 7 dias post-isquemia como se esquematiza en la
Figura 57. Para diferenciar el grupo sacrificado por FMW de los animales del estudio

longitudinal, a los nombres de los grupos se les afiadié la F (de FMW).

CONTROL DIAS POST-ISQUEMIA
No isquémico -F 1dia-F 7 dias -F

o
L
[+
3
8
g n= n=3
: | Sacrificio FMW |
- Vv
T
< B 3 x 4 muestras 3 x 4 muestras 3 x 4 muestras

5

Figura 57: Disefio experimental del estudio de comparacién del patrén metabdlico in vivo y ex vivo. Los
animales fueron sacrificados mediante la técnica de FMW. Las 4 muestras ex vivo corresponden a las 4

zonas de interés (ver Figura 55): Hemisferio contralateral, ZSV contralateral, ZSV ipsilateral e infarto

4.5.3. Listado de los animales utilizados en el protocolo experimental

El nimero de animales con un infarto adecuado para el protocolo experimental
fue reducido, concretamente fueron un 15% del total como se puede apreciar en la

Figura 58.

El principal punto limitante de la inclusién fue la generacién del modelo
experimental. La causa mas frecuente de exclusion (en un 35% de los casos) fue que la
cirugia realizada no mostraba signos de patologia por imagen ponderada en T, de

infarto a 1 dia post-isquemia.
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Animales incluidos y descartados para el protocolo
experimental mostrado en esta tesis.

Color | N2 de animales | Grupo
INCLUIDOS
34 (15%) Animales incluidos por cumplir criterios.
DESCARTADOS
12 (5%) Uso para puesta a punto de protocolo
37 (16%) Muerte del animal durante el
procedimiento quirurgico
72 (31%) No tiene infarto visible por IRM.
13 (6%) Muerte espontdnea del animal antes de
1 dia post-isquemia.
5(2%) Infarto demasiado grande segun
criterios de inclusion
25 (11%) Infarto demasiado pequefio segin
criterios de inclusion.
3(1%) Error en inmunohistoquimica
22(10%) Sobrepeso
3(1%) Animal mal perfundido.
5(2%) Otros puntos temporales no incluidos en

el estudio final.

TOTAL | 231 (100%)

Figura 58: Grafico donde se muestran los animales incluidos y excluidos en el protocolo experimental asi
como las causas de la exclusién. El nUmero de animales se muestra en valor absoluto y entre paréntesis

el porcentaje relativo de los animales estudiados.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Analisis de la zona de infarto y contralateral

El infarto es un fendmeno que produce cambios fulminantes en el tejido
cerebral. Estos cambios han sido mas analizados en la literatura que los cambios en la
ZSV. Por lo tanto, el andlisis de la zona de infarto puede servir para la validacién de las
estrategias que en el apartado 5.2 se utilizaran para el analisis de las ZSVs. Por este
motivo en este capitulo se analizardn las regiones del infarto con respecto al

hemisferio contralateral.

Los puntos temporales de evolucion del infarto que se analizaran son: control
no isquémico, 1 dia (etapa aguda), 6, 7 y 8 dias post-isquemia (etapa

subaguda/crénica).

5.1.1. Caracterizacion de los cambios morfolégicos y metabdlicos en la zona de

infarto

5.1.1.1.  Anadlisis de las imagenes ponderadas en T,

La imagen por resonancia magnética ponderada en T, permite determinar el
volumen del infarto que se observa como una hiperintensidad. Una de las principales
ventajas de la resonancia magnética es el hecho de poder hacer estudios
longitudinales en un mismo animal, y con ello medir la evolucién en un mismo sujeto

de estudio.

En las imagenes de la Figura 59a se muestra como la lesidn tiene tendencia a
disminuir su tamafio a lo largo del tiempo. En la Figura 59b y su correspondiente Tabla
se puede observar que salvo en el grupo de 1 dia post-isquemia, en que sélo hay una

medida temporal, en los grupos de 6 a 8 dias post-isquemia se observa una
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disminucion del volumen de infarto en el tiempo de aproximadamente un 20-30%
respecto al volumen a 1 dia, concretamente, hasta un promedio de 0,79 %
0,08(p<0,01). En la Figura 59c se muestra también una importante reduccion
significativa del edema entre el punto intermedio a 1 dia y el punto final, lo que

claramente contribuye a la disminucion del volumen de zona andmala observada.

Otro hecho importante a destacar es que no se observan diferencias

significativas entre el volumen de infarto de los distintos grupos a 1 dia post-isquemia.
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a) Imagen de la evolucién del infarto (OFA 127)

Volumen infarto (mm?)

Edema (%)

| 1dia post-isquemia | | 7dias post-isquemia |

330

280~

»
w

130

b) Diagrama de caja de los volimenes de infarto

0,86 » 0,70 » 0,81+

1dia 6 dias 7 dias 8 dias

c) Diagrama de caja del porcentaje de edema

939¢% 026¢ 036

1
-
I

1 dia 6 dias 7 dias 8 dias

U Referencia 1 dia DPunoﬁnal ]

Figura 59: Andlisis del infarto mediante IRM. a) Ejemplo de una imagen ponderada en T, donde se

muestra el alcance del infarto en el modelo animal a 1y 7 dias. b ) Diagrama de caja de los analisis de los

volumenes de infarto en los animales en el control en el punto intermedio (1 dia) representado por las

cajas azules y el punto final (6,7,8 dias) representado por las cajas verdes para grupos de animales

explorados séloadial(l1dia)oadialy6(6dias),1y7 (7 dias)y aly 8 (8 dias). c) Diagrama de caja

de los porcentajes de edema de los mismos animales que en b). Los simbolos * indican cambio

estadisticamente significativo (p<0,05). En los diagramas de caja el limite inferior y superior de la caja

representa el cuartiles 1y 3 de cada distribucidn de datos respectivamente y la franja central el cuartil 2

o mediana. Las barras horizontales inferior y superior muestran la posicion del valor maximo y minimo

de la distribucidn.
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Volumen del infarto (mm?®)

GRUPO PUNTO INTERMEDIO PUNTO FINAL Cociente punto Significacion
1dia 6,7,8 dias final-punto (p <0,05)
(Promedio + SD) (Promedio + SD) intermedio 1 dia
(Promedio + SD)
1 dia 23980 # e e B
6 dias 247+ 78 213+ 70 0,86 + 0,04 0,03*
7 dias 294+ 46 205+ 19 0,70 +£0,05 0,01*
8 dias 249 +42 183+ 41 0,81 +0,07 0,03*
PROMEDIO 258 + 58 201+ 44 0,79 + 0,08 <0,01*

Tabla 4: Tabla de los volimenes de infarto y calculos de valores de cambio (VC) entre punto intermedio
a 1 dia y punto final para cada grupo experimental. Los animales sacrificados a 1 dia post-isquemia solo
tienen un valor ya que no se realizd un seguimiento longitudinal, fue una unica exploracion por
resonancia antes del sacrificio. En la ultima fila, se muestran los resultados promedio. El simbolo # indica
que en este grupo solo hay un punto temporal (ya que fueron sacrificados a 1 dia post isquemia. El
simbolo * indica cambio estadisticamente significativo (p<0,05). Test estadistico aplicado T de Student

pareado.

Para determinar si los volimenes de infarto eran similares a los descritos en la
literatura para este modelo animal y tiempo de oclusidn se realizé una busqueda
bibliografica en la que seleccionaron los articulos que cumplian: 1) mismo modelo
animal que el utilizado en el estudio (rata) y mismo tiempo de oclusion transitoria (90
minutos) , 2) medicién del volumen de infarto mediante imagen ponderada en T,, 3)
Datos de volumenes expresados en mm?, 4) Medicion del volumen de infarto a 1-2 dias
post-isquemia. Solo se incluyeron datos a 1 dia ya que a 6,7 y 8 dias no se encontré

practicamente bibliografia que cumpliera estos requisitos.

En la Tabla 5 se muestran los resultados obtenidos en la bisqueda bibliografica
en los cuales el promedio es de 279 + 114 mm>con lo cual el volumen de infarto
obtenido en nuestros animales a 1 dia post isquemia que es de 258 + 58 mm>no

presenta diferencias significativas con lo cual el modelo seria vélido.
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Referencia Volumen de Mediciéon | Modelo de rata PROMEDIO
infarto (mm®) | por IRM BIBLIOGRAFIA
Promedio * Promedio * SD
SEM
1 (Schmerbach et al. | 401,6+ 29,2 2 dias No especificado
2008)
2 (Lennmyr et al. 126 +75 1dia Sprague Dawley
2003)
279+ 114
3 (Lennmyr et al. 2821106 1 dia Sprague Dawley
2004)
4 | (Dittmar et al. 2003) 305 +25 1dia Wistar

Tabla 5: Tabla de los volumenes de infarto obtenidos de la bibliografia. El valor expresado en la columna
de promedio de la bibliografia esta calculado a partir de los valores promedio de la segunda columna

(sin tener en cuenta SEM).Abreviaturas: SEM= error estandar de la media, SD= desviacidn estandar.

5.1.1.2.  Andlisis del patrén metabdlico por ERM in vivo

Una vez determinado un tamafio de infarto similar a 1 dia post-isquemia,
también se determind que el espectro promedio de la zona de infarto en la referencia

a 1 dia no tuviera diferencias significativas entre los distintos grupos experimentales.

Para ello se analizaron las intensidades relativas promedio de los principales
metabolitos del espectro (que son aquellas para los que las resonancias aparecen
indicadas en los espectros de la Figura 60a) en la referencia a 1 dia post-isquemia para
determinar que los distintos grupos experimentales fueran comparables entre si.
Como se puede observar en la grafico de Figura 60b) Unicamente se determind que en
la resonancia de Lac+LM2 (1,30 ppm) en el Grupo de 6 dias habia un ligero aumento en
sus valores de dia 1 de 1,21 veces (p=0,07) con respecto al Grupo de 1 dia con
tendencia a la significacidn. Con lo cual, de forma general, se puede considerar que el
patron en el punto de referencia a 1 dia era estable en todos los animales que fueron

incluidos en el estudio.
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a) Espectro promedio en el punto de referencia a 1 dia

post-isquemiade la zona de infarto en todos los grupos
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b) Cambios en el metabolito de Lac+LM2 (1,30 ppm) entre
los grupos a 1 dia post-isquemia
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Figura 60: Analisis de la estabilidad del patréon metabdlico de ERM in vivo a 1 dia post-isquemia. a)

Espectros promedio + SD en gris de los grupos de 1,6,7,8 dias en el punto intermedio de 1 dia post-

isquemia. b) Grafica comparativa de la altura normalizada (UL2.) del metabolito de Lac+LM2 (1,30 ppm)

entre los distintos grupos donde se aprecia el cociente del cambio entre el grupo de 1y 6 dias. Ver Tabla

2

Tabla 2 (pag.59) para las asignaciones de las principales resonancias. El simbolo (™) indica tendencia a la

significacion (0,05<p<0,10). Test estadistico aplicado: ANOVA.
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Una vez determinado que a 1 dia post-isquemia los volimenes de infarto y los
espectros en la zona de infarto eran similares, con lo cual cumplia los criterios de
inclusion, se procedié a analizar las variaciones entre los distintos grupos a 1,6,7,8 dias

post-isquemia.

5.1.1.3. Andlisis de la variacion metabdlica debida al infarto en los distintos grupos

in vivo

La disposicidon de los volumenes de interés fueron en la zona de infarto y de
forma homodloga en el hemisferio contralateral tal y como se muestra en la Figura 61,
estas zonas serdn definidas de forma general como zona de la arteria cerebral media

(ACM).

HEMISFERIO INFARTO
CONTRALATERAL

Figura 61: Esquema de colocacién de los voxels 4,5 x 2 x 2 mm sobre la imagen RM ponderada en

T,para la realizacién de estudios ERM in vivo para determinar los cambios en el territorio de la ACM.

Con los animales seleccionados para el estudio se procedié a determinar cuales

eran los cambios metabdlicos detectables por ERM debidos al infarto.

En el caso de la lesién por infarto se determinaron los cambios para cada grupo
determinando el valor de cambio entre la zona de infarto respecto al hemisferio

contralateral.
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En los espectros en la Figura 62, en las graficas de la Figura 63 o en los valores
de cambio de la Tabla 6 se observan cambios significativos en todos los metabolitos
analizados normalizados mediante UL2.n. De forma general los metabolitos que
disminuyen con el infarto son colina total (TCho; 3,21 ppm), creatina total (TCr; 3,03
ppm) y N-acetilaspartato (NAA; 2,02 ppm) mientras que los metabolitos en los que se
produce un aumento son en los lipidos méviles apoptdticos (LMap; 2,80 ppm), Lactato

con lipidos maoviles 2 (Lac+LM2; 1,30 ppm) y lipidos méviles 1 (LM1; 0,90 ppm).

Seguidamente se analizardn los resultados para cada resonancia con mas

detalle:

Colina total (TCho, 3,21 ppm): Para esta resonancia cabe destacar que, de forma
contraria a lo esperado, en el caso de los animales control no isquémicos existen
diferencias significativas entre ambos hemisferios (hecho que no se da para ningun
otro metabolito), concretamente, un cambio de 1,28 veces (p=0,05). A pesar de esta
mayor variabilidad, que puede ser debida a que la posiciéon de los véxels no era
simétricamente perfecta y podia incluir alguna region distinta, en presencia de infarto
la situacidn es la opuesta y la TCho disminuye de forma generalizada. Esta disminucién
es mas pronunciada en el caso de 1 y 6 dias post-infarto, con una disminucion a la
mitad (p=0,01) y a los 7 y 8 dias que se modera es alrededor de un 0,70veces la inicial
siendo significativa la disminucién (p=0,01) en el grupo de 8 dias. A los 7 dias, los
cambios no son significativos ya que existe una mayor variabilidad en la TCho de la

zona infartada.

Creatina total (TCr; 3,03 ppm): Esta resonancia disminuye de forma claramente
significativa (p<0,01) en todos los grupos en la zona de infarto. En el caso de 1 dia post-
isqguemia el cambio es a la mitad y en los grupos de 6, 7 y 8 dias incluso hay mas
disminucion respecto al hemisferio contralateral aproximadamente, a una tercera
parte. En este caso, en el control no isquémico, no existen diferencias significativas

entre ambos hemisferios.

Lipidos moéviles apoptoéticos (LMap; 2,80 ppm): Esta resonancia, aparece como una

sefial prominente en los espectros de la zona de infarto a 6, 7 y 8 dias (Figura 62)
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aunque a 1 dia ya se observan cambios en esa zona del espectro aunque no son

significativos Tabla 6.

Al hacer el andlisis por intensidades de todos los metabolitos este es el que presenta
mayores cambios porcentuales. Concretamente un promedio de 3,84 veces a los 6
dias, 6,65 veces a los 7 dias y 8,50 veces a los 8 dias. De todos modos, aunque sea el
menor cambio porcentual, Unicamente es significativo en el grupo de 6 dias post-
isquemia (p=0,01), ya que en el grupo de 7 y 8 dias la variabilidad de los valores de
intensidades en la zona de infarto es elevada con lo que el cambio entre la zona de
infarto y contralateral, aunque sea evidente (Figura 63) no llega a la significacion

estadistica.

N-acetilaspartato (NAA; 2,02 ppm): Igual que en el caso de la TCr, el NAA disminuye de
forma significativa en todos los grupos, sin excepcion (p<0,01). En el grupode 1,6y 7
dias post-isquemia la reducciéon se mantiene constante, llegando al 0,40, mientras que
en el grupo de 8 dias post-isquemia parece que la reduccidon sea menor y es de

aproximadamente la mitad, concretamente 0,55 (p=0,01).

Lactato + Lipidos maviles 2 (Lac+LM2; 1,30 ppm): Esta resonancia, en la literatura esta
asociada que clasicamente al lactato Unicamente, corresponde a la superposicién de 2
resonancias provenientes de lactato y lipidos moviles, correspondiente en el caso de
los lipidos a su grupo metileno. Aunque ambas sefiales estén préximas en el espectro,
tienen significado biolégico muy distinto. En el caso de la zona de infarto ésta es la
resonancia con mayor intensidad de todo el espectro aunque el aumento que se
observa en dicha resonancia no se puede atribuir exclusivamente a uno de los dos
metabolitos sin un post-procesamiento adicional. Aun asi, a excepcién del grupo de 7
dias que presenta mayor variabilidad (como en los casos de otros metabolitos) los
cambios son notables desde 1 dia post-isquemia, en que tiene un cambio del doble
(p<0,01) con respecto al hemisferio contralateral, a 6 dias en que hay un aumento de 4
veces (p=0,02) y a 7 y 8 dias en que el cambio es de practicamente 6 veces aunque
Unicamente es estadisticamente significativo a los 8 dias post isquemia (p=0,04). Una
manera de separar la contribucién de ambas resonancias al patrdén in vivo es utilizando

tiempos de eco largo (TE=136 ms) (ver también resultados ex vivo, seccion 5.1.1.5)
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aunque la sensibilidad del espectro es muy inferior a la del espectro a TE corto (TE=12

ms).

Lipidos méviles 1 (0,90 ppm): Esta resonancia corresponde principalmente al metilo de
acidos grasos de lipidos maviles. Esta relacionado por lo tanto con la sefial de LM2 que
se detecta a 1,30 ppm. En la seial de LM1 se observa cdmo hay cambios significativos
a partir de los 6 dias post-isquemia siendo significativos a 6 y 8 dias post-isquemia, en
el caso de 6 y 7 dias alrededor del doble, y en el caso de 8 dias del cuadruplo (p=0,05).
Con esta informacion se podria deducir que, aplicado al andlisis de las resonancias de
Lac + LM2, a 1 dia, probablemente el aumento en las resonancia seria debida mas a los

LM2a 1,30 ppm que al lactato.
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Figura 62: Espectros promedio +SD (sombreado en gris) de ERM in vivo de la zona de la arteria cerebral

media (ACM) para cada grupo experimental normalizados a UL2.: control no isquémico (azul), 1 dia

(rojo), 6 dias (verde), 7 dias (negro) y 8 dias (lila) post-isquemia. Cada espectro promedio corresponde a

n=3. (ver
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Tabla 2 para las asignaciones de las abreviaturas). Los cambios entre la zona de infarto y el H.
contralateral se indican con el simbolo * si tienen significacién estadistica (p<0,05) y con el simbolo ™ s

tienen tendencia a la significacién (0,05<p<0,10). Test estadistico aplicado: T de Student.

Cambios en las resonancias de la zona ACM a
diferentes dias
a) TCho (3,21 ppm) b) TCr (3,03ppm)
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Figura 63: Graficas promedio + SD de las alturas normalizadas a UL2. de las resonancias de ERM in vivo
de la zona de la ACM para cada grupo experimental (control, 1 dia, 6 dias, 7 dias y 8 dias post-
isquemia).Cada valor promedio corresponde a n=3. Sobre las barras horizontales se indican los valores
de cambio (VC) entre el infarto y el H.contralateral. Los VC con significacion estadistica se indican con el

simbolo *(p<0,05) vy si tienen tendencia a la significacion con el simbolo ™~ (0,05<p<0,10). Test

estadistico aplicado: T de Student.
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VC entre infarto y H.contralateral
RESO. GRUPO VC Sig. RESO. GRUPO VC Sig.
Control | 1,28 +0,18 | 0,05 Control | 1,06%+0,14 | 0,63
TCho 1 dias 0,52+0,10 |0,01* NAA 1 dias 0,35+0,05 |<0,01*
(3,21 6 dias 0,5310,14 0,01 * (2,02 6 dias 0,41+0,08 | <0,01*
ppm) 7 dias 0,72+0,39 | 0,20 ppm) 7 dias 0,39+0,16 | <0,01*
8 dias 0,79+0,06 | 0,01* 8 dias 0,55+0,12 | 0,01 *
Control | 1,15+0,18 | 0,33 Control | 1,11 40,19 | 0,51
TCr 1 dias 0,48 +0,13 <0,01* rac 1 dias 1,99 +0,47 | <0,01*%*
(3,03 6 dias 0,33+0,11 | 0,01 * w2 6 dias 3,90+0,70 | 0,02 *
ppm) | 7dias | 0,29#0,12 | <0,01* 1301 dias | 56442,89 |0,11
8 dias 0,34 +0,08 |<0,01* Ppm) 8 dias 5,93+1,64 | 0,04 *
Control | 1,45+0,39 | 0,30 Control | 1,12 +0,24 | 0,58
LMap 1 dias 2,69+2,55 | 0,20 LM1 1 dias 0,85+0,04 | 0,22
(2,80 6 dias 3,84+1,05 | 0,01* (0,90 6 dias 1,94+0,43 |0,01*
ppm) 7 dias 6,65+5,12 | 0,18 ppm) 7 dias 2,54 +1,64 | 0,24
8 dias 8,50+3,67 | 0,07~ 8 dias 3,68 +0,48 | 0,05 *

Tabla 6: VC promedio + SD entre infarto y H.contralateral obtenido a partir de las alturas normalizadas a

UL2cde las principales resonancias analizadas para cada grupo. Cada valor promedio corresponde a n=3.

Los VC con significacion estadistica se indican con el simbolo *(p<0,05) vy si tienen tendencia a la

significacion con el simbolo ™~ (0,05<p<0,10). Test estadistico aplicado: T de Student.

5.1.1.4.

Andlisis de la variacion metabdlica entre la referencia a 1 dia post-isquemia

y punto final

En el apartado anterior se han mostrado los cambios entre la zona de infarto

comparada con el hemisferio contralateral, que corresponde a tejido sano, entre los

cuales se observan diferencias en practicamente todas las resonancias analizadas.
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Sin embargo una de las principales ventajas de la resonancia magnética no
invasiva es poder hacer un estudio longitudinal en un mismo sujeto. En nuestro caso
todos los animales de los grupos en etapa subaguda/crénica (6-8 dias) fueron
analizados por ERM en un punto intermedio(a 1 dia post-isquemia). Esto permite tener
informacidn sobre la evolucidn del infarto en el tiempo para un mismo sujeto y calcular
los valores de cambio en cada animal (entre el dia 1 post-isquemia y el dia de punto
final) (Tabla 7). En los espectros de la Figura 64 y los graficos de la Figura 65se

muestran valores promedio para dar una idea de los principales cambios.

El principal interés de este andlisis es determinar cuadles son los cambios
detectables por RMN de la etapa subaguda/créonica que puedan ser potenciales
biomarcadores metabdlicos de la evolucién del infarto una vez ya se han producido

supuestamente los mayores cambios (etapa aguda inicial).

En los resultados de este andlisis de valores de cambio entre el patrén a 1 dia
post-isquemia y a tiempos mas largos se puede apreciar que en la mayoria de

resonancias no hay cambios significativos entre ambos puntos temporales.

Las Unicas resonancias que cambian de forma significativa entre la etapa aguda

y la etapa crénica en la zona de infarto son LMap (2,80 ppm) y LM1 (0,90 ppm).

Cabe destacar que en ambos casos el cambio significativo se produce en los
grupos de 6 y 8 dias post-isquemia, no asi en el grupo de 7 dias post-isquemia, debido

a las elevadas SD del grupo de 7 dias.

En los LMap (2,80 ppm) es donde se produce el mayor cambio, concretamente,
en el grupo de 6 dias post-isquemia se produce un aumento de 3,84 + 0,64veces (p =
0,03) y en el grupo de 8 dias post-isquemia aumenta 7,79 * 3,75veces (p = 0,07)que
aungue el cambio es grande, debido a una elevada SD Unicamente muestra tendencia
a la significacién. Sin embargo ello parece indicar que los LMap evolucionan en forma

de aumento en la etapa crénica.

En el caso de los LM1 (0,9 ppm) también se muestra esta evolucidon en

aumento de los 6 a los 8 dias de forma significativa aunque en este caso el aumento es
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de aproximadamente 2 veces (p= 0,04) a los 6 dias, y 4,5 veces (p=0,01) a los 8 dias

post-isquemia.

Por lo tanto, las Unicas variaciones que hay a lo largo del tiempo entre 1 diay la
etapa crénica (6, 7, 8 dias) en los infartos de las ratas son en moléculas que
corresponden a lipidos, concretamente a unos acidos grasos poliinsaturados (PUFAs)en
el caso de LMap (2,80ppm) y la resonancia de los metilos de los LM1 (0,90 ppm) que

pueden corresponder al aumento de los mismos PUFAs.

En el caso de la resonancia de Lac + LM2 (1,30 ppm), aunque también tiene
contribucidn lipidica del metileno de los LM2, no se aprecian diferencias significativas
entre 1 dia y el punto final, aunque el contenido lipidico pueda verse afectado, las
variaciones simultdneas en el lactato a lo largo del tiempo (ver también apartado
5.1.1.6.2) impiden constatar diferencias. Unicamente en el grupo de 6 dias muestra un

aumento 1,14 £ 0,24 con tendencia la significacion (p=0,09).

Contrariamente a lo esperado, en el hemisferio contralateral (que se considera
un control) hay algunos cambios significativos. A pesar de no ser grandes cambios
pueden indicar que hay cierto nivel de variabilidad en el analisis. Concretamente los
cambios en el hemisferio contralateral son en la TCr (3,03 ppm) a 6 dias de 1,13 £ 0,04

(p=0,02), en el NAA (2,02 ppm) a 7 dias de 1,10 + 0,02 (p=0,02).

Estos cambios menores en el hemisferio contralateral sin justificaciéon clara
hacen que para el andlisis global en este casos sélo los cambios mas relevantes en la
zona de infarto puedan ser tomados en consideracién, como serian los LMap (2,8 ppm)
y los LM1 (0,90 ppm) que son de una magnitud superior a 2 mientras que el cambio
con tendencia a la significacion de los LM2 y también uno con tendencia a la
significacién en la TCho (3,21 ppm) a 8 dias pudieran ser parte de esta “variabilidad

basal” antes mencionada.
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Figura 64: Espectros promedio +SD (sombreado en gris) de ERM in vivo de la evolucién de la zona del

infarto y del H.contralateral entre la referencia a 1 dia (rojo), y el punto final: 6 dias (verde), 7 dias

(negro) y 8 dias (lila) post-isquemia. Cada espectro promedio corresponde a n=3. (ver

Tabla 2 para las asignaciones de las abreviaturas). Los cambios entre la referencia a 1 dia y el punto final

se indican con el simbolo * si tienen significacion estadistica (p<0,05) y con el simbolo ~

tendencia a la significacion (0,05<p<0,10). Test estadistico aplicado: T de Student pareado.
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Figura 65: Graficas promedio * SD de las alturas normalizadas a UL2. de las resonancias de ERM in vivo

del infarto y el hemisferio contralateral entre la referencia 1 dia (gris) y el punto final para cada grupo

experimental: 6 dias (verde), 7 dias (negro) y 8 dias (lila). Cada valor promedio corresponde a n=3. Sobre

las barras horizontales discontinuas se indican los valores de cambio (VC) entre la referencia a 1 dia y el

punto final. Los VC con significacién estadistica se indican con el simbolo *(p<0,05) y con el simbolo ~

tienen tendencia a la significacion (0,05<p<0,10) Test estadistico aplicado: T de Student pareado.
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VC de los metabolitos entre referencia a 1 dia y punto final

RESONANCIA | GRUPO | H.contralateral Significacion Infarto Significacion
(Prom £ SD) (p <0,05) (Prom £ SD) (p <0,05)

TCho 6 dias 1,24 £0,22 0,15 1,26 £ 0,15 0,13
(3,21 ppm) 7 dias 1,03 £0,23 0,97 1,65+0,28 0,50

8 dias 1,03+0,10 0,75 1,68 £ 0,53 0,09 ~
TCr 6 dias 1,13+0,04 0,02 * 0,80+ 0,05 0,08~
(3,03 ppm) 7 dias 1,03+£0,18 0,82 0,76 £0,30 0,23

8 dias 0,99 + 0,09 0,82 1,11+0,88 0,73
LMap 6 dias 0,91+0,28 0,60 3,84+0,64 0,03 *
(2,80 ppm) 7 dias 0,68 +0,25 0,18 4,14 + 4,15 0,25

8 dias 0,77 £0,44 0,39 7,79 £3,75 0,07~
NAA 6 dias 1,07 £ 0,08 0,21 1,17£0,18 0,20
(2,02 ppm) 7 dias 1,10 £ 0,02 0,02* 1,47 £1,02 0,58

8 dias 0,91+0,06 0,13 1,61+1,04 0,15
Lac+LM?2 6 dias 0,96 + 0,07 0,43 1,14+£0,24 0,09~
(1,30 ppm) 7 dias 0,87 +0,36 0,42 1,99+1,51 0,34

8 dias 1,04 £ 0,09 0,48 3,64+191 0,22
Lm1 6 dias 0,98 +0,16 0,80 2,05+0,36 0,04 *
(0,90 ppm) 7 dias 1,04 +0,12 0,68 3,17+ 2,69 0,29

8 dias 0,96 + 0,04 0,21 4,42 +1,99 0,05 *

Tabla 7: VC promedio * SD entre referencia a 1 dia y punto final obtenido a partir de las alturas
normalizadas a UL2. de las principales resonancias de ERM in vivo analizadas del H.contralateral y del

infarto. Cada valor promedio corresponde a n=3. Los VC con significacién estadistica se indican con el
simbolo *(p<0,05) y si tienen tendencia a la significacion con el simbolo ™~ (0,05<p<0,10). Test

estadistico aplicado: T de Student pareado.
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Para determinar con mads precision algunos de estos cambios in vivo se
procedié a caracterizar los cambios con la técnica de HRMAS a alta resolucion de

biopsias de tejido.

5.1.1.5.  Andlisis del patrén metabolémico por HRMAS ex vivo

Como se comentd en la secciéonl.6.5.1 la técnica de HRMAS permite una mayor
resolucién espectroscépica debido a las caracteristicas de la propia técnica asi como a
la posibilidad de trabajar a mayor campo magnético, aunque requiere el uso de

biopsias, y por lo tanto, ex vivo.

Para la obtencién de muestras para el analisis ex vivo se utilizé un subgrupo de
animales no isquémicos-F (n=3), a 1 dia-F (n=3) y a 7 dias-F (n=3) post-isquemia, que

se sacrificaron utilizando la técnica de la irradiacion por FMW (-F).

En este subgrupo de animales el volumen de infarto a 1 dia fue de 198+

116mm’y en el grupo de 7 dias de 213 + 110 mm®.

Todos los animales fueron sometidos a exploraciones de ERM in vivo antes del
sacrifico para poder establecer comparaciones entre ambos patrones

espectroscépicos, in vivo y ex vivo.

5.1.1.5.1. Validacion de la técnica

Para poner a punto la técnica, en cuanto a la preservacion del patrén
metaboldmico ex vivo, se determind mediante la evaluacién del cociente PCr/Cr
(3,95/3,93 ppm)que deberia ser similar lo descrito in vivo. Ya que en los espectros
obtenidos para los animales investigados in vivo a 7 Teslas no se puede diferenciar la
PCr de la Cr, se llevé a cabo una busqueda bibliografica de articulos donde indicaban
cocientes PCr/Cr o datos de concentraciones individuales que los permitieran calcular.
Para intentar minimizar la variabilidad que pudiera haber entre los trabajos
encontrados y nuestros experimentos, solo se seleccionaron resultados de los trabajos

que cumplieron las siguientes caracteristicas: 1) ratas sanas (ya que no se ha
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encontrado ningun articulo con ratas isquémicas) y 2) datos de PCr/Cr provenientes de
ERM, ya que las cuantificaciones por otras metodologias también son post-mortem y

pueden tener la variabilidad intrinseca causada por la técnica de sacrificio escogida (

Tabla 8).
Referencia Cociente Medida Técnica Rata PROMEDIO
PCr/Cr
1 (Pfeuffer et al. 0,83 Concentracion ERM Sprague
1999)# in vivo Dawley
2 (Lei et al. 2009) 0,910,1 Concentracion ERM
in vivo Sprague 0,89 + 0,05
Dawley
3 (Tkac et al. 0,93 Concentracion ERM Fischer
2001)# in vivo
4 (Detour et al. 0,30 Concentraciones | HRMAS Wistar
2011) calculadas ex vivo
respecto a
phantom de Lac.

Tabla 8: Tabla resumen de articulos que han determinado los valores de PCr y Cr mediante técnicas de
ERM. Los datos corresponden a ERM in vivo a excepcidén del articulo 4 (marcado en gris) que da
informacion sobre el cociente PCr/Cr en espectros de HRMAS de rata sana sacrificada con la
metodologia de irradiaciéon FMW. El simbolo (#) indica que no daban informacién sobre el cociente de
interés y fue calculado a partir de los valores de metabolitos promedio que ofrecian en el trabajo. En el
articulo 4, las “concentraciones calculadas respecto a phantom de Lac” significa que el phantom
contenia una concentracion conocida de Lac a partir de la cual se infirid la cuantificacion del Lac de las
biopsias. Sin embargo, al ser el cociente significativamente distinto (segun el test de Grubbs) al cociente
de la literatura in vivo, no se tuvo en cuenta para calcular el promedio que se muestra en la dltima

columna.

Para la comparaciéon de los resultados obtenidos en nuestro estudio, ya que

tanto el metabolito de la PCr como el de la Cr son singuletes y permiten una
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integracion relativamente sencilla se hizo un calculo del cociente PCr/Cr en areas, en
lugar de intensidades normalizadas, ya que asi es mas similar a los datos in vivo que
obtienen las concentraciones a partir de las areas de los metabolitos que contribuyen a

las resonancias detectadas.

Para el calculo del cociente PCr/Cr de los espectros de los animales sacrificados
por FMW se hizo el promedio de 12 muestras correspondientes a la zona del territorio
de la ACM en los animales sanos y las zonas del hemisferio contralateral en los casos
de infarto. Nuestros resultados en HRMAS muestran un cociente PCr/Cr (3,95/3,93
ppm) de 0,69 + 0,13(Figura 66).Comparado con el promedio de valores obtenido en la
literatura 0,89 + 0,05 el cociente es un 22% inferior (p=0,02). Por otro lado el cociente
es superior al del trabajo de Detour y colaboradores (Detour et al. 2011)determinado
en la Tabla 8 en el que utilizaron esta misma metodologia de sacrificio por FMW y
posterior HRMAS para el analisis a campo alto de cerebro biopsias de cerebro de rata

sana.

Las diferencias entre nuestros resultados y los de in vivo hallados en la
literatura (Tabla 8) pueden ser debidas a que los resultados que son extraidos de
literatura in vivo en algunos casos utilizan técnicas de ajustes durante el post-
procesamiento para calcular las concentraciones y esto podria estar causando un sesgo
en estos valores en caso de no ser correctas las suposiciones en que dichos ajustes se

basen.

De todos modos, a pesar de que el cociente PCr/Cr de los animales sacrificados
con FMW es inferior al de in vivo determinado en la literatura, como el fallo energético
por la caida de ATP no sucede hasta que no se agotan las reservas de PCr que permiten
mantener la homeostasis energética mediante el sistema Cr-PCr/CK/ATP (Rambo et al.
2013) el hecho de detectar un cociente PCr/Cr (Figura 66) muy parecido al in vivo en
las biopsias analizadas por HRMAS permite considerar que en el momento del
sacrificio las reservas de ATP del animal estaban cubiertas y que el metabolismo fue
detenido por FMW antes de que pudiera verse afectado el metabolismo energético y

se produjeran afectaciones significativas del resto del patrén metabdlico del tejido
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investigado debidas a la isquemia post-mortem. Por este motivo los resultados

obtenidos por HRMAS se consideran equivalentes a los de in vivo.

a) b) Cr

PCr Cr

| |

4 3 2 1 3,95 3,93

Figura 66: Valoracion de la detencidon del metabolismo en biopsias de tejido analizadas por HRMAS a)
Espectro promedio de las regiones hemisferio contralateral de los animales control (2 hemisferios) y del
hemisferio contralateral a 1 dia y 7 dias post-infarto (n=12). El cuadro rojo indica la regién donde
aparece en el espectro el cociente PCr/Cr determinado. En b) se amplia la region del cuadrado rojo y se

muestra la region de la PCr/Cr del espectro con la SD en sombreado azul.

5.1.1.6. Espectroscopia HRMAS del territorio de la ACM

En la Figura 67 se puede observar el espectro promedio (sin SD) obtenido por HRMAS
para los 3 grupos. Se representan las 2 secuencias: la de pulso-adquisicidon, que
permite determinar las resonancias de todos los metabolitos y la de Standard Hahn
spin echo (TE=136), en la que no parecen los metabolitos con un TE corto y el Lac y

otras resonancias aparecen invertidas.

Un hecho a tener en consideracion es que en este trabajo sélo se han analizado
por HRMAS ex vivo metabolitos que también son detectables in vivo claramente sin
post-procesamiento adicional, ya que el objetivo del trabajo era determinar si los
cambios detectados por HRMAS eran similares a los observados en el patrdn espectral

in vivo. Sin embargo, en HRMAS al tener mayor resolucion y mejor SNR se podrian
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analizar en un trabajo futuro un mayor nimero de metabolitos mediante esta técnica
que utilizando ERM in vivo. Un hecho a destacar en los espectros ex vivo analizados
por HRMAS mediante la secuencia de pulso-adquisicion, tal y como se puede apreciar
en la Figura 67, es que incluso en los animales no isquémicos la sefial de LM a 1,30 y

0,90 es mucho mas intensa que in vivo (Figura 62).

Esto es debido a que la velocidad de giro implicita en la técnica (3000 Hz)
produce una mayor movilizacién los LM lipidos en la muestra con lo que su deteccién
es mayor por resonancia magnética y pueden no corresponderse con las sefiales
detectadas in vivo que no tienen dicha movilidad. Por lo tanto la técnica de HRMAS nos
permitiria detectar cambios no visibles in vivo. De forma similar ocurre con la
resonancia de las sustancias que contribuyen a la TCho que en la secuencia pulso-

adquisicion se convierte en la resonancia mds prominente del espectro.

Los resultados del analisis de los valores de cambio entre la zona de infarto y la
zona contralateral en el analisis por HRMAS es similar al de in vivo. En el caso de los
controles-F no isquémicos no hay diferencias significativas entre los 2 hemisferios,
mientras que a 1 y 7 dias-F hay diferencias en la mayoria de metabolitos analizados

gue son los que aparecen referenciados

A continuacion se detallan los resultados del andlisis de metabolitos que se
consideran de interés para detectar cambios debidos al infarto se desarrollaran en los

apartados siguientes.
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Figura 67: Espectros promedio +SD (sombreado en gris) de HRMAS ex vivo de la zona de la ACM para
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cada grupo experimental normalizados a UL2: control-F no isquémico (azul), 1 dia -F (rojo)

(negro) post-isquemia. Cada espectro promedio corresponde a n=3 (ver Tabla 2 para las asignaciones de

las abreviaturas). Los cambios entre la zona de infarto y el H. contralateral se indican con el simbolo * si

tienen significacion estadistica (p<0,05). Test estadistico aplicado: T de Student
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5.1.1.6.1. Lipidos mdviles apoptdticos

En la Figura 67 se pueden observar los cambios que se producen en la zona de
Asp+NAA. En los espectros de mejor resolucién ex vivo se pueden apreciar 4
resonancias (2,82 ppm, 2,78 ppm; 2,66 ppm y 2,62 ppm). Las resonancias
correspondientes a 2,66 ppm y 2,62 ppm son mas intensas y se corresponden con el

aspartato que se encuentra formando parte del NAA.

A 7 dias post-isquemia se observa en el infarto un aumento de la resonancia
gue se ha atribuido a LMap (2,80 ppm). Esta resonancia se situaria solapada con la
posicion del Asp (2,82 y 2,78 ppm). El motivo por el cual se considera que esta
resonancia no corresponde a un aumento de Asp, es porque a 1 dia post-isquemia se
detecta una disminucién generalizada de todos los aspartatos que se confunden con la

base del espectro (el ruido) en las condiciones de adquisicidn.

De todos modos, para un correcto analisis de la zona correspondiente a la zona
de los aspartatos y LMap se llevd a cabo un ensayo in vitro de determinacion de las
seflales correspondientes al acido aspartico para determinar sus resonancias en
HRMAS utilizando la secuencia de pulso y adquisicion y Spin echo para poder
determinar su modulacidn, es decir, que utilizando secuencias con TE largos el pulso de

180° no reenfocard la sefial, y aparece invertido en el espectro.(Lange et al. 2006).

Para ello se utilizd un phantom que contenia una disolucion de acido aspartico
y creatina en agua deuterada a pH*(medida del pHmetro sin corregir por el efecto del
deuterio en la medida del pH) 7.0. El N-CH;5 de la creatina (3,03 ppm) se utilizé6 como

referencia de desplazamiento quimico (Figura 68).
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Phantom in vitro de acido aspartico con Creatina
1,. Secuencia pulso-adquisicion
{. Secuencia spin-echo (TE=136ms)

[|«— Cr L_l.',o,ea_ds.bﬁs_tdglsfmtc_'!9._.
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Figura 68: Disolucion de acido aspartico con creatina donde se superponen la solucidon analizada
mediante secuencia de pulso-adquisicién (azul) y secuencia Spin echo (rojo) junto con la linea de base
(negro). Se muestra una ampliacidn de la region de 2,75 a 3,1 ppm correspondientes al grupo B-CH, del

Asp. La apodizacion es de 0,5 Hz. La Cr se introdujo como referencia de desplazamiento quimico.

En los resultados obtenidos in vitro (Figura 68) en la secuencia de pulso-adquisicion se
puede observar como el B-CH,del Asp es un doblete de pseudocuarteto con
resonancias centradas a 2,90ppm mientras que con la secuencia Standard Hahn spin

echo se produce una modulacién parcial de la fase de estas resonancias.

Una diferencia a mencionar es que en la muestra de tejido de HRMAS (Figura
69) las resonancias del Asp estan centradas en 2,80 ppm y no a 2,90 ppm. Estas
diferencias en el desplazamiento quimico son debidas a que las resonancias del Asp
son dependientes de pH y las diferencias que pueda haber entre el pH de la muestra

de tejido y la disolucién del phantom pueden ser las responsables de este cambio.

En la Figura 69 se muestran los espectros de la regidén correspondiente a los
cambios que se producen en la zona Asp + NAA (entre 2,40 y 3,00 ppm) con el tiempo
post-infarto. En los espectros in vivo no se pueden apreciar las resonancias bien
resueltas. En los espectros de pulso-adquisicién se puede comprobar cémo ex vivo por
HRMAS se detectan las sefales correspondientes a los Asp (centradas en la regién de

2,80) en rata control y también en los hemisferios contralaterales de las ratas con
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isquemia. Son sefiales poco intensas (indicadas como Asp). De forma contigua a estas
sefiales, hay otras mas intensas, que también corresponderian a Asp pero son los del
N-acetilaspartato (indicadas como NAA), que tiene resonancias a 2,62y 2,66 ppm. Estas

varian a dia 1y 7 post-isquemia de forma distinta a como lo hacen los Asp.

Ahora bien, para determinar que la resonancia que aparece a los 7 dias en la
zona de infarto corresponde a LMap y no a Asp es necesario el andlisis de la secuencia
Spin echo. En la Figura 69 se puede determinar que los Asp de tejido sano se invierten
de forma parcial, incluso en el tejido infartado a 1 dia post-isquemia se observa esta
modulacion, mientras que a 7 dias en la zona de infarto no se invierten las resonancias,

por lo que el compuesto que se esta observando es distinto a los Asp.

Este anadlisis de la secuencia Spin echo, junto con la bibliografia existente al
respecto (Griffin et al. 2003) correspondiente a la deteccién de PUFA que aparecen en
esta zona, de manera asociada a procesos apoptdticos, hizo que se identificara esta
sefial a dia 7 post-isquemia como correspondiente a lipidos modviles apoptédticos

(LMap) de tipo PUFA.

Por lo tanto, en este apartado cabe resaltar: 1) Cuando se mencionan cambios
en el valor de LMap comparando con controles o tiempos precoces post-infarto (fase
aguda) verdaderamente se esta estableciendo una relacién entre las senales de Asp
basal presentes inicialmente y LMap que aparecen en un estadio mas tardio de la
evolucidn del infarto. Con lo cual, se subestima ligeramente el aumento de los LMap y
2) La SNR que se obtiene con la espectroscopia in vivo, sobretodo en el caso del
espectro correspondiente a tejido sano, conlleva trabajar a un nivel muy similar al del
ruido para las sefiales basales de Asp con lo cual, al calcular cocientes referenciados a
ese valor, se podria estar incurriendo en una infra o sobrevaloracion de dicho cociente
a la hora de valorar los cambios producidos por el infarto. A pesar de esto,
especialmente in vivo, tal y como se puede determinar mediante la linea discontinua
en la Figura 69 la contribucién de los aspartatos es practicamente despreciable y por lo
tanto al calcular el cociente de LMap entre infarto y hemisferio contralateral se

considera aceptable.
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En la Figura 69 la sefial de LMap a 2,80 ppm es facilmente detectable en etapas

tardias del infarto tanto in vivo como ex vivo. En la Figura 70 y en la

Tabla 9 se determinan numéricamente estos cambios: concretamente, a 7 dias post-
isquemia in vivo el aumento es notable (6,11 + 4,53) aunque no haya significacion
estadistica debido a una elevada SD. Mientras que las mismas muestras analizadas por
HRMAS, que tiene una mayor SNR, muestran un aumento significativo a los 7 dias de

3,95 + 0,80 (p<0,01).

Ampliacién de la regién de los LMap (2,60-2,90 ppm)l
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Figura 69: Ampliacion de la regidn entre 2,40 ppm y 3,00 ppm que corresponde a la zona de los LMap
(2,80 ppm) tanto para ERM in vivo como para HRMAS ex vivo (secuencia de pulso y adquisicién y Spin
Echo). Se superponen en color oscuro el espectro correspondiente a la zona de infarto y en color claro el
del H. contralateral. El color corresponde a rata control-F (azul), rata 1 dia-F (rojo) y rata 7 dias-F (negro).
Para la representacion grafica se ha utilizado un espectro de un Unico animal. Sin embargo para
determinar los cambios estadisticamente significativos, representados por el simbolo * (p< 0,05) se han

calculado a partir de la n=3 de cada grupo. Test estadistico aplicado: T de Student.
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Figura 70: Gréficas promedio + SD para la resonancia de LMap (2,80) de las alturas normalizadas a UL2¢

en el caso de la ERM in vivo y normalizadas a UL2 en el caso del HRMAS para cada grupo experimental

(control-F, 1 dia-F, 7 dias-F post-isquemia).Cada valor promedio corresponde a n=3. Sobre las barras

horizontales continuas se indican los VC entre el infarto y el H.contralateral. Sobre las barras

horizontales discontinuas los valores de cambio temporales (VCT) que corresponden a diferencias entre

los grupos a distintos dias. Los cambios con significacién estadistica se indican con el simbolo *(p<0,05)

Test estadistico aplicado para los valores de VC: T de Student, test estadistico aplicado para los valores

de VCT: ANOVA.

VC de los LMap (2,80 ppm) entre infarto y H.contralateral
VC in vivo Significacion VC ex vivo Significacion
GRUPO
(Promedio + SD) (p < 0,05) (Promedio % SD) (p <0,05)
Control 0,84 +£0,31 0,37 1,10+ 0,44 0,74
1 dia 1,35+1,00 0,54 0,85 + 0,07 0,54
7 dias 6,11 +4,53 0,17 3,95+0,80 <0,01*

Tabla 9: VC promedio #SD entre la zona de infarto y contralateral para la resonancia de LMap (2,80

ppm) tanto por ERM in vivo como por HRMAS ex vivo. El VC se calculé a partir de las alturas

normalizadas a UL2 para ERM in vivo y UL2C para ERM ex vivo. Cada valor promedio corresponde a n=3.

Los VC con significacidn estadistica se indican con el simbolo *(p<0,05). Test estadistico aplicado: T de

Student.
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5.1.1.6.2. Lactato +LM2

El lactato es un metabolito ampliamente estudiado en ictus ya que su acimulo
es propio de la hipoxia que caracteriza a esta patologia. Como se ha comentado
anteriormente, la resonancia del Lac (el grupo metilo a 1,30 ppm)in vivo no se puede
atribuir exclusivamente a este metabolito ya que puede tener contribucién cercana en

cuanto a desplazamiento quimico del grupo metileno de losLM2 (a 1,28 ppm).

En la Figura 71 se puede observar que por HRMAS post-FMW si son
distinguibles ambas resonancias. En el caso del lactato se puede observar el doblete a

1,33-1,35 ppm vy la resonancia de los LM2 a 1,28 ppm.

En la Figura 72 y la Tabla 10 se muestra cuantitativamente cémo in vivo la
resonancia de Lac+LM2 parece que aumente a lo largo del tiempo, concretamente,
respecto al hemisferio contralateral a 1 dia post-isquemia el aumento es de 2,54 +0,65
veces (p<0,01) y a 7 dias de 6,54 + 4,08 veces, aunque en el caso de 7 dias el cambio no

es significativo debido a una elevada variabilidad de dicha resonancia.

Sin embargo, los mismos animales analizados ex vivo mediante HRMAS post-
FMW (Figura 71) permiten ser mas especificos. A 1 dia post-isquemia, el aumento de
sefial es debido a un aumento del Lac, como se puede observar en las dos secuencias

de adquisicién, mientras que los LM2 practicamente no aumentan.

En cambio, a los 7 dias post-isquemia los LM2 incrementan unas 1,55 £ 0,26
veces (p< 0,01), mientras que el Lac se reduce respecto a 1dia en las 2 secuencias. La
reduccion del lactato entre 1 dia y 7 dias post—isquemia es, aproximadamente, de un
40% (cociente Lac 7 dias/1 dia de 0,63 en el caso de la secuencia de Pulso-adquisicién y

0,67 en el caso de la secuencia Spin echo).

La secuencia Spin echo, que permite distinguir el Lac sin contribucion de los
LM2, permite determinar cdmo los niveles de Lacen la zona de infarto a 1 y 7 dias son
superiores al hemisferio contralateral, mas similar a lo que ocurre in vivo. En la
secuencia de pulso y adquisicién, en cambio, pareceria que a los 7 dias los niveles de

Lac serian similares a los de los controles no isquémicos. Estas diferencias entre ambas



Resultados vy discusidn

154

secuencias hacen suponer que en la secuencia pulso-adquisicién la sefial del Lac tiene

contribucidn de la sefial LM2.

Ampliacion de la region del Lac+ LM2 (1,25-1,40 ppm)
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Figura 71: Ampliacién de la regién entre 1,10 ppm y 1,40 ppm que corresponde a la zona de los Lac+LM?2

(1,30 ppm) tanto para ERM in vivo como para HRMAS ex vivo (secuencia de pulso y adquisicion y Spin

Echo). El color corresponde a rata control-F (azul), rata 1 dia-F (rojo) y rata 7 dias-F (negro).En el grupo

control-F y a 1 dia-F post isquemia se superponen en color oscuro el espectro correspondiente a la zona

de infarto y en color claro el del H. contralateral. En el caso del grupo 7 dias-F el color negro

corresponde a infarto y el naranja a H.contralateral. Para la representacién grafica se ha utilizado un

espectro de un Unico animal. Sin embargo para determinar los cambios estadisticamente significativos,

representados por el simbolo * (p< 0,05) se han calculado a partir de la n=3 de cada grupo. Test

estadistico aplicado: T de Student.
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Figura 72: Gréficas promedio + SD para la resonancia de Lac+LM2 (1,30 ppm) de las alturas normalizadas
a UL2¢ en el caso de la ERM in vivo y normalizadas a UL2 en el caso del HRMAS para cada grupo
experimental (control-F, 1 dia-F, 7 dias-F post-isquemia).Cada valor promedio corresponde a n=3. Sobre
las barras horizontales continuas se indican los VC entre el infarto y el H.contralateral. Sobre las barras

horizontales discontinuas los VCT. Los cambios con significacion estadistica se indican con el simbolo
*(p<0,05) Test estadistico aplicado para los valores de VC: T de Student, test estadistico aplicado para

los valores de VCT: ANOVA.



Resultados y discusién 156
VC de Lac+LM2 entre infarto y H.contralateral
RESONANCIA GRUPO PRESS Sig.
ERM Control 1,03+0,40 | 0,93
Lac
in vivo 1dia 2,54 +0,65 |<0,01*
+LM2
7 dias 6,54 +4,08 | 0,14
Pulso-
RESONANCIA GRUPO Sig. Spin echo Sig.
adquisicion
Control 0,98 +0,06 | 0,59 1,49 +0,93 0,99
HRMAS Lac 1 dia 1,53 +0,26 | 0,03* 5,83 +0,75 <0,01*
ex vivo 7 dias 1,01 +0,16 | 0,922 2,88 +1,06 0,04 *
Control 0,95 +0,07 | 0,21
LM2 1 dia 1,19 £0,26 | 0,26
7 dias 1,55+0,26 | <0,01*

Tabla 10: VC promedio +SD entre la zona de infarto y contralateral para la resonancia de Lac+LM2 (1,30
ppm) tanto por ERM in vivo como por HRMAS ex vivo. El VC se calculé a partir de las alturas

normalizadas a UL2¢ para ERM in vivo y UL2 para ERM ex vivo. Cada valor promedio corresponde a n=3.
Los VC con significacidn estadistica se indican con el simbolo *(p<0,05). Test estadistico aplicado: T de

Student.

5.1.1.6.3. Colina total

La sefal de resonancia magnética correspondiente a la colina total (TCho) es en
realidad la suma de los componentes que contienen el grupo trimetilamina de la
colina, en inglés denominados, Choline containing compounds (ChCCp) entre otros

compuestos minoritarios.

En los espectros in vivo y ex vivo de pulso y adquisicidn, estas sefiales sélo son
distinguibles en los casos que tienen una mejor resolucion mientras que en la

secuencia Spin echo ex vivo estos compuestos aparecen mejor separados (Figura 73).
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En los espectros in vivo el punto maximo de la seial de TCho se acostumbra a
asignar a 3,21 ppm, mientras que en los espectros ex vivo de HRMAS, en la secuencia

de pulso y adquisicidn el punto maximo corresponde a 3,25 ppm.

En la secuencia Spin echo, se aprecian los distintos ChCCp que corresponden a
la fosfatidilcolina (PtdCho; 3,25 ppm), la glicerofosfocolina (GPCho; 3,21 ppm), la
fosfocolina (PCho; 3,20 ppm) y la colina “libre” (Cho, 3,19).

En la Figura 74 y la Tabla 11 cuando se analiza la TCho se observa in vivo una
disminucion significativa respecto al hemisferio contralateral a valores de 0,59 + 0,11
(p<0,01) a 1 dia post-isquemia, que es mas pronunciada que a 7 dias, en donde es de
0,74 £ 0,14 (p=0,02).A los 7 dias, aun siendo un cambio significativo con respecto a dia
1, pareceria sugerir que en la etapa subaguda se estuvieran recuperando los niveles de

colina total.

En el experimento ex vivo de pulso-adquisicién, de forma contradictoria a lo
gue se muestra in vivo, parece que la mayor disminucién de la TCho de 0,52 + 0,11
veces (p=0,02) sea a 7 dias post-isquemia mientras que a 1 dia no hay diferencias
significativas respecto al contralateral. En cambio en el experimento de spin echo,
donde se observan los compuestos de colina diferenciados, de forma general las
mayores disminuciones se observan a 1 dia post-isquemia mientras que a 7 dias parece
gue se recuperen los valores de los animales control de forma mas similar a lo que

ocurre in vivo.

Analizando los compuestos de colina por separado a 1 dia post-isquemia se
encuentran disminuciones en la GPCho (3,21 ppm) y en PCho (3,20 ppm) que serian las
causantes de la disminucién en los niveles totales de colina que se observa por ERM in

vivo.
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Ampliacion region de las colinas (3,17 - 3,29 ppm)

PRESS
Control-F
Tiho Tfho GPCho Pcho
VA
)
/ v Cho
\ / |
\ /'z—-"l
. *
1dia-F % -
7 dias-F % *
B | | | | - | | | I \I/I\Nl\l
3,29 3,253,21 3,17 |3,29 3,25 3,213,17 [3,29 3,25 3,21 3,17
ppm

Figura 73: Ampliacién de la regidn entre 3,17 ppm y 3,30 ppm que corresponde a la zona de los ChCCp
(3,19-3,25 ppm) tanto para ERM in vivo como para HRMAS ex vivo (secuencia de pulso y adquisicién y
Spin Echo). Se superponen en color oscuro el espectro correspondiente a la zona de infarto y en color
claro el del H. contralateral. El color corresponde a rata control-F (azul), rata 1 dia-F (rojo) y rata 7 dias-F
(negro). Para la representacién grafica se ha utilizado un espectro de un Unico animal. Sin embargo para
determinar los cambios estadisticamente significativos, representados por el simbolo * (p< 0,05) se han

calculado a partir de la n=3 de cada grupo. Test estadistico aplicado: T de Student.
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Figura 74: Graficas promedio + SD para la resonancia de los compuestos que contienen colina (ChCCp,
3,21 ppm) de las alturas normalizadas a UL2. en el caso de la ERM in vivo y normalizadas a UL2 en el
caso del HRMAS para cada grupo experimental (control-F, 1 dia-F, 7 dias-F post-isquemia).Cada valor
promedio corresponde a n=3. Sobre las barras horizontales continuas se indican los VC entre el infarto y

el H.contralateral. Sobre las barras horizontales discontinuas los VCT. Los cambios con significacidon
estadistica se indican con el simbolo *(p<0,05) vy si tienen tendencia a la significacién con el simbolo ~

(0,05<p<0,10). Test estadistico aplicado para los valores de VC: T de Student, test estadistico aplicado

para los valores de VCT: ANOVA.
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VC de los compuestos que contienen colina entre infarto y H.contralateral

ERM in vivo HRMAS ex vivo
Pulso-
PRESS

Sig. adquisicion | Sig. Sig.
GRUPO TCho RESO. Spin echo

(p<0,05) TCho (p<0,05)

(3,21 ppm)
(3,25ppm)

Control | 0,91 +0,07 | 0,66 0,95+0,25 | 0,56 PtdCho | 0,88+0,44 0,44
1 dia 0,59+0,11 | <0,01*]10,78+0,04 | 0,18 (3,25 1,78 £1,01 0,12
7 dias 0,74+0,14 | 0,02 * 0,52+0,11 | 0,02 * | ppm) 1,47 £0,59 0,18
Control GPCho 1,07 +£0,49 0,85
1 dia (3,23 0,50+0,12 0,02 *
7 dias ppm) 1,03 +0,20 0,91
Control PCho 0,77 +0,25 0,12
1dia (3,21 0,69+0,10 0,01 *
7 dias ppm) 1,34 +0,37 0,28
Control Cho 1,15 +0,78 0,81
1 dia (3,19 1,31+0,59 0,43
7 dias ppm) 1,58 +0,17 0,22

Tabla 11: VC promedio #SD entre la zona de infarto y contralateral para la resonancia de la TCho por
ERM in vivo como por HRMAS ex vivo y para los distintos compuestos de colina Cho, PCho, PtdCho que
se distinguen por HRMAS en la secuencia Spin Echo. .El VC se calculd a partir de las alturas normalizadas

a UL2. para ERM in vivo y UL2 para ERM ex vivo. Cada valor promedio corresponde a n=3. Los VC con

significacion estadistica se indican con el simbolo *(p<0,05). Test estadistico aplicado: T de Student.

5.1.1.7. Resultados del andlisis inmunohistoquimico

A la vista de que uno de los mayores cambios que se detectaron en los
animales con infarto fue en la sefial atribuida a los LMap (2,80ppm) que en la literatura
aparece relacionado con apoptosis, se llevé a cabo un estudio inmunohistoquimico
para detectar la presencia de apoptosis tanto en la zona infartada como en la regién

homdloga del hemisferio contralateral mediante la tincién con TUNEL (Figura 75).
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Estos ensayos se hicieron en los animales que no fueron sacrificados por
irradiacion con microondas focalizadas, sino por perfusion transcardiaca, que fueron

los grupos evaluados como control, 1 dia, 6,7 y 8 dias post-isquemia.

Los resultados inmunohistoquimicos de marcaje de la apoptosis (Figura 75 y
tabla 12) muestran que la apoptosis es mas elevada en la zona de infarto que en la
contralateral desde 1 dia post-isquemia, aunque, a excepcién de algunos casos, en el

hemisferio contralateral también se detecta un cierto nivel de apoptosis basal.

En valores absolutos las células TUNEL+/mm?de la zona de infarto son similares
a 1 dia que a 6, 7 u 8 dias. Al analizar el valor de cambio entre el H.contralateral y la
zona de infarto se observa que a 1 dia post-isquemia los cambios no son significativos
debido a una alta SD en la zona de infarto a 1 dia. En la etapa subaguda/crénica del
infarto, a 6, 7 u 8 dias post-isquemia el cambio entre el hemisferio contralateral y el
infarto si es significativo. Siendo el valor de cambio muy superior a los 7 dias que a 6y

8 dias, concretamente de 506,19 + 406,16 (p=0,02).

Hay que tener en cuenta la elevada variacién de la SD en los promedios de los
valores de cambio de la Tabla 12 como el valor de cambio se calcula para cada animal y
después se realiza el promedio, este hecho indica que los valores de apoptosis son

muy distintos entre los animales de cada grupo investigado.

Sin embargo a pesar de la elevada variabilidad, la diferencia respecto al

hemisferio contralateral es significativa.
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Apoptosis en la zona ACM
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Figura 75: Andlisis inmunohistoquimico de la apoptosis en la zona de la ACM a) Conjunto de imagenes
de la tincién inmunohistoquimica con TUNEL (células marcadas en verde) en la zona de infarto y el
H.contralateral. La tincidon con DAPI (azul) permite ver todos los nucleos de las células de la muestra. La
imagen central corresponde a una imagen ponderada en T, de una rata a 7 dias post-isquemia. Los
cuadrados azul y rojo indican la posicién de la muestra analizada, b) Graficas promedio +SD para el
marcaje de apoptosis en la zona de infarto (barra azul) y la zona contralateral (barra roja) para los
distintos grupos experimentales. En b.1.) se muestra una ampliacién de la regidn inferior de b) para
valorar mejor la apoptosis basal en el H.contralateral. Cada valor promedio corresponde a n=3. Sobre
las barras horizontales discontinuas se indican los VC entre el infarto y el H.contralateral. Sobre las
barras horizontales continuas los VCT. Los cambios con significacion estadistica se indican con el simbolo
*(p<0,05). Test estadistico aplicado para los valores de VC: T de Student, test estadistico aplicado para

los valores de VCT: ANOVA.
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Apoptosis en la zona de la ACM (TUNEL+/mm?)

GRUPO | TUNEL+/ mm? TUNEL+/ mm? VC Significacion
H. contralateral Infarto Infarto-H.contralateral (p <0,05)
(Promedio £ SD) | (Promedio * SD) (Promedio  SD)

Control | 0,00 + 0,00 4,90 + 8,49 5,57 +7,91" 0,479

1dia 3,89+6,74 421,62 + 339,88 191,13 + 208,68" 0,167

6 dias 46,05 + 35,37 456,67 + 106,82 14,30+ 10,44 <0,01*

7dias | 3,73£6,46 649,03 £ 165,21 506,19 + 406,16" 0,02*

8dias | 67,60 + 56,28 427,95 + 130,85 31,30+ 47,80 0,01*

Tabla 12: Valores de apoptosis promedios + SD del recuento de células apoptdticas por

inmunohistoquimica (TUNEL+/mm?) en la zona de infarto y H. contralateral para cada grupo. Andlisis de
los VC entre ambas regiones. El simbolo * indica que para el cdlculo de los VC los valores
correspondientes a 0 se han convertido arbitrariamente a 1 para poder realizar el cociente. Cada valor
promedio corresponde a n=3. Los VC con significacién estadistica se indican con el simbolo *(p<0,05).

Test estadistico aplicado: T de Student

5.1.1.8. Correlaciéon de los datos de espectroscopia con la inmunohistoquimica

Para determinar cudl de los metabolitos analizados por ERM in vivo se
correspondia mejor con los cambios analizados por inmunohistoquimica se procedio a
la realizacién de la correlacion de Pearson. Se incluyeron muestras de la zona de
infarto y de las zonas contralaterales para el calculo de los grupos control, 1 dia, 6, 7 y

8 dias.

Antes de proceder a la correlacién se determiné la normalidad de los valores
para determinar si existia algun valor extremo (outliers) que fuera muy distinto al resto
de datos para evitar que afectara a la validez de la regresién. Al no haber ningln valor
extremo se procedio al célculo de la correlaciéon de Pearson con todos los casos (n=42)

(Tabla 13).

Los resultados de la correlacién muestran que todos los metabolitos son

biomarcadores potenciales de apoptosis celular ya que la mayoria muestran
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correlaciones significativas a excepcion de los LMap (2,80 ppm) que muestra

Unicamente tendencia.

Sin embargo es logico que se muestren tantas correlaciones ya que la mayoria
de cambios en la isquemia tienen lugar de forma fulminante en la fase aguda de la
patologia (minutos, horas). A 1 dia post-isquemia, que es el punto temporal mas
precoz en que en este procedimiento experimental se cuantifica la apoptosis, los
valores de células TUNEL+ son ya elevados con lo que la mayoria de correlaciones

estarian de acuerdo con este fendmeno.

En cambio la sefial de los LMap no aparece hasta etapas mas avanzadas del
infarto con lo cual no permitiria detectar los cambios en la etapa aguda a 1 dia post-

isquemia

Se puede detectar que las Unicas sefiales que correlacionan positivamente con
la apoptosis son las lipidicas (LMap, Lac+LM2 y LM1), mientras que el resto (TCho, TCr,

NAA) tienen una correlacion negativa.

Correlacion de los datos de ERM in vivo con inmunohistoquimica en la zona ACM

TUNEL+ (n=42)
RESONANCIA
Coeficiente de Pearson (r) | Significaciéon (p <0,05)
TCho(3,21 ppm) -0,53 <0,01*
TCr(3,03 ppm) -0,80 <0,01*
LMap (2,80 ppm) 0,40 0,09 ~
NAA (2,02 ppm) -0,82 <0,01*
Lac+LM2 (1,30 ppm) 0,68 <0,01*
LM1 (0,90 ppm) 0,36 0,02 *

Tabla 13: Valores de correlacién de Pearson ( r ) y sus valores de significacion (p). Los VC con

significacion estadistica se indican con el simbolo *(p<0,05) y las que muestran tendencia a la

significacion con ~ (0,05<p<0,10).
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5.1.1.9. Utilizacion de patrones de reconocimiento para analisis de patrones ERM in

vivo

En este caso el uso de patrones de reconocimiento supervisado permitia
valorar cudles eran las caracteristicas (metabolitos) mas relevantes a nivel matematico
para la discriminacién entre si del tejido sano, del tejido infartado en fase aguda (1 dia)

y del tejido infartado en fase subaguda/crénica (6, 7, 8 dias).

Los animales a 6, 7 y 8 dias se unieron en un solo grupo para aumentar el
numero de casos del grupo y permitir una seleccién mas robusta de las posibles

caracteristicas espectrales diferenciadoras. El clasificador desarrollado se muestra en

la Figura 76.
DISENO DEL CLASIFICADOR DE LA EVOLUCION INFARTO CON ERM SV in vivo
a) b)
cl Grupode P Total de Bootstrapping df.'l grupo de
¥ entrenamiento
entrenamiento | de test casos .
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Figura 76: Clasificador desarrollado para el andlisis de los cambios en el patron ERM in vivo del infarto a
distintos tiempos. a) En la tabla se muestra el nimero de casos incluidos en cada clase y su asignacion a
grupo de entrenamiento o test. El nimero de caracteristicas seleccionadas se calcula en base al nimero
que ofrece un minimo BER en el grupo de test. b) El clasificador fue evaluado en sus caracteristicas
descriptivas utilizando Bootstrapping con 1000 repeticiones. En la grafica se puede observar los casos
correctamente asignados (CCC) £ SD del grupo de entrenamiento. c) El clasificador fue evaluado en sus
caracteristicas predictivas utilizando el Balanced Error Rate (BER) del grupo de test. y d) BER del grupo
de entrenamiento segun el numero de caracteristicas seleccionadas. En las graficas el circulo negro
indica cual seria el numero de caracteristicas idéneo en cada caso y la linea discontinua indica el

resultado segun el nUmero de caracteristicas finalmente seleccionado en base al grupo de test.
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Por lo tanto, teniendo en cuenta la evaluacién de los casos correctamente
clasificados y el BER de los casos de test el nUmero éptimo de caracteristicas para éste
clasificador seria de 4. Las 4 caracteristicas que el sistema determind que eran las que
mejor permitian la discriminacién entre tejido sano (control), infartado en fase aguda
(1 dia) e infartado en fase crénica (6, 7, 8 dias) fueron por orden de importancia las

que se muestran en la Tabla 14 con sus correspondientes asignaciones tentativas.

Caracteristica | Desplazamiento quimico Asignacion tentativa de metabolitos
1 1,3350 Lactato + LM2
2 1,3415 Lactato + LM2
3 0,6870 LM1
4 3,0477 Creatina total

Tabla 14: Seleccidn de las 3 caracteristicas utilizadas para la generacidn del clasificador organizadas de la
caracteristica mas a menos relevante con la correspondiente asignacion tentativa que se les ha realizado

segln fuentes consultadas:(Martinez-Bisbal et al. 2004; Valverde-Saubi et al. 2010; Yang et al. 2012).

Este clasificador basado en las 4 caracteristicas mencionadaspresentd un
porcentaje de acierto del clasificador del 90,62 *+ 5,19% para los casos de
entrenamiento y la evaluacidn con los casos de test independiente mostraron un
promedio de errores en cada categoria (BER) de 13,3%. Si se analizan cada uno de los
grupos por separado los casos de cerebro de tejido sano (entrenamiento + test) se
clasifican bien en un 100%, distinguiéndolos del tejido infartado. En cambio en el tejido
infartado la clasificacion no es tan robusta: los casos de 1 dia post-isquemia se
clasifican bien en un 92,45 + 7,52% y los casos de 6 a 8 dias tienen la peor clasificacién

con 78,50 + 13,72%.

El clasificador de la Figura 77 permite ver la distribucidon de todos los casos
(entrenamiento+ test) en el espacio latente bidimensional del clasificador LDA
desarrollado por el sistema (un valor discriminante para cada eje 2D para un

clasificador LDA de 3 clases).
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A cada clase, segun la etiqueta que se le haya asignado (control, 1 dia, 6-7-8
dias) le corresponde un color. La distribucion en el espacio latente permite determinar
cuales son los casos que habiendo sido etiquetados en un grupo, el sistema por
reconocimiento de patrones los asignaria a otro grupo, segin aparezca en una zona del

espacio latente que no le corresponderia.

RESULTADO DEL CLASIFICADOR DE LA EVOLUCION DEL INFARTO (4 caracteristicas)

a) Espectros promedio + SD de las clases] b)  Clasificacion en el espacio latente

Control no isquémico Control no 6-7-8 dias

4 { E isquémico post-

1dia post-isquemia

1 dia post-isquemia

4 3 2 1 ppm

Figura 77 Representacidon de la clasificacion realizada por el sistema SpectraClassifier. a) Espectros
promedio (linea rosa) + SD (linea amarilla) para cada una de los clases generadas, b) Clasificacion que
hace el sistema de los casos de entrenamiento + test utilizados para analisis. Las bolas rojas
corresponden a las que el investigador ha asignado a control no isquémico, las bolas azules a 1 dia post-
isquemia y las bolas verdes a 6,7,8 dias post-isquemia. Las lineas divisorias indican las regiones frontera

del plano que utiliza el sistema para clasificar cada uno de los casos. En formato de texto se especifica a

qué grupo corresponde la posicidn en el espacio segun el sistema.
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5.1.1.9.1. Uso de clasificadores basados en patrones no supervisados

Como muestra de la capacidad predictiva de estos sistemas se ha creido
interesante incluir una prueba de concepto que se realizd con un sistema basado en
reconocimiento de patrones de forma no supervisada, que seria un posible futuro de

este tipo de sistemas de reconocimiento (descrito en el apartado 1.6.5.5).

A continuacion se muestra un ejemplo que se realizé en una rata con infarto de
7 dias de evolucidon (OFA10). En este caso se trabajé con la técnica de ERM multivéxel
gue permite tener varios espectros simultdneos de un mismo animal y permite

conservar una distribucién espacial de estos.

La prueba se llevd a cabo para un mismo animal utilizando 2 fuentes y 5
fuentes. En la Figura 78se puede observar como el sistema, utilizando 2 fuentes es
capaz de reconocer la zona patoldgica con respecto a la de tejido sano con precision,
Unicamente por su patron espectral dominante, coincidiendo con la regién anémala en
la imagen ponderada en T,. En el clasificador de 5 fuentes, en cambio, el sistema es
capaz de detectar 5 patrones distintos. Son de destacar las 2 ultimas fuentes del
clasificador (de arriba abajo) en base a 5 fuentes ya que muestran la zona anémala
correspondiente al nucleo del infarto y otra zona claramente delimitada alrededor del
infarto, donde el espectro es distinto, pudiéndose corresponder a una zona de
penumbra o de actividad neurorreparativa externa. De todos modos, seria necesario
trabajo futuro con correlacidon inmunohistoquimica para la asignacién de los patrones

a caracteristicas concretas de las zonas asi segmentadas.
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CLASIFICADOR NO SUPERVISADO CON ERM MV in vivo A 7 DIAS POST-ISQUEMIA

a) Imagen dereferenciaT, 144 espectros (TE= 14 ms)
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Figura 78: Sistema de reconocimiento de patrones no supervisado basado en un sistema de analisis de
fuentes para un caso (OFA 10, 7 dias post-infarto). a) Imagen ponderada en T, con el VOI para el
multivoxel superpuesto (cuadrado blanco). A la derecha ampliacion de la matriz multivoxel. b)
Clasificador no supervisado en base a 2 fuente donde se pueden apreciar los mapas nosoldgicos para
cada una de las fuentes- c) Clasificador no supervisado en base a 5 fuentes. Los mapas nosoldgicos

muestran la distribucion de cada una de las fuentes.
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5.1.2. Discusion del analisis de la zona de infarto

El infarto cerebral ha sido estudiado extensamente en la literatura cientifica,
especialmente desde el punto de vista de la imagen MRI (Weber et al. 2006). En
nuestro caso, el andlisis de la zona de infarto mediante MRI utilizando la imagen
ponderada en T, en diversos puntos temporales permitiéo determinar que, de forma
similar a lo descrito en la bibliografia (Tabla 3) con el mismo modelo experimental
(insercion intraluminal del filamento con posterior reperfusiéon en rata) y la misma
duracion de la oclusién (90 minutos), el modelo desarrollaba un infarto extenso, con
afectacion de la corteza y el estriado. El modelo también desarrolla edema que a nivel
de IRM practicamente desaparecia a los 6-8 dias (Kang et al. 2012). También se utilizd
datos de IRM como el volumen de infarto a 1 dia post isquemia, coincidiendo con el
maximo volumen de la lesion 24h-48h (Dittmar et al. 2003; Nagel et al. 2008) como

criterio de inclusién de los animales al estudio.

El analisis de la zona de infarto por ERM con respecto a la sefial obtenida en el
hemisferio contralateral respondia basicamente a 2 objetivos: (1) Determinar que los
cambios en los metabolitos que se detectaban se correspondian con los descritos en la
literatura sobre el tema, y por lo tanto el modelo era vélido para la evaluaciéon
adicional de cambios en las ZSVs y (2) Determinar de forma longitudinal cuales eran los

cambios en la etapa subaguda/crénica en la zona de infarto.

5.1.2.1. Cambios en el patrén metabdlico en la etapa aguda del infarto

En la literatura referente a ERM in vivo de infarto es complicado comparar
directamente resultados por varios motivos: (1) la cuantificaciéon de los metabolitos es
distinta segun los trabajos, siendo analizados por alturas normalizadas a UL2, por
alturas normalizadas respecto a la TCr, por dreas normalizadas respecto a TCr o por
cuantificaciones absolutas utilizando softwares disefiados para ese fin y con hipdtesis
de trabajo diversas (ajuste de metabolitos, tiempos de relajaciéon T, y T,, referenciacion
a concentracion de agua tisular, etc. (2) los modelos animales de infarto son también

variables pueden ser en rata, ratdn, con isquemia focal permanente o con reperfusion
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a distintos tiempos, (3) los protocolos disefiados para cada experimento de ERM
pueden causar variabilidad debido a distintos TE, distintos campos magnéticos

utilizados,etc.

Sin embargo, los cambios principales detectados mediante ERM en los
metabolitos cerebrales (aumentos o disminuciones) debidos a la isquemia estan
bastante establecidos por trabajos realizados anteriormente por otros investigadores,
como queda recopilado en distintas revisiones (Bonavita et al. 1999; Hoehn et al.
2001). Esencialmente, la magnitud del cambio es lo que varia entre los distintos

modelos animales utilizados y los protocolos experimentales arriba mencionados.

Por lo tanto, y ya que el objetivo era verificar si los cambios observados de
datos de infarto en nuestro modelo experimental seguian las tendencias descritas en la
literatura, nos basamos para esta comparacion en el articulo mds reciente encontrado
en la literatura al respecto, que es de Lei y colaboradores (Lei et al. 2009). En dicho
trabajo, se analizan de forma exhaustiva los cambios en el patrdn metabdlico en las
primeras 24 horas post-infarto (18 metabolitos en total) utilizando ERM single voxel en
un modelo de ratén ICR-CD1 con oclusién de la ACM con reperfusién a los 30 minutos.
Este modelo corresponde a un infarto que Unicamente afecta al territorio del estriado
y no al cértex. A pesar de esta diferencia con nuestro modelo experimental, se
considerd que el articulo era adecuado para indicar las variaciones en los metabolitos
gue pueden detectarse en un tamafio de infarto mayor. Dichos autores utilizaron
tiempos de eco muy cortos (TE=2,8 ms) a un campo magnético elevado (14,1 T) y
analizaron los cambios a nivel de concentraciones (umoles/g tejido) mediante ajustes a
distintas resonancias de metabolitos superpuestas en el patrén in vivo mediante el

método LC model (Provencher 1993).

Los cambios detectados en el articulo de (Lei et al. 2009) para los metabolitos
gue hemos analizado en nuestros espectros muestran que los metabolitos que
aumentan sus concentraciones en las primeras 24 horas son Unicamente el Lac (1,30
ppm) mientras que disminuyen la TCho (3,21 ppm), TCr (3,03 ppm) y NAA (2,02 ppm).

Estos cambios se corresponden con los observados en nuestro modelo experimental.
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En dicho articulo, sin embargo, no cuantificaron las sefiales correspondientes a
LM que afectan al patrén metabdlico cuando se utilizan TE cortos. Estas resonancias de
LM se determinan sobretodo en los estudios en tumores cerebrales (Shimizu et al.
1996; Kimura et al. 2001). El Unico estudio previo en isquemia que los cuantifica fue el
de Harada y colaboradores(Harada et al. 2007)que en un modelo de rata con 45
minutos de oclusién y posterior reperfusion determinaron que las sefiales lipidicas
empezaban a aumentar a partir de las 6 horas en un experimento continuado hasta7

dias post-infarto.

A ese respecto, en los resultados in vivo a TE corto (TE=12 ms) la resonancia de
Lac (1,33-1,35 ppm) no puede ser distinguible de la de los LM2 (1,28 ppm) sin un post-
procesamiento de ajuste como el LC model, ya que se superponen bastante,
especialmente a 7T. Una de las maneras de separar ambas sefiales es trabajar a
tiempos de eco largo (TE=136 ms) para invertir la resonancia del Lac. Este protocolo se
utilizé en nuestro caso in vivo (resultados no mostrados) pero se detectd que la calidad
del espectro a tiempos de eco largo era muy inferior a la de tiempo de eco corto y en
muchos casos no se obtenia un espectro con la SNR adecuada para un analisis
posterior robusto. Como el tiempo experimental de adquisicion de datos aumentaba
significativamente realizando las secuencias a TE corto y a TE largo se prescindié de
esta Ultima y se caracterizd directamente la sefial del lactato ex vivo utilizando la
técnica de HRMAS, previo sacrificio de los animales con FMW, lo que permite
determinar que los cambios atribuidos al lactato son propios del infarto y no debidos a

la isquemia post-mortem.

En los animales analizados mediante las técnicas de ERM in vivo y HRMAS ex
vivo esta resonancia de Lac+LM2(1,30 ppm) aumentaba de forma significativa a 1 dia
post-isquemia un factor de cambio de 2,54 + 0,65 (p< 0,01) y en el caso del HRMAS a
tiempos de eco largo (que no tienen contribucién de la sefial de lipidos méviles) el
cambio Unicamente atribuible al Lac (doblete 1,33-1,35 ppm) era de un factor de 5,83

+0,75 (p< 0,01).

Para determinar si los cambios en el Lac obtenidos en nuestro modelo

experimental estan en consonancia con los publicados se realizd una busqueda
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bibliografica de resultados de otros grupos con ERM in vivo: Woo y colaboradores
(Woo et al. 2010) en el mismo modelo animal de rata detectaron aumentos mediante
ERM in vivo en el contenido de Lac+LM2 (1,30 ppm) en el cerebro hasta 3 dias post-
infarto y posteriormente éste desaparecia, a ldia post-isquemia el cambio de la
intensidad del cociente Lac+LM2/TCr entre el grupo control y el isquémico era del
doble aproximadamente. En otro estudio de Van der Zijden y colaboradores (van der
Zijden et al. 2008) en un modelo animal con 90 minutos de oclusién y posterior
reperfusion se estimd el cambio entre el H.contralateral y la zona infartada a las 24
horas en un incremento de 16,4 veces, calculado en concentraciones. El articulo antes
mencionado Harada y colaboradores (Harada et al. 2007)en un modelo de rata con 45
minutos de oclusion, a pesar de no ofrecer datos sobre el cambio del valor de la sefial
de Lac entre control y 24 horas, si menciona que la desaparicién de la sefial de Lactato

ocurre a las 48 horas post-isquemia medido con TE largos (TE=563 ms).

Por lo tanto, el cambio detectado en nuestros resultados por ERM en la
resonancia de Lac+LM2 in vivo es similar al descrito por Woo y colaboradores,
probablemente porque la cuantificacién de las sefiales (cocientes de intensidades
respecto a TCr es mas similar al que utilizamos nosotros). Otro hecho a tener en
consideracién es que los estudios in vivo proponen que la sefial de Lac aumentado
desaparece a los pocos dias post-infarto (Harada et al. 2007) sustituyéndola por una
sefial de lipidos, sin embargo, los estudios realizados en esta tesis con HRMAS, que
permiten una mejor SNR con el lactato aislado, determinan que la sefial de lactato se
mantiene aumentada al menos hasta los 7 dias post-isquemia, contrariamente, a lo
que estd descrito en la literatura in vivo. Sin embargo, no podemos descartar otra
posibilidad, que parte del lactato en el tejido infartado tuviera una movilidad
restringida, por ejemplo, por asociacidn a macromoléculas, y que éste fuera visible
Unicamente mediante la adquisicion de HRMAS. Efectos de tipo comparable se han
observado para la resonancia trimetilamina de la PtdCho, de manera dependiente a la
velocidad de giro HRMAS (Martin-Sitjar et al. 2012) o en el Lac plasmatico (Bell et al.
1988).

Para el resto de metabolitos analizados a 1 dia post-isquemia los resultados

encontrados en la bibliografia concuerdan (en términos generales) con los cambios
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observados en nuestro modelo experimental. Por ese motivo el modelo se considera
validado para reproducir las condiciones que se dan en un infarto cerebral en otros

aspectos de interés analitico.

Otro cambio importante que se produce en la fase aguda y que la metodologia
puesta a punto con el HRMAs post-FMW permite un mejor andlisis con respecto a in

vivo es en la zona de los compuestos que contienen colinas.

Los compuestos que contienen colina son necesarios para la sintesis y el
reciclaje de PtdCho, un componente basico de las membranas celulares. En los
espectros in vivo se detecta una disminucidon de la TCho (3,21 ppm) que ya es
apreciable a 1 dia post-isquemia y que ha sido asociada a los procesos de degradacién

de las membranas

Sin embargo, para poder detectar los distintos compuestos que contienen
colina hay que utilizar herramientas que permitan una mayor resolucién como puede
ser el HRMAS. El HRMAS permite detectar los 4 componentes de la colina: Cho (3,19
ppm), PCho (3,20 ppm), GPCho (3,21 ppm) y la PtdCho (3,25 ppm).

En nuestros resultados ex vivo mediante HRMAS se puede determinar que a 1
dia post-isquemia la disminucion se debe basicamente a los componentes PCho (3,20
ppm) y GPCho (3,21 ppm). Los 2 compuestos de colina mas abundantes en las células
cuando no hay presencia de isquemia tal y como se puede apreciar en los (controles no
isquémicos). La disminucidon de PCho que serian los componentes anabdlicos de la
sintesis de PtdCho de las membranas. Este cambio en las colinas es el mismo que esta
descrito en a las 24 horas en un analisis ex vivo a alta resolucion mediante extraccion
(Yang et al. 2012). En cambio se muestra un aumento de la GPCho, que estaria
relacionado con la hidrélisis de las membranas, probablemente mediada por el encima
fosfolipasa A2 (PLA2) que es activado en condiciones de hipoxia. Un aumento en la
GPCindica que los acidos grasos estan siendo liberados y que pueden ser convertidos a

triacilgliceroles. (Delikatny et al. 2011)
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5.1.2.2. Cambios en el patrén espectral en la etapa subaguda/cronica

El objetivo de determinar los cambios metabdlicos que se producen en el
infarto pasadas las primeras 24 horas post-isquemia era para encontrar biomarcadores
gue pudieran servir para evaluar la progresion de un infarto, una vez se han producido
los cambios iniciales. De este modo el estudio deberia emular la situacién que se
puede dar en la practica clinica, cuando el infarto ya esta establecido. Este estudio
permitid determinar que las Unicas sefiales que cambiaban pasada la etapa temprana
del infarto eran las correspondientes al contenido lipidico del infarto detectables por

ERM in vivo.

Asi, el mayor cambio detectado entre la etapa aguda y la etapa
subaguda/crénica se producia en la sefial que aparece a 2,80 ppm y que en la literatura
se ha asociado con PUFAs (como se desarrollard mds adelante) aunque también se
detectan cambios en los LM1 a 0,90 ppm que corresponde a los metilos de los acidos

grasos.

Hay que tener en cuenta que los PUFAs que originan la resonancia a 2,80 ppm
también tienen sefales en los metilos de 0,90 ppm y, normalmente, en los metilenos
de 1,30 ppm con lo cual seria de esperar el aumento detectado, aunque en los
metilenos no habia cambio significativo probablemente porque in vivo su resonancia

es dificil de diferenciar de la del lactato.

Cambios en el metabolismo lipidico determinados mediante el analisis de
resonancias de LM en varias regiones del espectro han sido asociado a procesos de
variacidon de la tasa de proliferacion, de muerte, de apoptosis y de incorporacion de
lipidos del medio extracelular al interior celular (Barba et al. 2009) pero en el caso de la
resonancia de 2,80 ppm solo a procesos de muerte(Hakumaki and Kauppinen 2000).Es
por este motivo que esta resonancia se considera mas adecuada como biomarcador de
procesos apoptdticos que no otras resonancias lipidicas como pueden ser los LM1

(0,90 ppm).



Resultados y discusiéon 176

Curiosamente, al revisar la literatura existente sobre la sefial espectroscépica
gque aparece a 2,80 ppm han sido pocos los autores que han abordado el tema de los

cambios lipidicos en el infarto cerebral:

El primer trabajo que analiza este tema es de Gasparovic y colaboradores
(Gasparovic et al. 2001)que quisieron determinar el origen de las diversas sefiales
lipidicas en un modelo animal de oclusién de la ACM permanente con un seguimiento
de 1 a 5 dias post-infarto. Para ello realizaron una extraccion lipidica del cerebro de la
zona de infarto y un analisis por cromatografia de gases en un subgrupo y en el otro
una tincién con Nile Red (marcador de goticulas lipidicas). En su trabajo dichos autores
atribuyeron la deteccién de lipidos en las preparaciones estudiadas a actividad de los
macrofagos fagociticos ya que determinaron que los lipidos contenidos en goticulas se
encontraban en su interior y que las sefales de lipidos neutros detectables por RMN
(LM) en las preparaciones de tejido infartado estudiadas se relacionaban con las

sefiales de los lipidos neutros y no con el de acidos grasos libres de las muestras.

Harada y colabradores (Harada et al. 2007) describieron un aumento de las
sefales lipidicas a 1,28 ppm haciendo un seguimiento por ERM in vivo hasta los 7 dias
post-isquemia en un modelo de rata con oclusién de la ACM de 45 minutos. Utilizaron
ademas un protocolo de ERM in vivo a 7T (TE= 563 ms) para detectar los cambios del
Lac y poderlo diferenciar de los LM a 1,28 ppm que corresponde a los metilenos de los
acidos grasos en lipidos neutros. Dichos autores detectaron que el acimulo de Lac
desaparecia a las 48 horas mientras que los LM a 1,28 ppm incrementaban desde las 6
horas y a lo largo de todo el periodo analizado, con una diferencia de 6 veces de
aumento de la medicién de las 6 horas con respecto a los 7 dias. En este trabajo no
determinaron la sefial de 2,80 ppm a tiempos largos post-infarto. Atribuian las sefiales
de los lipidos a goticulas que se detectaban intracelularmente en las primeras horas
post-infarto y tanto intracelularmente como libres en el espacio extracelular a los 7
dias post-isquemia. Asociaban dicha sefal de LM a 1,28 ppm a procesos de fagocitosis
de la membrana celular de células apoptdticas o necrdticas por parte de los
macréfagos. Esta hipdtesis se basé también en trabajos anteriores (Brierley and Brown

1982; Gasparovic et al. 2001).
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Van der Zijden y colaboradores (van der Zijden et al. 2008) determinaron la
sefial de los LMap en ratas Wistar machos con el mismo modelo de infarto de oclusién
de la ACM que hemos utilizado en nuestros experimentos aunque ellos atribuyen la
sefial, en su caso a 2,70 ppm, a “macromoléculas”. También asocian a
“macromoléculas” las sefiales de 0,8 y 1,3 ppm vy citando a los anteriores trabajos
mencionados(Gasparovic et al. 2001)lo asocian a degradacién de productos de la

membrana el interior de los macréfagos.

A nivel clinico un trabajo de Saunders y colaboradores (Saunders et al. 1997)
realizado en pacientes con infarto a los que hacian un seguimiento durante 3 semanas
permitid detectar en 1 de 6 pacientes la aparicion de la sefial de 2,80 ppm. En este
estudio apuntan al posible origen de esta seifial como proveniente del dcido

araquidonico.

Kamada y colaboradores (Kamada et al. 2003) sin utilizar la RMN determinaron
las goticulas lipidicas en un modelo tMCAO de rata con 90 minutos de oclusién. En
dicho modelo mediante técnicas de inmunohistoquimica determinaron una serie de
marcadores: Nile Red para determinar el contenido de lipidos neutros de las goticulas,
tincidn con filipin para determinar el colesterol libre, tincion con el anticuerpo anti-
CD68, que es una glicoproteina presente en las membranas de los macréfagos y tincion
contra la proteina asociada a microtubulos-2 (MAP-2),que es un marcador especifico
de neuronas que se utiliza para determinar dafo neuronal. Asi, determinaron que el
maximo de goticulas en el nucleo del infarto se daba a los 7 dias, y posteriormente
decrecian, mientras que en la zona de penumbra se mantenian en el tiempo. Concluian
ademas que la forma de las goticulas era distinta entre el nucleo y la periferia y
asociaban estos cambios con “procesos de regeneracién y degeneracion en la zona”.
Atribuian a los macréfagos y en este caso, también, a los astrocitos un papel
importante en la redistribucion lipidica post-infarto. Estos autores también
mencionaban un trabajo suyo anterior (Kitagawa et al. 1998) en el que determinaban
la apoptosis (mediante tincién con TUNEL) que era mayoritario en el nucleo que en la
periferia, aunque dichos autores no llegaron a asociar ambos procesos: apoptosis y

acumulo de goticulas conteniendo lipidos neutros.
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Para determinar otros posibles trabajos donde se encontrara esta seial a 2,80
ppm, aunque no lo mencionaran explicitamente en el texto, se llevé a cabo una
revision de la literatura sobre ERM en infarto, pero no se encontraron mads
descripciones en este sentido. Las causas de este hecho pueden atribuirse a que: (1) la
mayoria de estudios estan centrados en la etapa aguda del infarto donde no aparece la
sefial de 2,80 ppm(Bizzi et al. 1996; Hesselbarth et al. 1998; Mlynarik et al. 2008; Lei et
al. 2009; Berthet et al. 2011; Campos et al. 2011; Alf et al. 2012), (2) la localizacién o
tamafio del infarto descrita en los articulos era distinta a un infarto de la arteria
cerebral media que es el utilizado en nuestro caso. Si el infarto es menor puede tener
efecto sobre el grado de apoptosis que se produce en la zona (Kang et al. 2000; van
Zandvoort et al. 2005), (3) la utilizacion de tiempos de eco mas largos del empleado en
nuestro caso (TE=12 ms) sobretodo en ensayos clinicos donde el TE empleado es
mayor por cuestiones instrumentales o por tener interés especifico de trabajar a TE
largo para separar el lactato y reducir las senales provenientes de LM o
macromoléculas(Graham et al. 1995; Wardlaw et al. 1998; Federico et al. 1998),(4) no
muestran imagenes de los espectros completos y no se puede determinarla presencia
o ausencia de la resonancia a 2,80 ppm (Franke et al. 2000; Dreher et al. 2001; Ross et
al. 2005; Munoz Maniega et al. 2008; Bar-Shir et al. 2010; Huang et al. 2010), (5) la SNR
de los espectros no permite la diferenciacién de las sefales de resonancia del ruido de
la linea de base en la region de interés (Igarashi et al. 2001; Kang et al. 2009), (7)

estudiaban regiones externas a la zona del infarto (Glodzik-Sobanska et al. 2007).

Por lo tanto, en infarto, las sefiales de los LM han sido asociadas basicamente a
actividad fagocitica. Para encontrar literatura referente a la asociacién de la sefial de
los lipidos, especialmente 2,80 ppm, con procesos apoptéticos debemos referirnos

principalmente a literatura sobre cdncer, especialmente acerca de glioblastoma.

El primer grupo en proponer una correlacién entre el aumento de la deteccién
de LM por *H-ERM y apoptosis fueron Blackenberg y colaboradores (Blankenberg et al.
1996) quienes detectaron un aumento de la sefial de los metilenos a 1,30 ppm al

inducir apoptosis en cultivo celular de células T.



Resultados y discusiéon 179

Mads adelante Delikatny y colaboradores (Delikatny et al. 2002)detectaron que
en una linea celular de cancer de mama (HBL-100) también se acumulan estos LM
durante la necrosis. Ademas, el aumento de los lipidos saturados detectables por
RMN, especialmente 0,9 ppm y 1,3 ppm se asociaron con procesos necroéticos

inducidos por agentes quimioterapéuticos.

Del mismo modo, Tugnoli y colaboradores (Tugnoli et al. 2001)detectaron un

aumento de los LM a 1,30 ppm en tumores astrociticos necréticos.

La primera referencia a la sefial lipidica de 2,80 ppm aparece en Hakumaki y
colaboradores (Hakumaki et al. 1999)en un estudio con un modelo de glioma
transfectado con Timidina Kinasa (TK) del virus del herpes simple (HSV-TK)en rata
tratada y no tratada mediante inyecciones intraperitoneales con ganciclovir que induce
apoptosis. En este modelo de apoptosis detectaron un aumento de los LM,
especialmente de los correspondientes a los PUFA (2,80 ppm y 5,40 ppm)y LM
insaturados (5,40 ppm) (Figura 41). Dichos autores asociaron la aparicion de los PUFA
moviles a apoptosis ya que en los tumores iniciales, antes del tratamiento aun no
presentaban signos de necrosis. Por microscopia electrénica detectaron las goticulas
lipidicas clasicas que demostraron en éste y otros trabajos posteriores (Liimatainen et
al. 2006; Liimatainen et al. 2008; Liimatainen et al. 2009), que se correspondian con

goticulas de lipidos neutros, ricos en PUFAs esterificados en TAG.

Posteriorente, Griffin y colaboradores (Griffin et al. 2003) utilizaron HRMAS
para caracterizar tanto in vivo como ex vivo esta sefial a 2,80 ppm también en el
modelo de glioma de células transformadas sensibles a ganciclovir sometido a
apoptosis. Asi, dichos autores determinaron que la sefial de los PUFAs (2,80 ppm y
5,40 ppm) correspondia a fracciones de lipidos insaturados 18:1 y 18:2 presentes en
goticulas lipidicas citosdlicas. En su caso encontraron que estas senales son las que
mejor correlacionan con apoptosis medida con TUNEL. En este trabajo también
determinaron que la sefial de lipidos moviles es visible aunque las células originales ya

no estén presentes, es decir, donde queda la cicatriz debido a la apoptosis.

Zoula y colaboradores (Zoula et al. 2003) estudiaron un modelo de glioma por

células C6 inyectadas en rata en una fase avanzada de la progresion tumoral, cuando
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ya hay presencia de necrosis. En este caso también detectaron presencia de goticulas
lipidicas en la zona necrética. En cuanto al andlisis mediante ERM in vivo no llevaron a

cabo tincidn para apoptosis y solo detectaron cambios en las sefiales lipidicas de 1,28

ppm.

Schmitz y colaboradores (Schmitz et al. 2005) también detectaron un aumento
de los LMap a 2,80 ppm, después de 16—24 horas de tratamiento con etopdsido en
células de linfoma in vivo e in vitro. En este modelo se produce de forma concomitante

apoptosis y necrosis medida por citometria de flujo.

Asi mismo, en el trabajo de Opstad (Opstad et al. 2010) realizado con biopsias
de glioblastomas y astrocitomas sugiere que el marcador de 2,80 ppm solo es vélido
para su correlacién con apoptosis en el caso de que en las muestras no haya necrosis
en los tumores ya que en presencia de ésta, la sefial de 2,80 ppm correlaciona mejor
con el porcentaje de necrosis. Sin embargo un trabajo anterior de Kuesel y
colaboradores (Kuesel et al. 1994) con astrocitomas de alto grado, claramente

necroticos, asociaban las sefales debidas a la necrosis a los lipidos de 1,30 ppm y 0,90

ppm.

También se detectaron sefiales de LM a 2,80 ppm en musculo con quemaduras
experimentales de ratones en un estudio realizado por Astrakas y colaboradores
(Astrakas et al. 2005), en el cual la muerte celular se daba principalmente por
apoptosis. Dicho estudio combinaba resonancia in vivo, ex vivo, histopatologia y
analisis genémico y detectd una regulacidon de los genes apoptéticos y desregulacion
de la oxidacion lipidica y asociaron el aumento de las sefiales de 2,80 y 5,40 a estos

procesos.

En resumen, los LMap a 2,80 ppm, se asocian a procesos de muerte neuronal,
aungue su asignacién a procesos exclusivamente apoptéticos o también necrdticos no
gueda definida claramente ya que en los casos en que se ha atribuido a apoptosis eran
en tumores que no presentaban signos de necrosis y esta diferenciacion en el infarto

no es facil de llevar a cabo ya que ambos procesos tienen lugar.
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En nuestro caso ya que la sefial de 2,80 ppm aparece en fases tardias del
infarto, de 6 a 8 dias post-isquemia y no en la fase aguda se considerdé que la
correlacién inmunohistoquimica mas adecuada era para determinar apoptosis, ya que
se considera que la necrosis es el tipo de muerte abundante durante la fase isquémica
aguda que es cuando hay déficit energético extremo. En cambio el tipo de muerte
secundaria mas abundante una vez restituido el flujo sanguineo en el modelo animal
es la apoptosis, que es dependiente de energia (Ferrer 2006). Los resultados de
inmunohistoquimica obtenidos en nuestras muestras indican que la apoptosis a 1 dia
post-isquemia ya era elevada (a los mismos niveles a los que se encontraria luego a los
7 dias post-isquemia) con la diferencia que a nivel del espectro la sefial de 2,80 ppm no
estd presente en la zona de infarto a 1 dia pero si a los 7 dias. Por lo tanto, nuestros
resultados, siguiendo la linea argumental planteada por Griffin y colaboradores
(Griffin et al. 2003) pareceria indicar que a 7 dias post-isquemia se detecta una sefial
intensa a 2,80 ppm ya que hay una apoptosis acumulada de toda la fase anterior. Esas
goticulas se mantendrian en el tejido incluso una vez que el detritus celular hubiera
sido extraido de la zona, ya sea asociado a la matriz extracelular o dentro de los

macrofagos atraidos a la zona de infarto.

A pesar de que esta sefial a 2,80 ppm es la que muestra los mayores cambios
en la evolucion del infarto tanto en ERM in vivo como por HRMAS ex vivo, en el caso de
la correlacion inmunohistoquimica con las células TUNEL+ no fue posible esta
correlacién directa con la seial de apoptosis, ya que a 1 dia el marcaje con TUNEL era
elevado. Tampoco el uso de patrones de reconocimiento selecciond la caracteristica de
la sefial a 2,80 ppm como diferencial entre los 3 grupos comparados (tejido sano,
infarto 1 dia post-isquemia y 6-8 dias post isquemia) probablemente por el mismo
motivo que no era valido para diferenciar los grupos tejido sano y tejido a 1 dia post-
isqguemia, donde aun no era detectable la sefal a 2,80 ppm. Aunque el sistema si
utilizé para determinar la clasificacion otras sefales lipidicas como la de Lac+LM2 (1,30

ppm) y LM1 junto con la TCr (3,03 ppm)

En el analisis por reconocimiento de patrones no supervisado del caso

analizado por mutivoxel, en cambio, se puede observar como la sefal a 2,80 ppm es
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reconocida por el sistema e incluida en la “fuente” que determina el patrén

caracteristico de la zona del infarto a 7 dias post-isquemia (Figura 78b).

A pesar de ello, falta aun una caracterizaciéon mads precisa en el campo del
infarto cerebral del origen de esta sefial debida a los PUFAs a 2,80 ppm. Dicha sefal se
puede detectar tanto en los analisis in vivo como ex vivo a TE cortos y podria
considerarse un biomarcador no invasivo adecuado para la determinacién de la
“muerte acumulada” especialmente la apoptética, en la zona de infarto en etapas
tardias. Asi, podria ser util para llevar a cabo estudios sobre pronéstico o validacion de

terapias antiapoptéticas.
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5.2. Analisis de las zonas subventriculares

5.2.1. Caracterizacion de Ilos cambios inmunohistoquimicos en las zonas

subventriculares

Para proceder al analisis de los cambios en ERM en las ZSV se muestran primero
los resultados obtenidos por inmunohistoquimica para determinar la proliferacion y la
apoptosis en las ZSVs. Esto es debido a que actualmente es el sistema gold standard
para determinar si dichos cambios se corresponden o no segun lo esperado en la

literatura previa (Tabla 3)

En la Figura 79 y la Tabla 15 se muestran los resultados para el marcaje de
proliferacion celular mediante Ki67+. En los animales del grupo control y 1 dia post-
isqguemia no se hallaron diferencias significativas entre la ZSVc y la ZSVi, tal y como era
de esperar. Alrededor de los 7 dias post-isquemia (donde en la literatura se describe
un maximo de proliferacidn) se halla una tendencia al aumento de la proliferacién a los
6 dias post-isquemia de 1,38 + 0,09veces (p=0,07) y un aumento estadisticamente
significativo a los 7 dias post-isquemia de 1,41 +0,08veces (p=0,03). A los 8 dias post
isqguemia a pesar de que el cociente ZSVi-ZSVc es similar al de los 6 o 7 dias (1,33 +
0,26veces) (p=0,36) el cambio no es significativo debido a una mayor SD de los valores

de la ZSVi.
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Proliferacion en las zonas subventriculares

1,87 *
: | .
E 8000
3 116 099 138~ 141% 133
£ 6000 ' ' . ® contralateral
w
g 4000 m ipsilateral
S

0 -

control 1dia 6 dias 7 dias 8dias

Figura 79: Analisis inmunohistoquimico de la proliferacion de las CPNs en las zonas subventriculares
(ZSVs) a) Conjunto de imagenes de la tincidn inmunohistoquimica con Ki67 (células marcadas en
marrdn) en la ZSVi (imagen derecha) y la ZSVc (imagen izquierda). La imagen central corresponde a una
imagen ponderada en T, de una rata a 7 dias post-isquemia. Los cuadrados azul y rojo indican la posicion
de la muestra analizada, b) Graficas promedio +SD para el marcaje de proliferacién en las ZSVi (barra
azul) y la ZSVc (barra roja) para los distintos grupos experimentales. Cada valor promedio corresponde a
n=3. Sobre las lineas horizontales discontinuas se indican los VC entre la ZSVi y la ZSVc. Sobre las lineas
horizontales continuas los VCT entre la ZSVi a 6 dias post-isquemia y el resto de ZSVi de los otros grupos.
Los cambios con significacion estadistica se indican con el simbolo *(p<0,05) y los que tienen tendencia
a la significacidon con el simbolo ~ (0,05<p<0,10). Test estadistico aplicado para los valores de VC: T de
Student, test estadistico aplicado para los valores de VCT: ANOVA. Abreviaturas: v= ventriculo lateral

(delimitado por una linea discontinua azul), ZSVi = Zona subventricular ipsilateral, ZSVc= Zonas

Subventricular contralateral
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Proliferacion en las ZSVs (Células Ki67+/mm?)
ZSVc ZSVi VC de la ZSVi-ZSVc | Significacion
Grupos
(Promedio + SD) (Promedio  SD) (Promedio  SD) (p <0,05)

Control 2360,78 + 447,38 2731,05 + 385,49 1,16 £ 0,06 0,34

1dia 2149,76 £ 750,94 | 2162,57 +1047,89 0,99 +0,21 0,99

6 dias 2945,79 + 576,70 | 4046,60 + 526,39 1,38 £0,09 0,07~

7 dias 2157,69 + 276,53 3036,85 + 340,92 1,41 +0,08 0,03 *

8 dias 3066,77 £ 727,33 | 4131,84 +1641,53 1,33+0,26 0,36

Tabla 15: Valores de proliferacién promedios + SD del recuento de CPNs por inmunohistoquimica

(Ki67+/mm?) en la ZSVc y la ZSVi para cada grupo. Analisis de los VC entre ambas regiones. Cada valor
promedio corresponde a n=3. Los VC con significacion estadistica se indican con el simbolo *(p<0,05) y

los que tienen tendencia a la significacion con ~ (0,05<p<0,10).. Test estadistico aplicado: T de Student

Un factor a tener en consideracidn a la hora de analizar la produccién final de
células con capacidad de migracion de la ZSV a la regidn de infarto es también la

apoptosis que se produce en estos nichos de células en proliferacion.

La determinacién de la apoptosis se llevé a cabo mediante tincién con TUNEL.
En la Figura 80 se puede apreciar como en animales sanos la apoptosis es mayor en la
ZSVs que en zonas adyacentes correspondientes al estriado de ambos hemisferios
aungue no se llegue a significacion debido a una elevada SD en las ZSVs. El cambio en
ambas zonas entre el estriado y la ZSV correspondiente es de 65,59 + 47,46 (p=0,07) en

el hemisferio izquierdo y 67,93+ 43,82. (p=0,08).



Resultados vy discusidn 186

Apoptosis por regiones en ratas no isquémicas
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Figura 80: Andlisis inmunohistoquimico de la apoptosis basal (en rata sana) en las ZSVs y en el territorio
de la ACM a) Imagen ponderada en T, de una rata sana. Los cuadrados blancos indican la posicion de las
muestras analizadas, b) Graficas promedio +SD para del recuento de células apoptéticas (TUNEL+/mmZ).
Cada valor promedio corresponde a n=3 (correspondientes a datos del grupo control no isquémico).
Sobre las lineas horizontales discontinuas se indican los VC que se calculan para cada hemisferio entre la
ZSV y su respectiva zona de la ACM. Los cambios con tendencia a la significacion se indican con el

simbolo ~ (0,05<p<0,10). Test estadistico aplicado: T de Student,.

En el caso de los animales con infarto (Figura 81y Tabla 16) el andlisis de la
apoptosis para los grupos experimentales mostré aumentos del recuento de células
TUNEL+/mm? en los dias 6 y 8, que son aquellos en los que la proliferaciéon también era

mas elevada (Figura 79).

Unicamente en el grupo de 6 dias post-isquemia hay un cambio significativo
entre la ZSVi y la ZSVc. Analizando el factor de cambio, este es muy superior (54,33 +

88,90) al de los grupos de 7 (1,73 + 1,58) y 8 dias (0,50 + 0,42).

La SD tan elevada indica que en todos los cocientes entre ZSVi y ZSVc, que se

calcula para cada animal, hay mucha variabilidad entre los animales de un mismo
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grupo. Concretamente el elevado cociente en el grupo de 6 dias (n=3) es debido a que
habia 2 casos en los que no se detectd ninguna célula apoptética en la ZSVc, y se le
asigno el valor de 1 para poder realizar el cdlculo del valor de cambio. El resultado es
un cociente muy elevado. En los grupos de 6 y 7 dias, donde la apoptosis es mas

elevada, similar a los determinados en los controles (Figura 80), el cociente es inferior.

Apoptosis en las zonas subventriculares
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Figura 81: Andlisis inmunohistoquimico de la apoptosis en las ZSVs a) Conjunto de imagenes de la
tincién inmunohistoquimica con TUNEL (células verdes mas brillantes, indicadas con una flecha blanca)
en las ZSVs. La tincién con DAPI (azul) permite ver todos los nucleos de las células de la muestra. La
imagen central corresponde a una imagen ponderada en T, de una rata a 7 dias post-isquemia. Los
cuadrados azul y rojo indican la posicion de la muestra analizada y la linea blanca discontinua delimita la
region del infarto b) Graficas promedio +SD para el marcaje de apoptosis en la ZSVi (barra azul) y la ZSVc
(barra roja) para los distintos grupos experimentales. Cada valor promedio corresponde a n=3. Sobre las
barras horizontales discontinuas se indican los VC entre la ZSVi y la ZSVc . Sobre las lineas horizontales
continuas se muestran los VCT de la ZSVi a 6 dias post-isquemia respecto a las ZSVi del resto de grupos.
Los cambios con significacidon estadistica se indican con el simbolo *(p<0,05). Test estadistico aplicado

para los valores de VC: T de Student, test estadistico aplicado para los valores de VCT: ANOVA.
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Apoptosis en las ZSVs (TUNEL +/mm?)
GRUPO ZSVc ZSVi VC de 2SVi-2SVc Significacion
(Promedio + SD) Promedio £ SD) (Promedio  SD) (p <0,05)

Control 65,59 + 47,56 67,93 +43,82 1,17+0,92 0,95

1dia 34,20 £ 36,30 40,37 + 25,76 7,47 £ 11,21 # 0,83

6 dias 38,64 + 34,40 164,47 £ 43,77 54,30 + 88,90 # 0,02 *

7 dias 56,18 £ 21,24 76,06 + 39,95 1,73 +1,58 0,49

8 dias 121,96 £92,22 78,18 + 69,04 0,50+0,42# 0,55

Tabla 16: Valores de apoptosis promedios * SD de las ZSVs por inmunohistoquimica (TUNEL+/mm2) enla
ZSVc y la ZSVi para cada grupo. Analisis de los VC entre ambas regiones. . El simbolo *indica que para el
calculo de los VC los valores correspondientes a 0 se han convertido arbitrariamente a 1 para poder

realizar el cociente. Cada valor promedio corresponde a n=3. Los VC con significacién estadistica se

indican con el simbolo *(p<0,05). Test estadistico aplicado: T de Student

5.2.2. Caracterizacion de los cambios espectroscopicos en las zonas subventriculares

5.2.2.1. Andlisis del patron espectral de la ZSV en el andlisis de referencia (1 dia

post-isquemia)

Segun los criterios de inclusion determinados en el apartado4.5.1, todos los
animales seleccionados para el estudio tuvieron un analisis espectroscopico en el
punto de referencia a 1 dia dela zona de infarto para determinar si eran aptos para el

estudio.

Durante la misma exploracién de RM también se analizd6 por ERM las ZSVs
(Figura 82).para determinar si el patrén metabdlico basal era similar en todos los

animales y determinar posibles diferencias en el punto de referencia entre los grupos
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Figura 82: Imagen ponderada en T, con los véxels de anélisis de la ZSVi (azul) y la ZSVc (en rojo) que se

utilizaron para determinar el patrén espectroscépico de las ZSVs.

Los resultados de la exploracién en el punto de referencia (a 1 dia post-
isquemia) se muestran en la Figura 83.En ésta se puede determinar que en el grupo de
7 dias post-isquemia, el patrén espectroscépico en el punto intermedio de 1 dia es
distinto al del resto de grupos. Concretamente, en la ZSVi se puede observar que hay
un incremento significativo de la resonancia de Lac+ LM2 (1,30 ppm) en el grupo de 7
dias respecto a los grupos de 1 dia post-isquemia (cociente 7 dias/1dia= 1,85; p < 0,01)
y una tendencia a 6 dias post-isquemia (cociente 7 dias/ 6 dias) = 1,51; p= 0,06).
Ademas también presenta un valor de cambio significativo de 1,87+0,33(p<0,01).

respecto a la ZSVc.

El resto de metabolitos analizados a 1 dia post isquemia que son los que
aparecen referenciados en la Figura 83, no mostraban diferencias significativas entre

los grupos.
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Figura 83: Analisis de la estabilidad del patron metabdlico de ERM in vivo a 1 dia post-isquemia en las

ZSVs a) Espectros promedio (rojo) + SD (sombreado en gris) de los grupos de 1,6,7,8 dias en el punto de

referencia de 1 dia post-isquemia. b) Grafica comparativa de la altura normalizada (UL2.) del metabolito

de Lac+LM2 (1,30 ppm) entre los distintos grupos. Cada valor promedio corresponde a n=3. Sobre las

barras horizontales discontinuas se indican los VC entre la ZSVi y la ZSVc . Sobre las lineas horizontales

continuas se muestran los VCT de la ZSVi a 6 dias post-isquemia respecto a las ZSVi del resto de grupos.

Los cambios con significacién estadistica se indican con el simbolo *(p<0,05). Test estadistico aplicado

para los valores de VC: T de Student, test estadistico aplicado para los valores de VCT: ANOVA
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5.2.2.2.  Andlisis del patrén espectral de la ZSVs en los dias de punto final

En los animales que cumplieron los requisitos de inclusién para el estudio (ver
apartado 4.5.1) se analizé el patrén espectroscépico de las ZSVs en los dias de punto

final de cada grupo: controles no isquémicos, 1, 6, 7 y 8 dias post-isquemia.

Los resultados se muestran en los espectros promedio de la Figura 84 y
numéricamente en la Figura 85 y Tabla 17 resultado de la comparacidn del valor de
cambio entre la ZSVi y la ZSVc fue que no se detectd ningln cambio significativo en

ninguno de los grupos entre ambas ZSVs.

Sin embargo, al comparar entre distintos dias si que se puede ver en la Figura
85 cdmo se producen algunos cambios tanto en la ZSVc como en la ZSVi en el tiempo.
Los cambios se producen en el metabolito de TCho (3,21 ppm) en la ZSVi donde se
detectd una disminucion significativa a un 0,77 (p=0,04) entre el grupo control y el de 7
dias post-isquemia y en la ZSVc que aunque no llega a significacion estadistica se

detecta un incremento entre el control y 6 dias post-isquemia (p=0,09).

Otro metabolito para el que se puede apreciar una variacién, aunque no
significativa, es en el Lac+LM2 (1,30 ppm) que se encuentra incrementado en el grupo
de 7 dias post-isquemia respecto al de 6 dias. El cociente de 7 dias/6dias de 1,52y 1,36

para la ZSVcy la ZSVi respectivamente.
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Figura 84: Espectros promedio +SD (sombreado en gris) de ERM in vivo de las ZSVs para cada grupo

experimental normalizados a UL2.: control no isquémico (azul), 1 dia (rojo), 6 dias (verde), 7 dias (negro)

y 8 dias (lila) post-isquemia. Cada espectro promedio corresponde a n=3. (ver

Tabla 2 para las asignaciones de las abreviaturas). En este caso no se han detectado cambios

significativos entre ambas zonas al aplicar el test estadistico T de Student.
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Cambios en las resonancias de las ZSVs a
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Figura 85: Graficas promedio + SD de las alturas normalizadas a UL2. de las resonancias de ERM in vivo
de las ZSVs para cada grupo experimental (control, 1 dia, 6 dias, 7 dias y 8 dias post-isquemia).Cada
valor promedio corresponde a n=3. Sobre las lineas horizontales continuas se indican los VC entre la

ZSViy el ZSVc. Sobre las lineas horizontales discontinuas se indican los VCT entre distintos grupos. Los
cambios con significacion estadistica se indican con el simbolo *(p<0,05) vy si tienen tendencia a la
significacion con el simbolo ™ (0,05<p<0,10). Test estadistico aplicado para VC: T de Student. Test

estadistico aplicado para VCT: ANOVA.
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Valores de cambio entre la ZSVc y la ZSVi

RESO.. GRUPO \"[o Sig. RESO. | GRUPO VvC Sig.
(promedioSD) (promedioSD)

Control | 0,89+0,10 0,17 Control 1,02 +0,32 1,00
TCho 1 dias 0,92 £ 0,07 0,58 tact 1 dias 1,01+0,10 0,84
(3,21 6 dias 0,94+0,12 0,75 tmz 6 dias 0,97 +0,17 0,71
ppm) 7 dias 0,76 £ 0,06 0,16 (1,30 7 dias 0,99 £+ 0,59 0,71
8 dias 0,91+0,13 0,31 Ppm) 8 dias 0,86 + 0,07 0,28
TCr Control | 0,91+0,13 0,21 Control 1,02 +0,04 0,73
(3,03 1 dias 1,09 +£0,20 0,58 LmM1 1 dias 1,05 0,07 0,91
ppm) 6 dias 1,02+0,10 0,76 (0,90 6 dias 1,06 £ 0,15 0,52
7 dias 0,89+0,10 0,20 ppm) 7 dias 0,93 +0,06 0,53
8 dias 0,95+0,18 0,50 8 dias 1,04 £ 0,05 0,41

NAA Control | 0,95+0,10 0,45

(2,02 1 dias 1,00+0,17 0,92

ppm) 6 dias 0,93+0,13 0,39

7 dias 0,79+0,09 0,12

8 dias 0,97 +0,17 0,69

Tabla 17: VC promedio £ SD entre ZSViy ZSVc obtenido a partir de las alturas normalizadas a UL2. de las
principales resonancias analizadas para cada grupo. Cada valor promedio corresponde a n=3. En este
caso no se han detectado cambios significativos entre ambas zonas al aplicar el test estadistico T de

Student.

5.2.2.3. Andlisis del patrén espectral comparando referencia a 1 dia y punto final

para cada animal

Otro andlisis que se realizé fue determinar la evolucién de los metabolitos
temporalmente entre la referencia a 1 dia y el punto final para cada animal que tenia 2
exploraciones consecutivas, es decir, los animales de 6,7 y 8 dias post-isquemia (Figura

86). El objetivo de este analisis fue determinar los cambios intrasujeto para intentar
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disminuir la variabilidad experimental. Para enfatizar esta relacidon temporal, ya que se
trataba de muestras en un mismo animal y en una misma zona, para la estadistica se
empled el t de Student pareado. De este modo también se ajustaba cada punto final
seguln su valor de inicio, especialmente en el caso del grupo a 7 dias post-isquemia que
a 1 dia post-isquemia ya partia de unos niveles mas elevados de Lac+LM2 (1,30 ppm)

en la ZSVi.

Sin embargo, tampoco se encontraron cambios espectroscépicos
estadisticamente significativos entre la referencia a 1 dia post isquemia y el punto final
(Figura 87 y Tabla 18) si se detectaron tendencias a la significacion en el caso de la
TCho (3,21 ppm) un aumento en la ZSVc en el grupo de 8 dias de 1,15 + 0,08 (p=0,08) y
en la ZSVi en el grupo de 6 dias post-isquemial,34 + 0,13 (p=0,08). También en el
grupo de 8 dias se detectd una disminucién en la ZSVc de la TCr (3,03 ppm) a 0,94 +
0,03 (p=0,08).
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Cambios en el patron metabdlico ZSV entre referencia
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Figura 86: Espectros promedio +SD (sombreado en gris) de ERM in vivo de la evolucion de las ZSVs entre
la referencia a 1 dia (rojo), y el punto final: 6 dias (verde), 7 dias (negro) y 8 dias (lila) post-isquemia.

Cada espectro promedio corresponde a n=3. (ver
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Tabla 2 para las asignaciones de las abreviaturas). Los cambios entre la referencia a 1 dia y el punto final
se indican con el simbolo ~ si tienen tendencia a la significacidén (0,05<p<0,10). Test estadistico aplicado:

T de Student pareado.

Cambios de resonancias en la ZSV entre
referencia 1 dia post-isquemiay punto final
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Figura 87: Graficas promedio + SD de las alturas normalizadas a UL2¢ de las resonancias de ERM in vivo
de la ZSVc y la ZSVi entre la referencia 1 dia (gris) y el punto final para cada grupo experimental: 6 dias
(verde), 7 dias (negro) y 8 dias (lila). Cada valor promedio corresponde a n=3. Sobre las barras
horizontales continuas se indican los VC entre la referencia a 1 dia y el punto final. Los VC con tendencia
a la significacion se indican con el simbolo ~ (0,05<p<0,10) Test estadistico aplicado: T de Student

pareado.
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Valores de cambio de las resonancias entre punto intermedio y punto final

RESONANCIA | GRUPO | ZSV contralateral | Significacion | ZSV lpsilateral Significacion
(Promedio £ SD) | (p <0,05) (Promediox SD) | (p <0,05)
TCho 6 dias 1,45+ 0,46 0,14 1,34+0,13 0,06~
(3,21 ppm) 7 dias 1,16 £ 0,39 0,60 1,07 +0,42 1,00
8 dias 1,15+0,08 0,07~ 1,20+0,20 0,25
TCr 6 dias 1,31+0,56 0,45 1,05+0,12 0,51
(3,03 ppm) 7 dias 1,07 £0,20 0,63 1,03+0,21 0,99
8 dias 0,94 £ 0,03 0,08~ 0,95+0,10 0,46
NAA 6 dias 1,12+0,31 0,62 1,10+ 0,18 0,41
(2,02 ppm) 7 dias 1,12+0,16 0,31 1,23+0,34 0,46
8 dias 0,93 +£0,09 0,31 1,04 + 0,06 0,37
Lac+LM2 6 dias 1,17 £0,33 0,38 1,22 +0,61 0,64
(1,30 ppm) 7 dias 1,46 £ 0,64 0,34 0,69 £0,29 0,23
8 dias 1,07 +0,11 0,40 0,67 £0,24 0,16
LM1 6 dias 1,05+ 0,21 0,76 0,94 £0,17 0,52
(0,90 ppm) 7 dias 1,12 +0,12 0,20 0,87 £0,17 0,31
8 dias 1,00+0,11 0,85 0,93+0,14 0,49

Tabla 18: VC promedio + SD entre referencia a 1 dia y punto final obtenido a partir de las alturas

normalizadas a UL2; de las principales resonancias de ERM in vivo analizadas de las ZSVs. Cada valor

~

promedio corresponde a n=3. Los VC con tendencia a la significacién se indican con el simbolo

(0,05<p<0,10). Test estadistico aplicado: T de Student pareado.

5.2.2.4. Andlisis del patron metabdlico de las ZSVs por HRMAS

Uno de los principales motivos por el cual se pensdé en el uso de la

espectroscopia por HRMAS fue para el analisis de los espectros de las ZSVs, por 2
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motivos: 1) Al tener mejor SNR es mas facil determinar metabolitos que se encuentran
en menor concentracion, 2) se pueden separar con confianza la resonancia del doblete
de lactato (1,35 ppm-1,33ppm) de la de los LM2 (1,28 ppm), ésta ultima es la
resonancia que Manganas (Manganas et al. 2007) y colaboradores atribuyeron como
biomarcador de las CPNs.

Para este analisis, tal y como se ha comentado en el apartado de infarto
(apartado 5.1.1.6) se utilizé un subgrupo de animales destinado a la irradiacién con
FMW. En este caso los animales analizados eran controles-F (n=3), 1 dia-F (n=3)y 7
dias-F (n=3) post-isquemia

Tal y como se puede ver en la Figura 88 tanto en la secuencia de Pulso-
adquisicion como la de Spin Echo hay un cambio significativo entre la ZSVi y la ZSVc
que corresponde al Lac (1,33-1,35 ppm) a 1 dia post-isquemia. En el resto de
metabolitos no hay cambios significativos.

A continuacidon se analizaran algunos de los metabolitos analizados mas

relevantes para las ZSVs.
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Patron metabdlico de la zona
ZONA SUBVENTRICULAR CONTRALATERAL

Secuencia pulso-adquisicién

Secuencia Spin Echo

|Control-F

por Cr “ i i | .l ()
VW | Wit
/’\-""“J\-L"'I U ‘w‘g/""&ﬁ‘)’ W
|
| l ‘
l (A S\

7 dias-F

I
| f It | \
| \ ‘
[ ll I |
' | | |

‘ |
7" \)fJ"‘Nj_v’ \\, MWW

1
TCho lﬂC+LM2\
N ?
TCr

Mo )'ﬁ‘V"J . r"\_“n,,"

) \J\
\ |}v L_\ /“/ OO !

i ”
f';(.’\__

U hgen decee

\ [

| Lagall ;\ﬂrfh. A, o

| | 1

4 3 2 1 pPpm

a4 3 2

L)

Figura 88: Espectros promedio (sin SD) de HRMAS ex vivo de las ZSVs para cada grupo experimental

normalizados a UL2: control-F no isquémico (azul), 1 dia -F (rojo), 7 dias-F (negro) post-isquemia. Cada

espectro promedio corresponde a n=3 (ver Tabla 2 para las asignaciones de las abreviaturas). Los

cambios entre la ZSVi y la ZSVc se indican con el simbolo * si tienen significacion estadistica (p<0,05).

Test estadistico aplicado: T de Student
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5.2.2.4.1. Lactato+ LM2

En la ERM in vivo, el Lac y los LM2 aparecen parcialmente superpuestos en una
resonancia ancha. Sin embargo, mediante HRMAS ambas resonancias pueden
diferenciarse bien sin post-procesamiento adicional. En la secuencia de pulso-
adquisicion se pueden medir ambos metabolitos, aunque no se puede descartar que el

Lac tenga contribucion de los LM2.

Por ese motivo no se amplificé la regidn con la secuencia de Pulso—adquisicién
en este apartado, Unicamente se amplificd la sefial con Standard Hahn Spin Echo
(Figura 89).Esta secuencia permite cuantificar la sefial del Lac, que aparece invertida,

sin contribucion de los LM2, con lo cual es mas fiable su determinacion

En los espectros promedio mostrados en la Figura 89 se puede observar que el
lactato se incrementa significativamente entre la ZSVc y la ZSVi en el grupo 1 dia-F

post-isquemia.

Si se analizan cuantitativamente los valores en la Figura 90 y la Tabla 25 ahora
comparando in vivo, pulso-adquisicién y Standard Hahn Spin Echo se puede observar
cémo este incremento que en in vivo tiene un valor de cambio de 1,44 + 0,41 sin ser
significativo, en la secuencia de pulso-adquisicion se detecta un incremento con
tendencia significativa del Lac de 1,25 + 0,11 (p=0,10) y en la secuencia Spin Echo, que
es la que mejor puede caracterizarlo sin contribucién de LM2, el aumento es incluso

mayor 2,70 + 0,75 (p=0,01).

Es destacable que al comparar los cambios entre distintos dias el aumento de la
sefial de Lac se produce en las 2 ZSVs. Entre control no isquémico y 1 dia en la ZSVi hay
un incremento del Lac de 5,86 veces (p<0,01) pero también en la ZSVc hay de 2,43

veces (p=0,02) (Figura 90).

Si se analiza la senal de LM2 en la secuencia de HRMAS de Pulso-adquisicidon se
demuestra que no hay cambios significativos entre la ZSVc y la ZSVi 1,06 + 0,04 (p=
0,43).



Resultados vy discusidn

203

Ampliacién de la region del lactato (1,30 - 1,40 ppm)l
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Figura 89: Ampliacion de la regidn entre 1,30 ppm y 1,40 ppm que corresponde a la zona de los Lac

(1,33-1,35 ppm) con HRMAS ex vivo (secuencia Spin Echo). Se muestran los espectros promedio + SD

(sombreado en gris) para las distintas zonas del cerebro: H.contralateral, ZSVc, ZSVi e infarto .El color

corresponde a control-F (azul),1 dia-F (rojo) y rata 7 dias-F (negro) post isquemia. Cada espectro

promedio corresponde a n=3. Los VC entre la ZSViy la ZSVc con significacidn estadistica se indican con el

simbolo * (p< 0,05) Test estadistico aplicado: T de Student.
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Figura 90: Graficas promedio + SD para la resonancia de Lac+LM2 (1,30 ppm) de las alturas normalizadas

a UL2cen el caso de la ERM in vivo y normalizadas a UL2 en el caso del HRMAS ex vivo para cada grupo

experimental (control-F, 1 dia-F, 7 dias-F post-isquemia).Cada valor promedio corresponde a n=3. Sobre

las lineas horizontales continuas se indican los VC entre la ZSVi y la ZSVc. Sobre las lineas horizontales

discontinuas los VCT. Los cambios con significacién estadistica se indican con el simbolo *(p<0,05) y los

que muestran tendencia a la significacion (0,05<p<0,10). Test estadistico aplicado para los valores de

VC: T de Student, test estadistico aplicado para los valores de VCT: ANOVA.
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Valores de cambio de Lac+ LM2 entre ZSVc y ZSVi

METAB GRUPO PRESS Sig.
ERM Control 0,88+0,12 | 0,34
Lac
in vivo 1dia 1,44+0,41 | 0,15
+LM2
7 dias 1,22+0,22 | 0,17
METAB GRUPO P&A Sig. Spin echo Sig.
Control 0,97 £ 0,02 1,00 1,06 £0,24 0,80
Lac 1dia 1,25+0,11 0,10~ 2,70+0,75 0,01*
HRMAS -
7 dias 0,99 £ 0,09 0,76 1,09+0,31 0,92
ex vivo

Control 0,98 + 0,03 0,41

LM2 1,06 £ 0,04 0,43

0,99+0,12 0,79

Tabla 19: VC promedio £SD entre la ZSVi y la ZSVc para la resonancia de Lac+LM2 (1,30 ppm) tanto por
ERM in vivo como por HRMAS ex vivo utilizando la secuencia de pulso y adquisicion y Spin Echo .El VC se

calculé a partir de las alturas normalizadas a UL2 para ERM in vivo y UL2C para ERM ex vivo. Cada valor
promedio corresponde a n=3. Los VC con significacion estadistica se indican con el simbolo *(p<0,05) y

con tendencia a la significacidn con el simbolo ~ (0,05<p<0,10). Test estadistico aplicado: T de Student.

5.2.2.4.2. Colina

Uno de los grupos de metabolitos que mejora su resolucion con HRMAS con la
secuencia Standard Hahn Spin Echo son los compuestos de colina (Figura 91). La colina
analizada como TCho indica que hay cambios en el metabolismo de fosfolipidos de
membrana, pero en cambio, analizada en sus distintos componentes Cho, PCho,
GPCho, PtdCho puede ofrecer informacion mas especifica sobre los procesos que
tienen lugar en dicha membrana, por ejemplo, si se trata de proliferacion o de

destruccion de membranas

Al analizar los compuestos de colina de forma individual no mostraron

diferencias significativas entre la ZSVc y la ZSVi como se puede ver en la Figura 92 y la

Tabla 20.
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Sin embargo, en el analisis a distintos dias se puede observar una disminucién
significativa de los compuestos de Cho (3,19 ppm), PCho (3,20 ppm) y GPCho (3,21
ppm) entre el grupo 1 dia-F post-isquemia y el grupo control-F no isquémico, a

excepcion de la PtdCho (3,25 ppm). Aunque a los 7 dias practicamente todos los

valores han recuperado el mismo nivel que en el grupo control-F.

Ampliacién regién de los ChCCp (3,17 - 3,29 ppm)

- ——rt Y .—.
HRMAS ex vivo Spin echo
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Figura 91: Ampliacién de la regién entre 3,17 ppm y 3,29 ppm que corresponde a la zona de los ChCCp
(3,19-3,25 ppm) con HRMAS ex vivo (secuencia Spin Echo). Se muestran los espectros promedio + SD
(sombreado en gris) para las distintas zonas del cerebro: H.contralateral, ZSVc, ZSVi e infarto. El color
corresponde a control-F (azul),1 dia-F (rojo) y rata 7 dias-F (negro) post isquemia. Cada espectro

promedio corresponde a n=3. En este caso no se han detectado VC entre la ZSVi y la ZSVc con

significacion estadistica aplicando el test estadistico T de Student.
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Figura 92: Graficas promedio *

SD para la resonancia de los ChCCp (3,19-3,25 ppm) de las alturas

normalizadas a UL2¢en el caso de la ERM in vivo y normalizadas a UL2 en el caso del HRMAS ex vivo para

cada grupo experimental (control-F, 1 dia-F, 7 dias-F post-isquemia).Cada valor promedio corresponde a

n=3. Sobre las lineas horizontales continuas se indican los VC entre la ZSVi y la ZSVc. Sobre las lineas

horizontales discontinuas los VCT. Los cambios con significacién estadistica se indican con el simbolo

*(p<0,05) y los que muestran tendencia a la significacidon (0,05<p<0,10). Test estadistico aplicado para

los valores de VC: T de Student, test estadistico aplicado para los valores de VCT: ANOVA.
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Valores de cambio de Colina entre ZSVc y ZSVi

ERM in vivo HRMAS ex vivo
Pulso-
PRESS

Sig. adquisicion Sig. Sig.

GRUPO TCho METAB Spin echo
(p<0,05) TCho (p<0,05)
(3,21 ppm)
(3,25ppm)

Control | 1,08 +0,38 | 0,77 0,94+0,35 | 0,24 PtdCho [ 1,09 +0,30 0,85
1dia 0,95 +0,08 | 0,29 1,28 +0,14 | 0,58 (3,25 1,14 + 0,06 0,45
7 dias 1,04 £0,25 | 0,97 1,14 +0,13 | 0,95 ppm) 1,70 + 0,89 0,36
Control GPCho 1,13+0,26 0,59
1 dia (3,21 0,84 £ 0,09 0,54
7 dias ppm) 1,05+0,21 0,72
Control PCho 0,97+ 0,34 0,69
1 dia (3,20 0,99 £+ 0,07 0,95
7 dias ppm) 1,01 +0,06 0,86
Control Cho 0,66+ 0,33 0,37
1 dia (3,19 1,18 + 0,50 0,95
7 dias ppm) 0,95+ 0,74 0,74

Tabla 20: VC promedio #SD entre la ZSVi y la ZSVc para la resonancia de los ChCCp (3,19-3,25 ppm)
tanto por ERM in vivo como por HRMAS ex vivo utilizando la secuencia de pulso y adquisicidn y Spin
Echo .El VC se calculd a partir de las alturas normalizadas a UL2 para ERM in vivo y UL2C para ERM ex
vivo. Cada valor promedio corresponde a n=3. En este caso no se han determinado VC estadisticamente

significativos aplicando el test estadistico T de Student.

5.2.2.4.3. Correlacion inmunohistoquimica en las zonas subventriculares

Para la correlacidon de las intensidades de los metabolitos obtenidos mediante
ERM in vivo con la inmunohistoquimica se procedié a determinar en primer lugar la
distribucion de los valores de Ki67+/mm?en un total de 42 casos que incluian los
recuentos de todos los animales que tenian datos inmunohistoquimicos,

independientemente del grupo al que pertenecieran.
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En el caso de los recuentos de Ki67+/mm2, la distribucion de los valores
mostraba 2 valores outliers, es decir valores atipicos considerando el resto de valores
del conjunto (Figura 93).Concretamente ambos valores corresponden a la ZSVi: la OFA
107 (6025 céls/mm?) del grupo de 8 dias post-isquemia y la OFA 102 (4617 céls/mm?)

del grupo de 6 dias post-isquemia

Para evitar introducir ruido en el calculo de la correlacion con
Ki67+/mm’debida a estos valores anémalos se aplicé el test de Grubbs para
determinar si alguno de estos outlier serd significativo y se podia retirar. Para una
muestra de 42 casos, segun el test, el valor critico para descartar un punto se establece
en una puntuacion de Z de 3,057. Como el punto correspondiente a 6025 céls/mm?
tenia una puntuacién de Z de 3,66 se considerd descartable, el punto de 4617

céls/mm? no pudo ser descartado ya que su puntuacién de Z era 2,08.

Por lo tanto, se procedié a calcular la correlacién de los metabolitos respecto a

Ki67+/mm2con un valor menos, en este caso n = 41.

En el caso de la correlacién con los valores de TUNEL+/mm? para determinar

apoptosis, se utilizaron los 42 casos ya que no se detectaron valores atipicos.

Distribucidn de los valores de células
en proliferacion

OFA 107

o
0% 6025 Ki67+/mm?
8000 , OFA102
4617 Ki67+/mm?

KI67+/mm?
S

3000

2000

1000

Z5Vs (n=42)

Figura 93: Distribucion de los valores de proliferacion (Ki67/mm?) en las ZSVs mostrado en un diagrama
de caja. Los circulos abiertos representan los valores outliers. Para determinarlos outlier el programa
SPSS multiplica 1,5 por la distancia entre los cuartiles 1 y 3 (rango intercuartilico) y el valor resultante se
suma al cuartil 3 y se resta al cuartil 1. Los nimeros que sobrepasen los valores obtenidos seran
representados como outliers. Sin embargo segun el test de Grubbs Unicamente el outlier marcado en

rojo indicado en rojo puede ser descartado.
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Se llevd a cabo un estudio de correlacién de los valores de las alturas
normalizadas segunUL2¢ de los principales metabolitos de los valores in vivo con los
recuentos de células en proliferacidon y apoptosis utilizando el test de correlacién de

Pearson (Tabla 21).

Los resultados de la correlacion inmunohistoquimica muestran que Unicamente
el TCho (3,21 ppm) muestra una correlacién positiva con el nimero de Ki67+/mm? que
aunque no llega a significacion muestra una tendencia (p=0,08). El coeficiente de

Pearson en este caso es de 0,142 (Figura 94).

En el caso del ajuste con el metabolito de Lactato+LM2 (1,30ppm) con la
proliferacion medida con Ki67/mm2que era el propuesto por Manganas vy
colaboradores (Manganas et al. 2007) como biomarcador de proliferacion nuestros
resultados no muestran una correlacién significativa (coeficiente de Pearson= -0,209)
(p=0,19) aunque los resultados obtenidos parecen indicar que, en todo caso, la
correlacién seria negativa, a mayor valor Lac+tLM2, menos numero de células

Ki67+/mm>.

Correlacion inmunohistoquimica de los metabolitos in vivo en las ZSVs

Ki67+ TUNEL+
(n=41) (n=42)
METABOLITO Coeficiente de | Significacion | Coeficiente de | Significacion
Pearson (r) (p <0,05) Pearson(r) (p < 0,05)
Colina(3,21 ppm

( ppm) 0,142 0,08~ 0,18 0,25
Creatina(3,03 ppm) 0,247 0,19 0,01 0,96
LMap(2,80 ppm) 0,181 0,25 10,20 0,20
NAA(2,02 ppm) 0,370 0,82 0,22 0,15
Lactato+LM2(1,30 ppm) -0,209 0,19 -0,05 0,77
LM1(0,90 ppm) -0,09 0,59 -0,18 0,24

Tabla 21: Valores de correlacidn de Pearson ( r )y sus valores de significacion (p). para Ki67 (marcador
de proliferacién) y TUNEL+ (marcador de apoptosis).El simbolo ~ indica tendencia a la significacion

estadistica (0,05<p<0,10)
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Figura 94: Representacion de la correlacion de Pearson para la proliferaciéon (Ki67+/mm?) y la intensidad
normalizada a UL2. de la resonancia colina total (3,21ppm) de la ERM in vivo. La distribucion fue

ajustada a una recta (linea continua).

5.2.2.5. Métodos de reconocimientos de patrones de patrones in vivo

En este caso el objetivo de los clasificadores era determinar las diferencias
entre las distintas regiones analizadas del cerebro (H.contralateral, ZSVc, ZSVi e
infarto) asi como su capacidad de ser reconocidos matematicamente de modo semi-

automatizado.

Para aumentar el numero de casos dentro de cada clase para poder realizar un
clasificador en base a mas caracteristicas y mejorar su posible robustez, se unieron
todos los casos de cada zona en una misma clase, independientemente del punto
temporal al que pertenecieran. La desventaja de esta opcion es que podia afiadir mas
variabilidad a cada grupo y complicar el reconocimiento diferencial. Sin embargo como
se mostrara a continuacion las clasificaciones se pudieron realizar con bastante

precision.

El primer clasificador constaba de 4 clases correspondientes a H.contralateral,
ZSVc, ZSVi e infarto. Los casos incluidos fueron asignados a sus respectivas clases y a

grupo de test o entrenamiento (Figura 95). El sistema realizé una evaluacién y en base
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al BER de los casos de test independiente el nUmero éptimo de caracteristicas para
éste clasificador fue de 6, ya que era el que menos porcentaje de error daba. Las 6
caracteristicas que el sistema determind que eran las que mejor permitian la

clasificacién eran, por orden de importancia, las que se muestran en laTabla 22.

DISENO DEL CLASIFICADOR PARA H.contra/ZSVc/ZSVi/Infarto con ERM in vivo

a
) b) Bootstrapping del grupo de
Clases Grupo de Grupo | Total de entrenamiento
entrenamiento | de test | casos 20
H.Contra 32 16 48 8s T 1
Z 80 1 N T [ \
ZSVc 27 14 41 S ]111 =
Z5Vi 27 14 41 on14 :
65
Infarto 22 12 34 60
3 4 5 [ 7 8 9 10
caractedsﬂcas Se'ecdonadas. 6 Nimero de caracteristicas
c) BER del grupo de test d) BERdel grupo de entrenamiento
30
25
; 20 g
o 15 &
g 10 @
5 5
0 0 :
3 8 1 3 7 g 9 10 3 . 5 o 7 & 9 10
Nomero de caracteristicas Numero de caracteristicas

Figura 95:Clasificador desarrollado para el andlisis de los cambios para clasificar 4 zonas del cerebro:
H.contralateral, ZSVc, ZSVi e Infarto. a) En la tabla se muestra el nimero de casos incluidos en cada clase
y su asignacion a grupo de entrenamiento o grupo de test independiente .El nUmero de caracteristicas
seleccionadas mostrado en el recuadro gris se calcula en base a la combinacion que ofrece un minimo
BER en el grupo de test. b) El clasificador fue evaluado en sus caracteristicas descriptivas utilizando el
método estadistico de Bootstrapping con 1000 repeticiones. En la grafica se puede observar los casos
correctamente asignados (CCC) + SD de los casos del grupo de entrenamiento. c) El clasificador fue
evaluado en sus caracteristicas predictivas utilizando el Balanced Error Rate (BER) del grupo de test
independiente segun el nimero de caracteristicas seleccionadas. En la grafica el circulo negro indica el
numero de caracteristicas que ofrece menor BER, d)BER del grupo de entrenamiento seguin el nimero
de caracteristicas seleccionadas. El circulo negro indica cual seria el nimero de caracteristicas idéneo
segln el grupo de entrenamiento, la linea discontinua indica el BER seguin el nimero de caracteristicas

finalmente seleccionado en base al grupo de test.
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Caracteristica | Desplazamiento quimico Asignacion tentativa de metabolitos
3,0445 Creatina (3,03ppm)

2 1,2926 Lactato + LM2 (1,29 ppm)

3 3,6208 Mioinositol+ Valina (3,61 ppm)

4 2,4876 NAA + glutamina (2,49/2,44ppm)

5 1,3187 Lactato (1,33 ppm)+ LM2

6 1,5662 LM (1,59 ppm) + macromoléculas

Tabla 22: Seleccidn de las 6 caracteristicas utilizadas para la generacidn del clasificador organizadas de la
caracteristica mdas a menos relevante con las asignaciones que se les han realizado segun fuente

consultada: (Martinez-Bisbal et al. 2004; Valverde-Saubi et al. 2010; Yang et al. 2012)

En base a las caracteristicas seleccionadas el sistema determina una
distribucién en el espacio latente (Figura 96). En este caso, al ser 4 grupos la
distribucién es en 3 dimensiones y debe visualizarse directamente por pantalla. En la
figura aparece la proyeccion para la visualizacion en 2Dy en consecuencia no aparecen
las fronteras divisorias (lineas) entre cada grupo. De todos modos la distribucién
permite detectar que los casos de infarto se diferencian claramente del resto (como
era de esperar) mientras que el resto de casos son mas similares entre si con respecto
a los de infarto. A pesar de dichas similitudes parece que el sistema consigue
diferenciar de una forma bastante precisa los casos que corresponden al hemisferio

contralateral (sano) con respecto a los casos de las ZSVs que se solapan extensamente.

Analizando los resultados mostrados en el clasificador se determind el tanto
por ciento de acierto del clasificador evaluado por Bootstrapping para los casos de
entrenamiento que fue de 76,07 * 4,10% siendo los grupos del hemisferio
contralateral y el infarto los mejor clasificados con 93,85 + 4,30% y 95,51 *+ 4,40%
respectivamente. En cambio las ZSVs (azul y verde) mostraron una clasificacién peor:
55,58 + 9,83% en la ZSVcy 59,47 + 9,57% en la ZSVi. El valor predictivo del clasificador
se evalla mediante el BER, que indicaria los posibles casos que se clasificarian mal al
entrarlos en el sistema (casos de test) y fue del 15,9%. En este sentido un valor de BER

bajo indica que el clasificador desarrollado tiene buenas propiedades predictivas.
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RESULTADO DEL CLASIFICADOR DE H . Contra / ZSVc /ZSVi (7 caracteristicas)
a) Espectros promedio t SD de las clases | D)  Clasificacién en el espacio latente
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Figura 96: Representacion de la clasificacidn realizada por el sistema SpectraClassifier para la separacion
de los grupos (HContra, ZSVc, ZSVi, Infarto). a) Espectros promedio + SD para cada una de las clases
generadas. Las flechas blancas indica la posiciéon de las caracteristicas diferenciales .Las bolas rojas
corresponden a aquellas a las que el investigador ha asignado a H.contralateral, las bolas azules a ZSVc,
las bolas verdes a ZSVi y las bolas amarillas a infarto. b) Clasificacion que hace el sistema de los casos de
training +test utilizados para analisis. En este caso no se muestran fronteras divisorias entre grupos,
pero se muestra mediante etiquetacion la zona que el sistema otorga a cada grupo dentro del espacio

latente.

En base a los resultados obtenidos en el clasificador anterior, y ya que ZSVc y
ZSVi compartian caracteristicas se procedid a realizar un clasificador en el cual ZSVcy
ZSVi se unieron en la misma clase. El objetivo en este caso fue diferenciar las ZSVs del

hemisferio contralateral y de |la zona de infarto (Figura 97).

En este clasificador los mejores resultados (en base al menor BER y el mayor
porcentaje de casos bien clasificados) se producian utilizando uUnicamente 3

caracteristicas que son las que se relacionan en la Tabla 20.

De este modo el tanto por ciento de acierto del clasificador evaluado por
Bootstrapping fue de 86,10+ 3,30%. El BER para los casos de test independiente en

este caso fue de 7,2% que era mejor que el BER del clasificador anterior.
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DISENO DEL CLASIFICADOR PARA H.contra/ZSVi+ZSVc/Infarto con ERM in vivo

a) b) Bootstrapping del grupo de
Clases Grupo de Grupo | Total de entrenamiento
entrenamiento | detest | casos 9
H contra 32 16 48 S i ]
safaa 1
Z5Ve+ ZVi 54 28 | 82 | gw f I T 1
Infarto 27 14 | a1 || “w v 1 !
75
2 3 4 5 6 7 8 9 10
Caracteristicas seleccionadas=3 Némero de caracteristicas
c) BER del grupo de test d) BER del grupo de entrenamiento

BER (%)

2 3 a4 5 6 7 B 9 10 2 3 R 5 6 7 8 9 10

Numero de caracteristicas Numaero de caracteristicas

Figura 97: Clasificador desarrollado para diferenciar: H.contralateral, ZSVc+ ZSVi e Infarto. a) En la tabla
se muestra el nimero de casos incluidos en cada clase y su asignacién a grupo de entrenamiento o
grupo de test independiente. El nimero de caracteristicas seleccionadas mostrado en el recuadro gris
se calcula en base a la combinacién que ofrece un minimo BER en el grupo de test. b) El clasificador fue
evaluado en sus caracteristicas descriptivas utilizando el método estadistico de Bootstrapping con 1000
repeticiones. En la grafica se puede observar los casos correctamente asignados (CCC) + SD de los casos
del grupo de entrenamiento. c) El clasificador fue evaluado en sus caracteristicas predictivas utilizando
el Balanced Error Rate (BER) del grupo de test independiente segin el nimero de caracteristicas
seleccionadas. En la grafica el circulo negro indica el nUmero de caracteristicas que ofrece menor VER d)
BER del grupo de entrenamiento segun el nimero de caracteristicas seleccionadas. El circulo negro
indica cual seria el nimero de caracteristicas idoneo segun el grupo de entrenamiento, la linea
discontinua indica el BER segun el numero de caracteristicas finalmente seleccionado en base al grupo

de test.
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Caracteristica | Desplazamiento quimico Asignacion tentativa de metabolitos
1 3,0445 Creatina (3,03 ppm)
2 3,6208 Mioinositol + valina (3,61 ppm)
3 3,0412 Creatina (3,03 ppm)

Tabla 23: Seleccidn de las 3 caracteristicas utilizadas para la generacién del clasificador organizadas de la
caracteristica mds a menos relevante con la correspondiente asignacion tentativa que se les ha realizado

segun fuentes consultadas:(Martinez-Bisbal et al. 2004; Valverde-Saubi et al. 2010; Yang et al. 2012)

La distribucién en el espacio latente de los casos de entrenamiento y de test en
este caso si muestra las fronteras divisorias (lineas continuas) para cada clase, y tal y
como se puede observar, no hay muchos casos que el sistema asigne a otro grupo que

no haya sido el asignado por el investigador (Figura 98).

RESULTADO DEL CLASIFICADOR DE H.contra / ZSVc+ZSVi / Infarto (3 caracteristicas)

a) Espectros promedio £ SD de las clases b)  Clasificacién en el espacio latente
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Figura 98: Representacion de la clasificacion realizada por el sistema Spectra Classifier para la
separacién de los grupos (HContra, ZSVc+ ZSVi e Infarto). a) Espectros promedio = SD para cada una de
las clases generadas. Las flechas blancas indica la posicion de las caracteristicas diferenciales. Las bolas
rojas corresponden a las que el investigador ha asignado a H.contralateral, las bolas azules a ZSVc+ZSViy
las bolas verdes a infarto, b) Clasificacién que hace el sistema de los casos de entrenamiento +test
utilizados para analisis. Cada linea divisoria son los limites en el espacio latente del espacio que el

sistema adjudica a cada clase, indicado por su correspondiente etiqueta.
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En los 2 clasificadores anteriores el hecho de incluir el grupo de infarto, que a
nivel espectroscépico es muy distinto al del H.contralateral o de las ZSVs puede que
sea determinante a la hora de elegir las caracteristicas diferenciadoras del sistema. Por
ese motivo, se decidié probar un ultimo clasificador en el que no se incluyera el grupo
de infarto para intentar una posible discriminacién entre la ZSVc respecto a la ZSViy el

tejido sano.

En este clasificador el minimo error en los casos de test se producia con 7

caracteristicas asi que este fue el nimero de caracteristicas seleccionado (Figura 99)

El tanto por ciento de acierto del clasificador evaluado por Bootstrapping para
los casos de entrenamiento fue de 79,02+ 4,36% que era ligeramente superior al
anterior clasificador donde se intentaban separar las 2 ZSVs. Sin embargo, el BER del
clasificador fue superior al anterior, en este caso del 25,6%. El grupo correspondiente
al hemisferio contralateral fue el mejor clasificado con un 87,54 + 6,00%. En la
clasificaciéon de las ZSVs fue donde mejoré la calidad del clasificador mostrando una

clasificacién correcta del 74,19 + 8,5% en la ZSVc y la ZSVi de 73,68 + 8,84%.

Las 7 caracteristicas diferenciales seleccionadas se muestran en la Tabla 24.
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DISENO DEL CLASIFICADOR PARA H. Contra/ZSVc/ZSVicon ERM in vivo

a) b) Bootstrapping del grupo de
Clases Grupo de Grupo | Total de entrenamiento
entrenamiento | detest | casos %
85
H contra 32 16 48 T R R PR, £ I 1
Z5Vc 27 14 41 g™ ] r ) L~ 4
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Figura 99: Clasificador desarrollado para diferenciar: H.contralateral, ZSVc y ZSVi. a) En la tabla se
muestra el numero de casos incluidos en cada clase y su asignacién a grupo de entrenamiento o grupo
de test independiente. El nimero de caracteristicas seleccionadas mostrado en el recuadro gris se
calcula en base a la combinacién que ofrece un minimo BER en el grupo de test. b) El clasificador fue
evaluado en sus caracteristicas descriptivas utilizando el método estadistico de Bootstrapping con 1000
repeticiones. En la grafica se puede observar los casos correctamente asignados (CCC) + SD de los casos
del grupo de entrenamiento. c) El clasificador fue evaluado en sus caracteristicas predictivas utilizando
el Balanced Error Rate (BER) del grupo de test independiente segin el nimero de caracteristicas
seleccionadas. En la grafica el circulo negro indica el nimero de caracteristicas que ofrece menor BER d)
BER del grupo de entrenamiento segun el nimero de caracteristicas seleccionadas. El circulo negro
indica cual seria el nimero de caracteristicas idoneo segun el grupo de entrenamiento, la linea
discontinua indica el BER segun el numero de caracteristicas finalmente seleccionado en base al grupo

de test.
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Caracteristica | Desplazamiento quimico Asignacion tentativa de metabolitos
1 3,6208 Mioinositol + valina (3,61ppm)

2 1,2926 Lactato + LM2 (1,29 ppm)

3 2,4876 NAA+ glutamina (2,49/2,44 ppm)

4 1,5629 LM + macromoléculas (1,59 ppm)

5 3,5524 Mioinositol+glicina (3,53/3,55 ppm)

6 2,1848 Metionina (2,19 ppm)

7 3,6501 Mioinositol+ glucosa(3,64 ppm)

Tabla 24:Seleccion de las 7 caracteristicas utilizadas para la generacién del clasificador organizadas de la
caracteristica mdas a menos relevante con las asignaciones que se les han otorgado segun fuente

consultada: (Martinez-Bisbal et al. 2004; Valverde-Saubi et al. 2010; Yang et al. 2012)

Ya que se mezclaron en las distintas clases grupos a distintos tiempos se
procedid a analizar los casos que se clasifican mal en la Figura 100 entre la ZSVc vy la
ZSVi para determinar si pertenecian a un punto temporal concreto. Sin embargo, ese
no fue el caso, y los casos mal clasificados pertenecian a varios puntos temporales. Se
puede determinar como a nivel de ZSVs las que mas se mezclan son las ZSVis que son
caracterizadas como ZSVc, practicamente el doble que en el caso contrario (ZSVc que
son caracterizadas como ZSVi). También es destacable que no hay ningun caso

correspondiente a la ZSVi que se clasifique como H. contralateral.

En este clasificador se puede observar que el grupo peor clasificado es el ZSVi,
aungue en ningun caso hay un caso etiquetado como ZSVi que se clasifique como
patron de tejido sano, esto Unicamente ocurre en algunos casos de ZSVc. Por lo tanto,
el sistema de reconocimiento de patrones permite un cierto nivel de discriminacion de

las ZSVs entre si.
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RESULTADO DEL CLASIFICADOR DE H . Contra / ZSVc /ZSVi (7 caracteristicas)
a) Espectros promedio t SD de las clases| D)  Clasificacién en el espacio latente
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Figura 100: Representacion de la clasificacion realizada por el sistema SpectraClassifier para la
separacién de los grupos (HContra, ZSVc+ ZSVi). a) Espectros promedio * SD para cada una de las clases
generadas. Las flechas blancas indica la posicién de las caracteristicas diferenciales. Las bolas rojas
corresponden a las que el investigador ha asignado a H.contralateral, las bolas azules a ZSVc vy las bolas
verdes a ZSVi . b) Clasificacion que hace el sistema de los casos de entrenamiento + test utilizados para
el analisis. Cada linea divisoria son los limites en el espacio latente del espacio que el sistema adjudica a

cada clase, indicado por su correspondiente etiqueta.

Un factor a tener en cuenta es la repeticién de algunos metabolitos de forma
sistematica en los 3 clasificadores (Tabla 25). La caracteristica del mioinositol a 3,62
ppm se selecciona en todos los clasificadores como caracteristica diferencial. Otro
metabolito importante en los clasificadores en los que se separa la ZSVi de la ZSVc es el
de Lactato+LM2 a 1,29 ppm, el NAA a 2,48 ppm y los LM+ macromoléculas a 1,57 ppm.
Mientras que en los clasificadores que contienen datos de infarto un elemento
claramente diferenciador es la creatina (3,04 ppm) que también fue destacado en la

separacion de los datos del infarto a distintos tiempos (Tabla 14).
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Metabolitos repetidos en los 3 clasificadores

Metabolitos ppm CLAS CLAS CLAS
Inf/ZSVi/Z5Vc/ Inf/ ZSVs/H.contra H.contra/ZSVc/ZSVi
H.contra

Mioinositol + valina 3,62 X X X
Creatina 3,04 X X

Lactato+LM2 1,29 X X
NAA + GIn 2,48 X X
LM + macromoléculas | 1,57 X X

Tabla 25: Tabla resumen de las caracteristicas diferenciales que se repiten en mas de un clasificador en

base los resultados obtenidos para los 3 clasificadores desarrollados (Tabla 22 a la Tabla 24).
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5.2.3. DISCUSION DEL ANALISIS EN LAS ZONAS SUBVENTRICULARES

Las ZSVs son los principales reservorios de células madre del cerebro. Su
capacidad proliferativa se ve afectada por una lesién cerebral. Se ha demostrado un
aumento de la proliferacién celular como respuesta al dafio cerebral, uno de los cuales
es la isquemia. En este caso, el aumento es especialmente notable en la ZSVi, siendo la
respuesta maxima alrededor de los 7 dias, segun se indica en el andlisis de la literatura
gue se realizdé de forma previa al inicio del trabajo de Tesis (Tabla 3) . Sin embargo, en
los animales con oclusion de la ACM evaluados la magnitud del cambio en las ZSVs,
especialmente la ZSVi, no fue muy elevada. El Unico grupo que mostrdé una
proliferacion mas aumentada en la ZSVi que en la ZSVc, con significacion estadistica,
fue el de 7 dias post-isquemia que fue de 1,41 + 0,08 (p=0,03).Nuestro resultado
estaria en consonancia con los descritos por (Zhang et al. 2001; Zhang et al. 2008a) en
los que detectan un aumento de 1,5 veces entre la proliferacién a en la ZSVi a 7 dias
respecto a ratas controles y que es inferior a los descritos por otros autores (recogidos

en la Tabla 3 del inicio de esta tesis).

Sin embargo en los otros 2 grupos temporales investigados por nosotros el VC
fue inferior: 1,38 + 0,09 para el grupo de 6 dias y 1,33+ 0,26 para el grupo de 8 dias. Un
valor de cambio superior habria permitido esperar diferencias metaboldmicas

mayores entre la ZSViy la ZSVc.

En cuanto al analisis por ERM, el intento de abordar la deteccién de CPNs en
divisién de forma no invasiva en el cerebro es una tarea que presenta determinadas
limitaciones, una de las principales es que las CPNs estan en contacto con otros tipos
de células como neuronas, astrocitos... con lo cual el voxel incluye también estos tipos
celulares, por lo tanto, in vivo, no se puede obtener un patrén exclusivamente

asociado a CPNs.

Por este motivo aparte del estudio de Manganas y colaboradores que se realizé

in vivo (Manganas et al. 2007) la mayoria de estudios sobre CPNs estan realizados en
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células en cultivo, para determinar los metabolitos asociados Unicamente a este tipo

celular (Ramm Sander et al. 2013b).

Hay metabolitos que han sido atribuidos a las CPNs como posibles
biomarcadores especificos como son los LM a 1,28 ppm(Manganas et al. 2007). Sin
embargo, algunos autores como Ramm vy colaboradores (Ramm et al. 2009).han
descrito que segun la fase de cultivo celular en la que estén las células puede haber
variabilidad en la visibilidad aparente de dichos LM, hecho ya descrito también para

células tumorales en cultivo (Barba et al. 1999).

Otro hecho diferencial de las CPNs en cultivo es que no hay marcadores de
maduracion, especialmente NAA (que estaria hacia 2,02 ppm)(Ramm Sander et al.
2013b). En los espectros obtenidos, tanto in vivo como ex vivo en nuestros resultados
se aprecia este metabolito. Esto implica, como era de esperar, que en el véxel o en la
muestra de tejido analizada se estan promediando otros tipos celulares como
neuronas diferenciadas (ya que el NAA es un marcador de neurona madura) que se

encuentran adyacentes a la ZSV y que contribuyen al patrén metabdlico obtenido.

En nuestros resultados acerca del analisis de la sefial de los LM2 por ERM in
vivo (1,28 ppm), como ya se comentd en el apartado de discusion del infarto
(seccién5.1.2), puede relacionarse con cambios debidos a muerte celular, como la que
se produce en el infarto. Sin embargo estos LM también fueron propuestos como
asociados a procesos de proliferacion en el caso de Manganas y colaboradores
(Manganas et al. 2007). Asi, en dicho articulo, tal como se mencionaba, la resonancia
de 1,28 ppm fue propuesta como un marcador especifico de las CPNs tanto in vitro
como in vivo. Este articulo, tal y como se comentd también en la introduccién (seccién
1.7), fue muy cuestionado, ya que otros trabajos especialmente de Ramm vy
colaboradores (Ramm et al. 2009) asociaron la deteccién de LM a estrés celular (como
confluencia o apoptosis), trabajando con CPNs en cultivo a distintas fases de su curva
de crecimiento. Asi, en la fase de proliferacion exponencial (fase log) los LM no
estaban presentes, mientras que aparecian en la fase de confluencia. Ademas estos LM
también se han encontrado en otros tipos de células madre como células madre

embrionarias (Ramm et al. 2011)o también en células de glioblastoma (Barba et al.
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1999; Ramm et al. 2011). Asi mismo, en el trabajo de Lowenbriick y colaboradores
(Loewenbruck et al. 2011)asocian la sefial de 1,28 ppm a presencia de apoptosis en
estas células, ya sea inducida por agentes quimicos o la propia existente en pequefio

porcentaje entre las células en proliferacion.

En los resultados obtenidos en nuestro caso no se encontré correlacidn entre la
deteccidon de la sefial de Lac+LM2 a 1,30 ppm in vivo en la ZSV con la presencia de
células en proliferaciéon (determinadas por Ki67+/mm?), lo cual estaria de acuerdo con
los articulos de (Ramm et al. 2009; Loewenbruck et al. 2011; Ramm Sander et al.
2013a)que cuestionan la interpretaciéon de los resultados por ellos obtenidos

propuesta por Manganas y colaboardores.

Tampoco se encontrd correlacion entre las sefiales de ERM con la apoptosis
medible en la zona (TUNEL+/mm?). Ello pudo ser debido probablemente al relativo
bajo nimero de células apoptdticas (en comparacién con el numero de células en
proliferaciéon) en esta zona que hacen que su sefial no pueda contribuir
apreciablemente al patrén espectroscépico global detectable in vivo. Sin embargo,
después de varios dias de proceso apoptético (dias 6-8 post-infarto) las goticulas
lipidicas resultantes de todas las muertes apoptdticas pueden llegar a acumularse, sea
en células en apoptosis y de manera extracelular en caso de producirse procesos
necroapoptéticos, o en macréfagos que hayan fagocitado a las células anteriormente

apoptéticas, posibilitando la deteccidn de los LMap tanto in vivo y ex vivo.

Por otra parte, en nuestros resultados obtenidos ex vivo con la secuencia Spin
echo en HRMAS, en que se puede analizar el lactato sin la presencia de LM, se detectd
un aumento significativo, precisamente en el lactato, a 1 dia-F post-infarto en ambas
ZSVs respecto a los controles-F no isquémicos, y de forma mas prominente en la ZSVi

(5,86 veces) que en la ZSVc (2,43 veces).

En la literatura la deteccidn de lactato de las CPNs se ha atribuido a una de las
caracteristicas mas significativas de la proliferacion celular, su metabolismo energético
glicolitico (Candelario et al. 2013). En el cerebro la via preferente de obtencién de
energia es la fosforilacién oxidativa mitocondrial, que es la via que permite maximizar

la generacién de ATP por mol de carbono consumido. Sin embargo, en estudios de
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tumores en proliferacion se determiné que la via de obtencidn energética es otra, lo
que se denomind el efecto Warburg (Vander Heiden et al. 2009; Lunt and Vander
Heiden 2011). Esta via implica que las células en proliferacion tienden a fermentar la
glucosa hasta lactato incluso en presencia de oxigeno suficiente para llevar a cabo la
fosforilacion oxidativa. Esta via es relevante para la proliferacién ya que Fantin y
colaboradores (Fantin et al. 2006) determinaron que la inhibicion de la enzima lactato
deshidrogenasa, que es la que reduce el lactato a piruvato, impide la proliferacién
celular en tumores. El requerimiento de la via glicolitica se hace extensible a cualquier
proceso de proliferacion y ha sido caracterizada también para células hematopoiéticas
(HSCs)(Simsek et al. 2010), en células embrionarias (ESC) y en células pluripotentes

inducidas (IPSCs)(Varum et al. 2011).

Sin embargo, al trabajar con un modelo de infarto, que tiene su mdaximo
aumento del lactato a 1 dia post-isquemia y el hecho de que la ZSVi tenga el lactato
mucho mas elevado que la ZSVc podria deberse a un aumento de la proliferacién de las
CPNs, aunque no se puede descartar también que el aumento de lactato detectado sea

por difusidn desde la zona de infarto.

Al analizar los datos inmunohistoquimicos también se puede detectar que la
proliferaciéon es mayor a los 6-8 dias que a 1 dia con lo que el aumento del lactato no
seria proporcional al nimero de CPNs, tal y como se puede apreciar en la regresién
logistica negativa entre Lac+LM2 vy células Ki67+/mm? (aunque no sea significativa su
relacion) (Tabla 21). Por lo tanto, es plausible que su origen en la ZSVi tenga

contribucién por difusidn del lactato de la zona de infarto.

En este caso, seria interesante determinar cémo podria afectar un aumento del
lactato extracelular a la proliferacion en la zona subventricular. Lampe y colaboradores
(Lampe et al. 2009) describieron que el acido lactico en cultivos de CPNs podria
proteger a las células del dafio producido por la isquemia de dos maneras: (1) En
cultivos con presencia de acido lactico, que contenian radicales libres el lactato actua
como un secuestrador de éstos y (2) la entrada del acido lactico a la célula con su
posterior conversidon a piruvato, es también antioxidante. Ademas se vio que en los

cultivos con presencia de acido lactico durante 5 dias a diferentes concentraciones (en
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un rango de 0 a 5 mg/ml), se aumentaba la proliferacién celular de manera dosis

dependiente medido en contenido de DNA.

Ademas, es bien sabido que el lactato no es Unicamente un producto final de la
glicdlisis sino que se ha determinado que tiene una funcién en el mantenimiento
energético, ya que puede ser convertido en piruvato y su carbono utilizado en la
fosforilacion oxidativa. Este uso del lactato ha sido demostrado en el caso de los
sistemas astrocitos-neuronas y también respecto al mantenimiento axonal por parte
de la oligondendroglia (Sims et al. 2009; Funfschilling et al. 2012). Por lo tanto, a pesar
de que no se ha descrito especificamente para las CPNs, podria ser que el lactato
influyera en el metabolismo energético que permite esta proliferacion(Brooks 2009) y
gue actuara como molécula senalizadora del aumento de proliferacion en la ZSV para
contrarrestar los efectos de la isquemia en la zona de infarto (Barros 2013). De este
modo, tendria sentido que los mayores niveles de lactato se encontraran a 1 dia post-
isquemia en la ZSVi. Desde un punto de vista opuesto, Chen y colaboradores(Chen et
al.) han demostrado recientemente que un aumento de la concentracién de glucosa
(fendmeno contrario a un aumento de la concentracion de lactato) aumenta la

apoptosis y disminuye las células madre neuronales (NSCs) de rata en cultivo

Otro metabolito relevante en casos de evaluacidn de la variacidn de la tasa de
proliferacién es la TCho (3,21 ppm) que en nuestros resultados es el Unico metabolito
que correlaciona con un coeficiente de Pearson de 0,142 con los resultados de
proliferacién determinados por inmunohistoquimica (Ki67+/mm?) mostrando una
tendencia a la significacion (p=0,08). La TCho tiene un papel importante como
marcador de proliferacién celular, estudiada especialmente en el campo de los
tumores (Herminghaus et al. 2002). El estudio de la TCho (3,21 ppm) in vivo sélo puede
ser adscrito de manera genérica a procesos de recambio de membrana sin distinguir

sus etapas especificamente (Ramm Sander et al. 2013b).

Al analizar los datos ex vivo con HRMAS se pueden detectar todos los
compuestos de colina que contribuyen a la sefial de TCho in vivo. En nuestro caso no se
han detectado variaciones aparentes en los compuestos de colina entre ambas ZSVs,

en la misma linea de sus correspondientes espectros in vivo, en que no hay diferencias
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significativas en TCho. En la literatura, algunos estudios apuntaban a un patrén
diferencial en las células progenitoras: Jansen y colaboradores (Jansen et al. 2006)
compararon cultivos de células madre embrionarias (ESCs) y NSCs y encontraron que
en ESCs la sefial de PCho era muy elevada y en NSCs no lo era tanto pero igualmente
era elevada y practicamente doblaba la de GPCho, aunque en nuestros resultados no
se ha podido detectar un fendmeno parecido en las ratas analizadas por HRMAS post-

FMW.

Otro punto destacable de los resultados es que la utilizacion del andlisis de
reconocimiento de patrones aplicado a la caracterizacion de las ZSVs permite
distinguirlas con bastante acierto del tejido sano e infartado e incluso producir una
discriminacidon con bastante porcentaje de acierto entre ambas ZSVs. Ello supone un
avance claro respecto al analisis metabdlico individual in vivo que no mostraba
ninguna diferencia significativa entre la ZSVc y la ZSVi basandose en un unico
metabolito. Aunque, de todos modos, el clasificador con mejor resultado global es el
que considera las 2 ZSVs como una Unica clase y las diferencia del tejido sano y del
infarto con un acierto de los casos de entrenamiento del 86,10+ 3,30% y un valor

predictivo medido con el BER para los casos de test independiente de 7,2%.

El clasificador que mejor separa las 2 zonas subventriculares es el que separa 3
clases: H.contralateral/ZSVc/ZSVi ya que mostrd una clasificacion correcta de los casos
de entrenamiento del 74,19 + 8,5% para la ZSVc y del 73,68 * 8,84% para la ZSVi que
mejoraba las separacion de ambas zonas ya que en el clasificador
H.contralateral/ZSVc/ZSVi/Infarto era de 55,58 + 9,83% en la ZSVcy 59,47 + 9,57% en
la ZSVi. Sin embargo a la hora de analizar casos de test independiente el valor del BER
es elevado (25,6%). Esto es debido a que al ser las 3 clases similares a nivel
espectroscépico, en todas las clases establecidas en el clasificador hay casos de test
gue se clasifican mal y esto aumenta el porcentaje de error global, aun asi son las

caracteristicas diferenciales mas optimizadas.

Aunque la clasificacién se establece en base a la variacion de diferentes
caracteristicas de forma conjunta, el andlisis de los metabolitos implicados puede

poner de relieve algunos metabolitos clave en el metabolismo de las CPNs. Asi, algunas
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de las caracteristicas espectrales que ha determinado el sistema de RP y que no han

sido analizados de forma individual en la discusion precedente son:

El mioinositol: Su resonancia a 3,62 ppm es seleccionada en los 3 clasificadores
para la separacion de clases. El mioinsoitol es un compuesto organico presente en el
citosol celular. Sus funciones en la actualidad no estan totalmente claras pero estd
considerado un marcador de células gliales maduras, funciona como un osmolito y su
concentraciéon se encuentra alterada en varias patologias cerebrales, como por
ejemplo, a causa de la hipoxia (Cirstea et al. 2012). Actia como osmolito ya que,
durante los procesos de estrés osmoético el equilibrio osmédtico se preserva por su
transporte a través de membrana y también participa en la formacién de mielina.
Cuando se dafia la mielina, el mioinsoitol libre se encuentra incrementado (Haris et al.
2011). El hecho de que sea clave en la separacién por RP de las ZSVs con respecto a la
zona de infarto y tejido sano puede estar relacionado con el hecho de que las células
madre tienen marcadores astrociticos (Doetsch et al. 1999). En un articulo de Jansen y
colaboradores (Jansen et al. 2006)éstos determinaron que en preparaciones de células
madre neuronales éstas tenian un contenido elevado en mioinositol. Aparte, los
astrocitos son componentes importantes de los nichos neurogénicos (Cao et al. 2013)
cosa que también puede ser causa de un incremento en los niveles de mioinositol que
tal y como se puede apreciar en la Figura 98, en nuestros resultados aparecen elevados
en los espectros promedio de las ZSVs comparados con el hemisferio contralateral y el

infarto.

El lactato + LM2 (1,29 ppm) también permite separar las distintas clases pero,
curiosamente, Unicamente en los clasificadores en que la ZSVi se encuentra separada
de la ZSVc. En cambio, cuando las 2 ZSV se analizan conjuntamente este metabolito no
es seleccionado para diferenciarlas del infarto o del hemisferio contralateral. Este
resultado estd en la misma linea de los resultados mostrados por HRMAS en que el
Unico metabolito que variaba entre la ZSVc y la ZSVi era el lactato. La posible
explicacion de este hecho es que la ZSVi recibe mayor contribucion del lactato, por
ejemplo, proveniente del infarto que la ZSVc, tal y como hemos comentado

anteriormente.
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Los otros metabolitos que se repiten en los 2 clasificadores que separan ZSVc

de ZSVi son:

El NAA+ GIn (2,48 ppm) que corresponden a las resonancias del aspartato del
NAA y de un metileno de la GIn respectivamente. Su intensidad es relativamente baja.
Las variaciones tanto del NAA como de la GIn podrian estar relacionadas con el
metabolismo de las CPNs. Sin embargo, el hecho de que la diferencia no se haya
detectado en sus resonancias principales, es decir, los cambios en el NAA a 2,02 ppm
que corresponde a la parte acetil de la molécula y es la de mayor intensidad en un
espectro de cerebro sano. O detectar cambios en la glutamina en las resonancias de
2,10 ppm o 3,75 ppm que son otras mas intensas que la de 2,44 ppm parece indicar
que el cambio es fruto de una combinacién de ambas e incluso de otras resonancias,
por lo tanto, no se considera que su funcién como metabolito diferenciador de zona de

células en proliferacion esté muy claro.

Los LM a 1,57 ppm, cuya resonancia corresponde a la segunda posicion del
metilo desde el extremo carboxilo de la molécula CH,(2)-CH,(1) —COOH (Figura 41).
Esta caracteristica indica que puede haber cambios en el contenido lipidico de la célula
aungue de igual modo que en el caso de la resonancia de NAA+GIn, no es la resonancia
mas visible de LM como puede ser la de 1,28 ppm, por lo tanto el cambio detectado en
esta posicion, puede ser debido a la contribucion de varias sustancias
simultdaneamente, por ejemplo de aminoacidos en algunas proteinas de bajo peso

molecular (Kauppinen et al. 1992).

En resumen, no se ha podido corroborar que la sefial a 1,28 ppm sea un
biomarcador de CPNs como propusieron Manganas y colaboradores (Manganas et al.
2007). Los cambios en la resonancia de Lac+LM2 (1,28 ppm) en todo caso serian
atribuibles al lactato mas que a LM2, como se ha podido demostrar mediante los
estudios de HRMAS. Asi mismo, no seria un biomarcador de proliferacién de CPNs, sino
gue podrian actuar quizds como causa, mas que como efecto, del aumento de la
proliferacién en nuestro modelo de infarto cerebral en rata. El metabolito analizado en
nuestros resultados que mas se ajusta a un posible biomarcador de proliferaciéon de

CPNs seria la TCho (3,21 ppm) que muestra una correlacion con tendencia a la
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significacién y en caso de tumores es utilizada como un biomarcador de proliferacién
(Herminghaus et al. 2002). Finalmente, el uso de técnicas de RP, basadas en el analisis
simultdneo de varios metabolitos, permite establecer diferencias entre las ZSVc y la

ZSVi que no son posibles mediante el analisis metabdlico individual.
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5.3. Administracion de terapia

Una de las aplicaciones mas interesantes que puede tener la espectroscopia a
nivel clinico es el ser una herramienta util para valorar los cambios bioquimicos que se
producen en el cerebro de forma longitudinal, por ejemplo, en el caso de la

administracién de una terapia concreta.

Es por ese motivo que, una vez caracterizado por imagen vy
espectroscépicamente el modelo de rata con infarto, se procedié a administrar terapia
y valorar tanto por ERM como por inmunohistoquimica las diferencias entre los

animales tratados y no tratados.

La terapia administrada fue el farmaco Citicolina (CDP-Colina) suministrado por
la empresa Ferrer Internacional S.A., que estaba valorando en pacientes los efectos del

farmaco administrado en la etapa aguda del ictus.

En la bibliografia (Secades 2012) estaba descrito que la Citicolina tenia efectos
sobre la proliferacion de las células progenitoras neuronales en las ZSVs y también en

el tamafo final de la lesion.

A los animales a los que se les administré terapia se marcé el grupo con una C
(de Citicolina). Los 2 grupos experimentales fueron a 1 dia-C post-isquemia y a 7 dias-C
post-isquemia. La administracién de Citicolina se realizé segun se ha descrito en el

apartado 4.2.

5.3.1. Analisis comparativo por imagen de resonancia magnética

En primer lugar se realizd el andlisis por IRM para determinar si habia
variaciones en el volumen de infarto y el edema entre el grupo tratado y no tratado.
Los resultados de la Figura 101y Tabla 26indican que no hay cambios significativos
entre los animales tratados y los no tratados en ninguno de los 2 parametros. Se

detecta en el volumen de infarto del grupo 7 dias-C una mayor variabilidad del tamafo
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de infarto, que incluye infartos menores y mayores que el grupo control. A pesar de no
ser estadisticamente significativos los cocientes animales tratados/no tratados indican
que los animales tratados tienen ligeramente mayor volumen y mayor edema que los

no tratados.

a) Imagen de animales tratados con Citicolina

1 dia-C 7 dias-C

b) Volumen de infarto (mm?)

¢) Edema (%)
1,13

aso| _1,10_ o I 4%

' ' ] J

1,01
3001 iRaEE L 157
2501 101 1 J133_
200 $ 5 6
1501 o1
100 51
1dia 7 dias 1dia 7 dias

Sin terapia
Con terapia (Citicolina)

Figura 101: Caracteristicas de los animales tratados con Citicolina. a) Imagen T, donde se puede evaluar
la reduccion del volumen de infarto de un animal del grupo 1 dia-C y del grupo 7 dias-C. b) Diagramas de
caja comparativos del analisis de los volimenes de infarto y del porcentaje de edema a 1 dia y 7 dias
para los grupos tratados con Citicolina (gris) y no tratados (blanco). En este caso no se determinaron
diferencias significativas entre los animales tratados y no tratados utilizando el test estadistico T de

Student.
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Cociente
Sin Terapia Con Terapia Significacion
GRUPO VARIABLE (Terapia/Si
(promediotSD) | (promediotSD) (p<0,05)
n Terapia)
1dia Volumen (mma) 239,16 +79,66 261,71 £ 29,80 1,10 0,67
Edema (%) 12,50+ 4,27 14,18 + 3,93 1,13 0,64
7 dias Volumen (mma) 204,98+ 29,80 207,93 £ 80,77 1,01 0,96
Edema (%) 3,48+ 4,57 4,64+ 1,41 1,33 0,70

Tabla 26: Tabla comparativa de valores de volumen de infarto y edema de los andlisis de las imagenes
de infarto en los animales tratados con Citicolina y no tratados a 1y 7 dias. Se analizaron los parametros
de volumen de infarto y % de edema y se expresaron los cocientes entre los animales tratados y sin
tratar. En este caso no se hallaron diferencias significativas entre los animales tratados y no tratados

utilizando el test estadistico T de Student.

5.3.2. Analisis de las Zonas Subventriculares

El objetivo del andlisis de las ZSVs era determinar si el tratamiento con
Citicolina aumentaba el nimero de CPNs en proliferacion en comparacién con el
grupo no tratado. Para determinarlo se llevd a cabo el andlisis mediante
inmunohistoquimica para determinar las células en proliferacion y también las células

en apoptosis en la ZSV.

5.3.2.1.  Andlisis inmunohistoquimico en las zonas subventriculares

En el analisis inmunohistoquimico de las ZSVs (Figura 102 y Tabla 27) en la
proliferaciéon de las CPNs detectada por marcaje celular con Ki67 no hubo cambios
significativos entre los animales tratados con Citicolina y los no tratados. Ademas los
valores de la proliferacion eran muy similares a la detectada en los animales sanos

(barra azul en la grafica de la Figura 102 y que se podria considerar apoptosis basal.

A los 7 dias post-isquemia se observd tanto para los animales tratados como no

tratados un aumento de la proliferacién en la ZSVi respecto a la ZSVc (como era de
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esperar). En el caso de los animales no tratados el valor de cambio era de 1,41 + 0,08
(p=0,02) y en los tratados, el cambio no era significativo, pero tenia tendencia a la

significacién y era de 1,51 £ 0,22 (p=0,08).

En cuanto a los datos de apoptosis (determinados por tincion con TUNEL+)el
efecto de la Citicolina aumenta la apoptosis de forma significativa en ambas ZSVs a los
7 dias post-isquemia y en la ZSVi a 1 dia post-isquemia. En todos los casos la apoptosis
estaba aumentada un poco mas del doble en los animales tratados respecto a los no
tratados: cociente de 2,27 en la ZSVi a 1 dia, cociente de 2,13 en la ZSVc a 7 dias y 2,36
a 7 dias en la ZSVi.

Sin embargo en valores absolutos era similar a la que podia haber en la ZSV de
los animales sanos indicada por la linea discontinua de la Figura 102b) a excepcién de
los valores de apoptosis mas elevados que se encontraron a los 7 dias post-infarto,

especialmente en la ZSVi.

En cuanto al andlisis de los valores de cambio entre la ZSVi y la ZSVc para cada
grupo se puede observar como la apoptosis es mas elevada en la ZSVi que en la ZSVc a
1 dia y a 7 dias tanto en los animales tratados como no tratados (hay un valor de
cambio en el grupo 1 dia-C que es muy elevado en comparacidn con el resto de grupos
es de 56,76 + 48,70 (p=0,01) (Figura 102b).El cociente tan elevado es debido a que en 2
de los 3 animales utilizados en el andlisis inmunohistoquimico no se detectaron células
apoptéticas en la ZSVc y se le asignod el valor de 1 para calcular el valor de cambio. Esto
implica que en esos 2 animales los valores de cambio eran muy elevados y como
consecuencia el valor final del promedio sea muy elevado y, probablemente, es una

sobrevaloracion del valor de cambio real.
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a) Proliferacién en las Zonas Subventriculares
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b) Apoptosis en las Zonas Subventriculares
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Figura 102: Gréficos sobre inmunohistoquimica en las ZSVs . a) Grafico sobre proliferacién (Ki67+/mm2)
b) Grafico sobre apoptosis (TUNEL+/mm2). Los valores se expresan como promedio + SD. Las lineas
horizontales continuas indican los VC entre la ZSVc y la ZSVi. Las barras horizontales discontinuas indican
los cocientes entre los animales tratados y los no tratados. En los graficos se ha incluido una barra de
histograma azul que corresponde a datos en animales sanos para determinar si los valores en animales
tratados eran distintos a los de un animal sano y la linea horizontal discontinua indica el nivel de
apoptosis que estaria dentro de lo que se podria considerar apoptosis basal. Los cambios significativos
se indican con * (p< 0,05) y los cambios con tendencia a la significacion con ~(0,05<p<0,10). Test

estadistico aplicado: T de Student.
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Inmunohistoquimica de las zonas subventriculares (células /mm?)

Cociente
) ; Significacion
TINCION DIA ZONA Sin terapia Con Terapia (terapia/
(p< 0,05)
sin terapia)
Kie7 ZSV contra 2150+ 751 2264 £ 531 1,05 0,84
1dia
ZSV ipsi 2163 +1048 2368 +531 1,09 0,78
ZSV contra 2158 £ 277 2115+ 243 0,98 0,85
7 dias
ZSV ipsi 3037+ 341 3209+ 744 1,06 0,73
TUNEL ZSV contra 35136 14 £ 23 0,41 0,45
1dia
ZSV ipsi 40+ 26 92+19 2,27 0,05 *
ZSV contra 5621 120+ 19 2,13 0,02 *
7 dias
ZSV ipsi 76 £ 40 179+ 34 2,36 0,03 *

Tabla 27: Recuentos inmunohistoquimicos para las ZSVs en cuanto a nivel de proliferacion (Ki67+/mm2)
y apoptosis (TUNEL+/mm?). Calculo del cociente entre los animales tratados y no tratados. Los cambios

significativos se indican con * (p<0,05). Test estadistico aplicado: T de Student.

5.3.2.2.  Andlisis del patron metabdlico de las zonas subventriculares

Se analizaron los cambios detectados en los metabolitos en las ZSVs entre
animales tratados y no tratados (Figura 103, Figura 104 y Tabla 28) y sélo se
determinaron 2 cambios significativos. Concretamente, un aumento en los animales
tratados de Lac + LM2 (1,30 ppm) de 1,66 (p=0,01)a 1 dia post-isquemia en la ZSViy a

los 7 dias post-isquemia en la ZSVc una disminucion de los LMap de 0,40(p=0,04).

Si se comparan estos resultados con los obtenidos por inmunohistoquimica en
la Figura 102: coincide en que en estos puntos experimentales se detectan diferencias
significativas en la apoptosis de las células. Concretamente la apoptosis en la ZSVia 1
dia post-isquemia aumenta en 2,27 respecto a animales no tratados y en la ZSVc en
2,13 veces a los 7 dias post-isquemia. En este sentido el cambio en la sefial del Lactato

+ LM2 (1,30 ppm) podria estar relacionado con el aumento de la apoptosis y, en
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cambio, la variacién en la sefial de los LMap (2,80 ppm)iria en sentido inverso al

esperado, ya que a mas apoptosis disminuye la seial.

Sin embargo para determinar si los cambios en la sefial de ERM eran especificos

habria que tener en cuenta 3 factores:

- En los estudios de correlacién inmunohistoquimica realizados en apartados
anteriores se considerd que la apoptosis en la ZSV, que sucede en un numero
relativamente bajo de células comparandolo con el nimero de células en proliferacion.
probablemente esté por debajo del nivel de deteccion de la técnica y no se detectd

gue ninguna sefal correlacionara con apoptosis en la ZSV.

- La seiial de los LMap (2,80 ppm) en la ZSV analizada con ERM in vivo es muy
cercana a la senal del ruido, con lo que su valor puede ser equivoco. Ademads a 1 dia
post-isquemia es dificil determinar si la contribucidon diferencial a la resonancia es

debida a los LMap o al aspartato que aparece en la misma region del espectro.

- Hay también un cambio significativo en cuanto al aumento de la apoptosis en
los animales a lo que se ha administrado terapia (Figura 102) que es del 2,36 veces
(p=0,03)en la ZSVi a los 7 dias post-isquemia. Sin embargo, para este caso, no se ha
detectado ninglin cambio espectroscépico significativo en los metabolitos (ni en

Lac+LM2a 1,30 ppm ni en LMap 2,80 ppm).
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Figura 103: Espectro promedio + SD (sombreado en gris) de las ZSVs para los animales no tratados y
tratados con Citicolina a 1y 7 dias post-infarto. Se comparan las resonancias entre los animales tratados
y no tratados. El simbolo * indica cambio significativo (p<0,05) y el simbolo ~ indica tendencia a la

significacion (0,05<p<0,10).Test estadistico utilizado: T de Student. .
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Figura 104: Graficas promedio + SD de las ZSVs para los animales no tratados y tratados con Citicolina a
1y 7 dias post-infarto . Las lineas continuas horizontales indican los valores de cambio entre la ZSVcy la
ZSVi. Las lineas horizontales discontinuas indican los cambios entre terapia y no terapia .Se comparon
los metabolitos con variacién entre los no tratados y tratados. El simbolo * indica cambio significativo

(p<0,05) y el simbolo ~ indica tendencia a la significacién (0,05<p<0,10).
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Cocientes de los metabolitos en las ZSVs entre:

promedio animales tratados /promedio animales no tratados

METABOLITO | GRUPO | ZSV contralateral | Significacion | ZSV ipsilateral | Significacion
(p <0,05) (p <0,05)

Colina 1 dia 1,00 0,26 0,92 0,48
(3,21 ppm) 7 dias 0,96 0,71 1,00 0,99
Creatina 1 dia 1,17 0,65 1,07 0,84
(3,03 ppm) 7 dias 1,07 0,70 1,01 0,96
LMap 1dia 0,88 0,14 1,46 0,36
(2,80 ppm) 7 dias 0,40 0,04* 0,64 0,23
NAA 1dia 1,05 0,90 0,92 0,15
(2,02 ppm) 7 dias 0,95 0,60 1,01 1,00
Lactato+LM2 1 dia 1,16 0,36 1,66 0,01 *
(1,30 ppm) 7 dias 0,68 0,27 0,85 0,33
LM1 1dia 1,02 0,53 0,98 0,97
(0,90 ppm) 7 dias 0,81 0,13 0,79 0,29

Tabla 28: Valores promedio * SD de las ZSVs para los animales no tratados y tratados con Citicolinaa 1y
7 dias post-infarto. Los datos estan expresados en cocientes entre los animales tratados y no tratados. El

simbolo * indica cambio significativo (p<0,05). Test estadistico aplicado: T de Student.

Para determinar mejor los cambios bioquimicos que se producian en estas
zonas también se analizaron los valores de cambio entre la ZSVi y la ZSVc en animales

tratados y no tratados para ver las sefales que se modificaban (Tabla 29).

En los resultados del andlisis de los valores de cambio entre la ZSVi y la ZSVc
para cada grupo sélo hay un metabolito que cambie de forma significativa que es el
Lac+LM2 (1,30 ppm) a 1 dia post-isquemia en los animales tratados con Citicolina, con
un aumento del 1,42 + 0,13 (p<0,01) respecto a la ZSVc. En esta misma zona también
se detectd una tendencia de cambio en el N-acetilaspartato (2,02 ppm) que disminuia
a 0,89 + 0,05(p=0,08). Este valor de cambio con significacion estadistica se produce en

el animal con un cambio en la apoptosis medido en 56,76 + 48,70 (p=0,01).
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Es importante resaltar que los cambios significativos o con tendencia a la
significacién en el patron metabdlico son en los Unicos casos en los que se detectan
diferencias significativas entre la ZSVi y la ZSVc en el nimero de células apoptdticas

(Figura 102b).

Valores de cambio entre zona ZSVi y ZSVc en animales no tratados y tratados con
Citicolina
METAB. DIiA NO TRATADOS Sig. TRATADOS Sig.
(p<0,05) (p< 0,05)
TCho 1dia 0,95 0,03 0,58 0,88+0,13 0,23
(3,21ppm) 7 dias 0,97 £ 0,17 0,77 1,01+0,11 0,94
TCr 1dia 1,10 £ 0,20 0,76 1,00 £ 0,10 0,97
(3,03 ppm) 7 dias 1,12 £ 0,15 0,59 1,04 £ 0,09 0,79
LMap 1dia 0,49 0,28 0,97 0,73+0,27 0,14
(2,80 ppm) 7 dias 1,07 £ 0,29 0,09 ~ 1,75+ 1,53 0,79
NAA 1dia 1,01+0,17 0,84 0,89+ 0,05 0,08 ~
(2,02 ppm) 7 dias 0,97 £ 0,09 0,77 1,02 £ 0,04 0,68
Lac+LM2 1dia 0,99 + 0,08 0,91 1,42+0,13 | <0,01*
(1,30 ppm) 7 dias 1,00+ 0,53 0,59 1,16 £ 0,13 0,40
LmM1 1dia 1,04 £ 0,06 0,60 0,98+0,18 0,78
(0,90 ppm) 7 dias 1,15+0,12 0,20 1,11+ 0,23 0,63

Tabla 29: Valores de cambio promedio + SD de los principales metabolitos en las zonas subventriculares
para los animales no tratados y tratados con Citicolina a 1 y 7 dias post-infarto. Los datos estan
expresados en cocientes entre los animales tratados y no tratados. EL simbolo * indica cambio

significativo (p<0,05) y el simbolo ~ indica tendencia a la significacion (0,05<p<0,10).
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5.3.3. Analisis de la zona de infarto

Los resultados por imagen MRI mostraron que no habia diferencias
significativas entre animales tratados y no tratados en cuanto a datos de volumen de

infarto y edema.

Se realizaron los estudios de inmunohistoquimica y ERM en la zona de infarto
para ver si se detectaban diferencias debidas a la administracién de Citicolina que no

eran apreciables mediante MRI.

5.3.3.1.  Andlisis inmunohistoguimico en el territorio de la ACM

En la zona de infarto y en el hemisferio contralateral el analisis
inmunohistoquimico que se llevé a cabo fue para determinar la apoptosis mediante

tincién con TUNEL.

En los resultados obtenidos para la cuantificacion de la apoptosis en el
territorio de la ACM mostrados en la Figura 105 y la Tabla 30 el cambio mas
remarcable es el que se produce en la zona del infarto a los 7 dias post-isquemia, en el
gue a pesar de la gran variabilidad de la apoptosis en los animales del grupo a los que
se les administré la terapia, se observd que habia una disminucién significativa de la

apoptosis de unas 3 veces (cociente de animales tratados/no tratados= 0,31) (p=0,04).

En cambio en el grupo de 1 dia post-isquemia tratado a pesar de no haber
diferencias significativas debido a una elevada SD del grupo sin terapia, ello sugeriria

que en los animales tratados pudiera haber mas apoptosis, 1,67 veces (p=0,27).
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Figura 105: Grafica de los resultados de apoptosis obtenidos por inmunohistoquimica a) Valores de
apoptosis promedios + SD (TUNEL +/mm?) en la ZSVi y la ZSVc. Calculo de los valores de cambio entre la
region de la ZSViy la ZSVc. Los cambios significativos se expresan como * (p<0,05),. a.1) Expansién de la
grafica en la regidn correspondiente a la sefialada en la regién marcada en verde en a) En los graficos se
ha incluido una barra de histograma azul que corresponde a datos en animales sanos para determinar si

los valores en animales tratados o no son eran muy distintos a los de un animal sano.



Resultados y discusiéon 244

Inmunohistoquimica del territorio de la arteria cerebral media

Cociente
) ; Significacion
TINCION DIA ZONA No tratados Tratados (tratados/
(p< 0,05)
no tratados)
TUNEL H.contra 516 5+6 1,02 0,98
1dia
Infarto 422 + 340 706 £ 177 1,67 0,27
H.contra 4+6 55 1,13 0,90
7 dias
Infarto 649 + 165 204 £ 201 0,31 0,04 *

Tabla 30: Valores de apoptosis promedio + SD (TUNEL+/mm?) en el territorio de la ACM. Célculo de los
valores de cambio entre la region del infarto y del hemisferio contralateral. Los cambios significativos se

expresan como * (p<0,05).Test estadistico aplicado: T de Student.

5.3.3.2.  Andlisis metabdlico en el territorio de la ACM

El andlisis de los principales metabolitos mediante ERM no mostré diferencias
significativas entre los animales tratados y no tratados a excepcién de un caso: a 1 dia
post-isquemia se detectd un aumento significativo de 1,54 veces (p= 0,01) en los
niveles de Lac+LM2 (1,30 ppm) en los animales tratados con Citicolina (espectros en la
Figura 106, graficas en la Figura 107 y cocientes animales tratados/no tratados en la

Tabla 31).

Este cambio detectado en la zona de infarto corresponde al grupo que a nivel
inmunohistoquimico presentaba un aumento no significativo de la apoptosis en la zona
de infarto de 1,67 veces (p=0,27) (Tabla 30)y que a nivel de imagen por MRI tenia un
aumento del volumen de infarto no significativo de 1,10 veces y del edema de 1,13
veces (Tabla 26). Por lo tanto parece indicar que pudiera haber una relacion

proporcional entre la apoptosis y los niveles de lactato + LM?2.

Esta relacion entre el Lactato+LM2 y la apoptosis también se puede evidenciar
en el grupo de 7 dias post-isquemia en que, a pesar de no ser significativo, hay una

disminucion de los niveles de lactato del 0,57 (p=0,17) entre los animales tratados y no
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tratados que es donde analizando los resultados de apoptosis hay una disminucién

significativa de la apoptosis del 0,31 (p=0,04).

Otro metabolito que disminuye en la zona de infarto a los 7 dias post-isquemia,
son los LMap (2,80 ppm), el marcador que en el apartado 5.1.2 se ha propuesto como
biomarcador de la apoptosis cumulativa en la etapa subaguda/crénica. En este caso la
disminucion tampoco es significativa debida a una elevada SD pero el cociente es de

0,58 (p=0,34).
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Figura 106: Espectros promedio £ SD en gris de las zonas del territorio de la ACM para los animales no
tratados y tratados con Citicolina a 1 y 7 dias post-infarto. Se comparan los metabolitos con variacién
entre los no tratados y tratados. El simbolo * indica cambio significativo (p<0,05). Test estadistico

aplicado: T de student.
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Figura 107: Graficas promedio + SD de las zonas del territorio de la ACM para los animales no tratados y
tratados con Citicolina a 1 y 7 dias post-infarto. Las lineas horizontales continuas expresan el valor de
cambio entre la zona contralateral y el infarto, las lineas discontinuas el cociente entre animales
tratados y no tratados. Se comparan los metabolitos con variacidén entre los no tratados y tratados. El
simbolo * indica cambio significativo (p<0,05) y ~ tendencia a la significacion (0,05<p<0,10).Test

estadistico aplicado: T de Student.
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Cocientes de los metabolitos de la zona ACM entre:

promedio animales tratados /promedio animales no tratados

METABOLITO | GRUPO | H.contralateral Significacion | Infarto Significacion
(p <0,05) (p < 0,05)
Colina 1 dia 1,08 0,12 0,96 0,84
(3,21 ppm) 7 dias 1,15 0,16 0,89 0,52
Creatina 1 dia 1,03 0,40 0,90 0,62
(3,03 ppm) 7 dias 1,04 0,40 0,86 0,47
LMap 1dia 1,63 0,21 0,58 0,34
(2,80 ppm) 7 dias 1,10 0,74 0,57 0,17
NAA 1 dia 0,97 0,54 0,96 0,70
(2,02 ppm) 7 dias 0,99 0,92 0,83 0,14
Lactato+LM2 1 dia 0,96 0,74 1,54 0,01 *
(1,30 ppm) 7 dias 1,04 0,57 0,57 0,29
LM1 1 dia 1,13 0,23 0,94 0,55
(0,90 ppm) 7 dias 1,02 0,89 0,66 0,37

Tabla 31: Valores de cocientes entre animales tratados y no tratados con Citicolina para determinar los

cambios que se producen a nivel metabdlico. El simbolo * indica cambio significativo (p<0,05).

En la Figura 107 y posteriormente en la Tabla 32 se muestran los valores de
cambio entre la zona de infarto y el hemisferio contralateral para animales no tratados
y tratados con Citicolina. Algunos valores de cambio con relevancia se detallan a

continuacion:

Lipidos méviles apoptdticos (2,80 ppm) a 7 dias post-isquemia: Se puede observar que
en los animales no tratados hay diferencias significativas entre la zona del infarto y el
H.contralateral, concretamente un cambio de 8,05 + 1,36 (p<0,01) (como es habitual
en los infartos en la etapa subaguda/cronica (ver apartado 5.1.1.6.1). En cambio, en los
animales tratados con Citicolina, el aumento de LMap es inferior, es de 3,68 + 1,88

(p=0,23) y en este caso las diferencias no son significativas entre ambos hemisferios.
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Este cambio estaria en acuerdo con la disminucién que se detecta en la zona del
infarto en el numero de células apoptéticas que se reducen de forma significativa, a
una tercera parte (cociente células apoptdticas animales tratados/animales no

tratados=0,31) (p=0,04) (Figura 105).

Colina total (3,21 ppm) a 7 dias post-isquemia: Si se comparan las diferencias entre los
niveles del metabolito entre la zona de infarto y el H.contralateral en los animales no
tratados parece que muestra solamente una tendencia a la disminucién (valor de
cambio=0,82 + 0,12; p=0,06), mientras que en el caso de los animales tratados la

disminucion es significativa (valor de cambio = 0,64 + 0,20) (p=0,03) (Tabla 32).

Lactato + LM2 (1,30 ppm): En el caso del lactato+LM2 a 1 dia post-isquemia, es donde
se encontraron diferencias significativas en la zona de infarto entre animales tratados y
no tratados. Concretamente los animales tratados tienen 1,54 veces (p=0,01) mas
Lac+LM2 que los no tratados (Tabla 31). También se observa este aumento del
Lactato+LM2 en los animales tratados a 1 dia post-isquemia al hacer la comparacién
entre el infarto y el H.contralateral. En los animales no tratados el factor de cambio
entre la zona de infarto y el hemisferio contralateral es de aproximadamente el doble

(p<0,01) y en los animales tratados el triple (p=0,01)

.A los 7 dias post-isquemia en los animales no tratados el metabolito esta elevado en la
zona de infarto aunque no de forma significativa debido a una elevada variabilidad
6,89 + 3,45 (p=0,09). En el caso de los animales tratados no hay diferencias
significativas entre ambos hemisferios aunque también se encuentra aumentado 3,57

+ 2,07 (p=0,20) aunque en menor medida.

Lipidos méviles 1 (0,90 ppm) a 1 dia post-isquemia: Al comparar los niveles de LM1 en
animales tratados y no tratados no hay diferencias significativas (Tabla 31). Si se
analiza el factor de cambio entre la zona de infarto y el H.contralateral, en ambos
casos el nivel de LM1 es inferior en la zona de infarto a 1 dia post-isquemia. En los
animales tratados esta disminucion es significativa 0,71 + 0,09 (p=0,01) mientras que

en los no tratados no es significativa 0,85 + 0,04 (p=0,22) (Tabla 32).
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Valores de cambio entre infarto y H.contralateral en animales no tratados y tratados con

Citicolina

METAB. DIiA Valor de cambio Sig. Valor de cambio Sig.

NO TRATADOS | (p<0,05) TRATADOS (p< 0,05)
TCho 1dia 0,52+0,10 0,01 * 0,47 £ 0,05 <0,01*
(3,21ppm) 7 dias 0,82+0,12 0,06 ~ 0,64 +0,20 0,03 *
TCr 1dia 0,48+0,13 <0,01* 0,42 £ 0,07 <0,01*
(3,03 ppm) 7 dias 0,40+0,14 <0,01* 0,32 +£0,03 <0,01*
LMap 1dia 2,69 2,55 0,20 0,59 +0,49 0,42
(2,80 ppm) 7 dias 8,05+*1,36 <0,01* 3,68 +£1,86 0,23
NAA 1dia 0,35+0,05 <0,01* 0,34 +£0,01 <0,01*
(2,02 ppm) 7 dias 0,62 +0,13 0,01 0,51 +0,07 <0,01*
Lac+LM2 1dia 1,99+0,47 <0,01* 3,07+£0,19 0,01*
(1,30 ppm) 7 dias 6,89 £ 3,45 0,09~ 3,57 +2,07 0,20
LM1 1dia 0,85+0,04 0,22 0,71+0,09 0,01 *
(0,90 ppm) 7 dias 3,58+1,62 0,11 2,25+ 0,99 0,23

Tabla 32: Valores de cambio promedio * SD de los principales metabolitos entre la zona de infarto y el

H.contralateral para los animales no tratados y tratados con Citicolina a 1y 7 dias post-infarto. Los datos

estan expresados en cocientes entre los animales tratados y no tratados. El simbolo * indica cambio

significativo (p<0,05) y el simbolo ~ indica tendencia a la significacion (0,05<p<0,10).
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5.3.4. Discusion de la terapia con Citicolina

Los resultados obtenidos en este apartado muestran que, a pesar de no
encontrar diferencias significativas a nivel de imagen en cuanto a volumen de infarto, a
nivel inmunohistoquimico si que se detectan diferencias significativas v,
adicionalmente, hay algunos parametros espectroscépicos que varian y que pueden

ayudar a entender la naturaleza de estos cambios.

A nivel del analisis del volumen de infarto nuestros resultados en los animales
tratados con Citicolina difieren del de otros grupos en los que si se ha demostrado una
reduccion del volumen de infarto. En general, segin datos publicados en un reciente
meta-analisis de Bustamante y colaboradores (Bustamante et al. 2012)de los ensayos
preclinicos realizados con Citicolina, la reduccion del volumen del infarto es de un
31,4% (rango de 21,5% a 41,4%) aunque las dosis empleadas y el modelo animal puede
presentar diferencias. En esta misma revisién ajustan las reducciones de volumen
segln el sesgo que pueden suponer los estudios menores, es decir, con bajo numero
animales y en ese caso, la reduccion del infarto es unicamente de 19,17% (rango de

10,62% a 27,72%).

Sin embargo, de forma similar a nuestros resultados, hay algunas publicaciones
en las que no encuentran reducciones en el volumen de infarto. El trabajo de
Aronowski y colaboradores (Aronowski et al. 1996)en el que con un modelo tMCAO en
ratas espontaneamente hipertensas con oclusiones en el rango de 30 a 120 minutos y
administracién de Citicolina con dosis de 500 mg/kg/dia durante 14 dias no detectaban
diferencias significativas en el volumen maximo de infarto aunque si veian diferencias

en el tiempo de isquemia necesario para producir la mitad del dafio (T50).

También cabe destacar un trabajo de Gutiérrez y colaboradores presentado en
un congreso y revisado en (Secades 2012) en que no encuentran diferencias en el
volumen del infarto entre el grupo control y los animales tratados con Citicolina a 500

mg/kg/dia por via intraperitoneal analizados a los 14 dias post-isquemia.

En la literatura también se ha descrito que la Citicolina contribuye a una

reabsorciéon mas rapida del edema citotéxico(Secades 2012). El edema se puede
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apreciar en el grupo de 1 dia post-isquemia ya que a los 7 dias practicamente ya se ha
reabsorbido el edema en todos los casos. Nuestros resultados a 1 dia post-isquemia
muestran que no hay diferencias detectables por IRM en cuanto al porcentaje de
edema calculado respecto al hemisferio contralateral entre los animales tratados y no

tratados.

En el andlisis de los cambios a nivel celular determinados por
inmunohistoquimica nuestros resultados muestran cambios tanto a nivel de la zona de

infarto como en las ZSVs:

En la zona del infarto se determind que a los 7 dias post-isquemia (Figura 101)
hay cambios en el nimero de células apoptéticas (células TUNEL+/mm?) en los
animales tratados con Citicolina respecto a los no tratados llegando a producirse una
reduccion promedio del 70% en los niveles de apoptosis a 7 dias post-isquemia (Figura
105). Esta disminucidn en la apoptosis ha sido determinada también en otros trabajos
aungue no se han encontrado trabajos que determinen la apoptosis a los 7 dias post-
isquemia. Unicamente se encontraron dos trabajos que determinan la apoptosis en la
etapa aguda (hasta las 24 horas) y un articulo hasta las 72 horas: Krupinski y
colaboradores (Krupinski et al. 2002) determinaron que en ratas con infarto con una
oclusién permanente de la ACM con administracidon de una dosis de 500 mg/kg por via
intraperitoneal de CDP-colina a los 30 minutos y 23 horas post-isquemia. Al determinar
la apoptosis medida mediante TUNEL se reducia respecto a los controles isquémicos
aproximadamente en un 45% a las 12 horas post-isquemia y un 16% a las 24 horas
post-isquemia (calculado a partir de los valores promedio mostrados en el articulo
entre el grupo control y el grupo con administracién de Citicolina post-infarto).Por su
parte, Sahin y colaboradores (Sahin et al. 2010)con un modelo de rata con oclusién
transitoria de la ACM durante 2 horas y administracion de 400 mg/kg/i.p. de Citicolina
a las 2 horas de la reperfusion detectaron un 30% de reduccion en la expresion de
caspasa-3 a las 24 horas. En etapas mas tardias, 72 horas, Sobrado y colaboradores
(Sobrado et al. 2003) determinaron, en un modelo de infarto cortical con reperfusion a
los 60 minutos de la ACM e iniciando el tratamiento con Citicolina 45 minutos después

de la reperfusion con una dosis diaria de 250 mg/kg/i.p que. a los 3 dias post-isquemia
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habia una reduccién de apoptosis medida por tincion con TUNEL aproximadamente de

un 30%.

Comparando con los datos de la literatura, nosotros no apreciamos diferencias
significativas en los niveles de apoptosis a 1 dia post-isquemia como hubiera sido de
esperar. En cambio se determind una reduccion de la apoptosis del 70% a los 7 dias
post-isquemia. Aunque no se encontraron trabajos que determinaran la reduccidn de
la apoptosis debido a la Citicolina a los 7 dias post-isquemia, en base a los articulos
antes mencionados que si detectaban disminucion de apoptosis a 1 dia y 3 dias,
también seria de esperar que la Citicolina redujese el nimero de células apoptéticas a

los 7 dias.

La diferencia entre la no reduccion de la apoptosis a 1 dia y la reduccién a 7 dias
puede significar que el tratamiento prolongado en el tiempo con Citicolina permite que
ésta tenga mas efecto tal y como sugieren los estudios que observan un mayor efecto
de la Citicolina administrada con multidosis que con dosis Unica(Bustamante et al.
2012). En nuestro caso en los animales sacrificados a 1 dia post-isquemia sélo se les
habia administrado 2 dosis de 500 mg/kg, mientras que a los sacrificados a los 7 dias
post-isquemia se les administré multidosis diarias (aparte de las 2 dosis iniciales, 4
dosis de 250mg/kg/i.p. del dia 1 al 6) en lugar de 1 diaria como hacen la mayoria de
ensayos. Este protocolo de multidosis se disefio para intentar maximizar el efecto de la

disponibilidad de la colina en el cerebro.

Nuestros resultados en cuanto al analisis de las ZSVs no detectaron cambios
significativos en los niveles de proliferacién celular detectada por Ki67 entre los
animales tratados con Citicolina y no tratados. En este sentido, nuestros resultados
contradicen algunos de los que aparecen en la bibliografia, aunque obtenidos en
condiciones no exactamente comparables a las de este estudio: Gutierrez-Fernandez y
colaboradores (Gutierrez-Fernandez et al. 2012) en un modelo animal de rata con
oclusién de la ACM extracraneal y administracion de Citicolina de 1 dosis de 500
mg/kg/dia/i.p. durante 14 dias hallaron cambios en cuanto al nimero de neuroblastos
detectables en la zona peri-infarto marcados con BrdU a los 14 dias post-infarto, que

aumentan unas 3 veces en los animales tratados. En la misma linea Diederich y
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colaboradores (Diederich et al. 2012) en un modelo de isquemia fototrombdtica con
Rosa de Bengala con administracion de Citicolina 100 mg/kg/dia durante 10 dias
empezando a las 24horas post-isquemia detectaron a los 28 dias un aumento de un

factor de 3 veces en las células en proliferaciéon (marcadas con BrdU) en la ZSV.

Sin embargo, en la apoptosis si se determinaron cambios significativos en
ambas ZSVs en las ratas tratadas, que presentaban mas apoptosis en la regién de las
ZSVs que las no tratadas. La apoptosis es un proceso ligado a la proliferacién, con una
funcién de control y limitacién de la capacidad proliferaria globalmente considerada,
en el seno de un tejido sano. Una parte de las células nuevas que se forman en el
cerebro cada dia mueren de forma practicamente inmediata(Levison et al. 2000). Esto
concuerda con que en el cerebro sano el numero de células proliferarias medibles en
las ZSVs resulta de un equilibrio entre la division celular, la migracién rostral y la
muerte celular por apoptosis y, en caso de patologia, la migracion radial hacia el lugar
dafiado. Esto es critico para prevenir, por ejemplo, una progresiéon tumoral(Gotts and
Chesselet 2005). Aunque el mecanismo aun no estd del todo definido se ha detectado
gue en condiciones normales hay correlacién positiva entre un aumento en la
apoptosis y de la proliferacion pero que en caso de patologia esta correlacién
disminuye y se puede llegar a una expansion de la ZSV o a una disminucion(Farioli-

Vecchioli et al.).

La accion de la Citicolina, analizando Unicamente las ZSVs, pareceria que
aumentaria la apoptosis ya que ésta es superior al doble en los animales tratados que
no tratados y, por lo tanto, conllevaria a una menor produccién global de CPNs. Sin
embargo, a pesar de detectar estos cambios entre tratados y no tratados tanto a 1 dia
post-isquemia en la ZSVi como a los 7 dias en ambas ZSVs, Unicamente a 7 dias post-
isqguemia en la ZSVi los niveles de apoptosis medida por TUNEL+/mmZaumentan por
encima de los valores detectados en los controles no isquémicos, por lo tanto por
encima de lo que se consideraria dentro de la normalidad (Figura 105). Por otra parte,
si se analizan los cambios en la zona de infarto de forma concomitante a los 7 dias
post-isquemia en los animales tratados es cuando los animales presentan una
disminucion significativa de la apoptosis en la zona de infarto. La migracion de las CPNs

esta dirigida basicamente por estimulos generados por la patologia o en el caso del
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cerebro sano por los lugares de migracién, como puede ser el bulbo olfatorio.
Mandairon y colaboradores (Mandairon et al. 2003) determinaron en un modelo de
ratén que en el caso del tracto migratorio rostral la desaferentizacién sensorial
aumentaba la apoptosis de las células que migran hacia el bulbo, determinando que la
sefiales estimuladoras del bulbo son necesarias para la supervivencia de las nuevas
células. Por lo tanto, nuestra hipdtesis seria que una reduccién en la severidad del
infarto debida a la accion del farmaco Citicolina en el territorio ACM podria traducirse
en una menor sefalizacién para la migracién de las CPNs desde la ZSVi. Esto podria
modular la proliferacién neuronal hacia una menor produccion de nuevas CPNs ya que
la cantidad de tejido a reparar seria menor que en el caso del grupo no tratado. Esta

regulacion vendria mediada por el aumento de la apoptosis en la ZSV.

La administracién con Citicolina se esperaba inicialmente que modulara el nivel
de proliferacién en la ZSV de los animales y detectar luego dichos cambios mediante
biomarcadores espectroscépicos de diferencia en proliferaciéon (como el de TCho, 3,21
ppm), pero en nuestros animales no hubo diferencias en proliferacién, contrariamente
a lo esperado. Las diferencias en apoptosis son de un nimero bastante reducido de
células (en comparacion con las proliferantes) con lo cual los cambios probablemente
estan por debajo del limite de deteccion directo de la técnica de la ERM, aunque se
detectaron diferencias en las resonancias de Lac+LM2 (1,30 ppm) y LMap (2,80 ppm)

en las zonas donde habia cambios significativos en apoptosis (Tabla 28).

Sin embargo, debido a la poca intensidad de las sefiales analizadas en la region de las

ZSVs estos cambios significativos deberian ser considerados con precaucion.

El analisis espectroscépico de la zona de infarto, muestra que a 1 dia post-
isqguemia hay significativamente mas lactato+LM2 en los animales tratados que en los
no tratados. Sin embargo en el grupo de 7 dias esta tendencia se invierte y a pesar de
no mostrar diferencias significativas debido a que hay una elevada variabilidad en la
desviacién estandar, a nivel de promedios, la diferencia entre los animales tratados/no
tratados del 0,58 en los LMap (2,80 ppm) y del 0,68 en el Lac+LM2 (1,30 ppm) siguen la
tendencia de la reduccidn en la apoptosis detectada por inmunohistoquimica, que fue

del 0,31, con lo cual ambos podrian ser potenciales biomarcadores de la apoptosis
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para la evaluacion de la accién de farmacos, especialmente la sefial a 2,80 ppm que tal
y como se ha comentado en la discusidn del infarto sélo se asocia a muerte apoptética

in vivo.

A modo de resumen, se determind que la Citicolina reduce la apoptosis medida
en la zona de infarto a los 7 dias post-isquemia pero en nuestro caso, no aumenta la
proliferacion de las CPNs en la ZSVs. Se detecté también un aumento de la apoptosis
en las ZSVs en los animales tratados, aunque ello podria interpretarse a la luz de una
menor severidad del infarto, que puede mediar en los niveles de proliferacién de las
CPNs. Mediante ERM in vivo no se pudo determinar un biomarcador espectral que
permitiera determinar el efecto del farmaco en las ZSVs, posiblemente debido a que
los cambios estaban por debajo del limite de deteccion de la técnica. En cambio en la
zona de infarto, donde los cambios en el nivel de apoptosis son mas evidentes segun el
estudio inmunohistoquimico, el Lactato+LM2 o los LMap son posibles biomarcadores

por ERM in vivo de este cambio.
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6. DISCUSION GENERAL

Las discusiones a nivel de cada capitulo se han centrado en el analisis de los principales cambios
en el patron metabdlico para la zona de infarto, la zona subventricular tanto en los animales de
referencia como en aquellos a los que se administrd terapia con Citicolina, y su interpretacion a nivel

bioldgico. Ello queda resumido ahora en la Tabla 33.

INFARTO ZSVs post-infarto
TCho N2 T
TCr NN -
LMap ™~ -
NAA N2 -
Lac+LM2 ™~ T
LM1 ™~ -

Tabla 33: Cambios principales detectados en el analisis de metabolitos por ERM in vivo y HRMAS ex vivo
de la zona de infarto y en las zonas subventriculares. La direccién de las flechas indican el cambio que se
produce debido al infarto, el nimero de flechas la magnitud del cambio. En el caso de las ZSVs de las

resonancias para las que no se dispone de resultados concluyentes se han marcado con un guion (-).

Sin embargo, el uso combinado de las distintas técnicas que se han utilizado en
esta Tesis: espectroscopia SV, espectroscopia multivoxel, espectroscopia HRMAS y
técnicas de reconocimiento de patrones no ha sido comentada con una perspectiva de
conjunto y es una de las aportaciones principales de este proyecto al campo de la

investigacion en isquemia cerebral.

Asi, a nivel de analisis espectroscopico hay muy pocos trabajos en el campo de
la isquemia que utilicen espectroscopia de RMN a alto campo para su estudio. Ello es
debido a que trabajar ex vivo requiere el sacrificio del animal y con ello los cambios
gue se producen durante el periodo de isquemia post-mortem (que son de la misma
indole que los debidos a la patologia que se esta estudiando). Esto en el campo de la
isqguemia cerebral es especialmente critico ya que podria confundir la interpretaciéon

de dichos resultados.




Discusion general 258

Por este motivo, la espectroscopia ex vivo se realiza basicamente en fluidos
(sangre, liquido cefalorraquideo...) mas que en el tejido isquémico de interés. Hasta
donde alcanza nuestro conocimiento existe un Unico trabajo realizado con
espectroscopia ex vivo en isquemia que es el de Yang y colaboradores (Yang et al.
2012)en el que analizaron extractos de cerebro mediante espectroscopia ex vivo a
14,1T de ratas con infarto focal permanente sacrificadas a las 24 horas mediante
decapitacion y congelacién del tejido a -80°C. Esta técnica de la congelacion rapida,
aunque es de uso comun para estudios de metaboldmica, tiene mas complicaciones
para evitar los cambios de la isquemia post-mortem y ademas no es irreversible, ya
que si se realizan experimentos a temperatura fisiolégica los enzimas que catalizan las

reacciones post-mortem pueden ser reactivados.

Nuestro proyecto propuso el uso de irradiacion FMW como el método de
sacrificio mds adecuado en estudios de isquemia para poder realizar estudios de
metaboldmica ex vivo. Esta técnica, a través de la inactivacién enzimatica permanente
permite la rédpida e irreversible inactivaciéon del metabolismo post-mortem (valorado
en el mantenimiento del cociente PCr/Cr). Davila y colaboradores (Davila et al.
2012)demostraron que la irradiaciéon permite la estabilidad del patron espectral en
estudios ex vivo, asi como la posibilidad de realizar los experimentos a 37°C. Las
ventajas de poder trabajar a temperatura fisiolégica son que permite obtener mejor
sefial de los lipidos mdviles y los compuestos que contienen colina (Cheng et al. 1997;
Valverde-Saubi et al. 2010) ademds que trabajar en condiciones fisiolégicas permite

una mejor comparacién con resultados in vivo.

En la literatura hay estudios donde esta técnica de sacrificio por irradiacién
FMW se ha aplicado a animales sanos y en otros modelos experimentales (de Graaf et
al. 2009). Sin embargo, este es el primer estudio aplicado a un modelo de isquemia
cerebral. Con este método de sacrificio se ha demostrado que el patrén es distinto
segln la region analizada del cerebro y se pueden hacer estudios comparativos fiables,
incluso permitiendo la determinacion del metabolito del lactato, que es propio del

infarto cerebral pero también del metabolismo isquémico post-mortem.
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El uso de la espectroscopia ex vivo HRMAS es una de las técnicas que en la
actualidad ofrece mejor resolucion para estudios metaboldmicos en tejidos,
permitiendo una resolucidon muy superior a los estudios in vivo. Mediante esta técnica
se pueden detectar los compuestos que contienen colina que son indistinguibles
directamente in vivo, por ese motivo in vivo se referencian como TCho (3,21 ppm) o

también se puede diferenciar el lactato (1,33-1,35 ppm) de los LM2 (1,28 ppm).

Una de las principales ventajas de la técnica HRMAS es que no necesita
procesamiento previo de la muestra, con lo cual se evitan las pérdidas de metabolitos
gue se pueden dar en el proceso de la extraccidn y se mantiene la integridad del tejido

(mas similar a los estudio in vivo).

Mediante el uso de esta técnica se han podido obtener espectros de alta
resolucién tanto de infarto como de las zonas subventriculares, donde se produce la
proliferaciéon de las CPNs. El HRMAS post-FMW puede ser una excelente técnica que
actie como paso intermedio entre los estudios de lineas celulares de células
progenitoras y los estudios in vivo. Con el anadido que al no destruir la muestra

permite su utilizacidn posterior para estudios de inmunohistoquimica, genédmicos, etc.

Por otro lado, la aplicacidén de técnicas de reconocimiento de patrones permite
de forma objetiva y matematica clasificaciones de espectros. Estas técnicas tienen
mucho potencial a la hora del analisis espectroscdpico. Asi, permiten la deteccién de
los metabolitos mas caracteristicos de una determinada patologia o regidn cerebral.
Especialmente los clasificadores no supervisados pueden suponer una herramienta
muy util a lo hora de analizar grandes cantidades de datos espectroscépicos en la
espectroscopia multivéxel poniendo en relevancia regiones andmalas y metabolitos de

interés como biomarcadores en una determinada patologia.

El uso combinado de estas distintas técnicas puede contribuir en un futuro a
una mejor caracterizacion metaboldmica de los cambios que tienen lugar en una
determinada patologia con capacidad para determinar biomarcadores de procesos de
interés. En nuestro estudio se proponen 2 marcadores para distintos procesos que

tienen lugar en el cerebro tras la isquemia: el marcador de los LMap (2,80 ppm) como
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biomarcador de apoptosis cumulativa en la regién de infarto y la TCho (3,21 ppm)

como la seial mas adecuada para un posible biomarcador de proliferacién celular.

Este trabajo tiene sus limitaciones, que son fundamentalmente un bajo nimero
de animales empleados, debido a una baja tasa de infartos que cumplieron las
condiciones de inclusiéon predefinidas (15% del total de animales empleados), bajo
numero de animales en cada punto temporal y bajo nUmero de puntos temporales
analizados, que en caso de aumentarse, habrian permitido detectar mejor cinéticas de

evolucién de algunos de los metabolitos relevantes como el Lactato o los LMap.

Otra de las principales limitaciones fue la magnitud del cambio de las CPNs en
proliferacion detectada en las ZSVs que no ha sido suficiente para determinar posibles
biomarcadores in vivo que permitan diferenciar entre ambas zonas subventriculares.
Seria necesario utilizar estimulos que permitieran un cambio en la proliferacion de las
CPNs de mayor magnitud. Por ejemplo mediante factores de crecimiento o en sentido
contrario, mediante Ara-C que es un antimitdtico que elimina las CPNs mientras es

administrado y después vuelven a expandirse otra vez

Las técnicas de reconocimiento de patrones, especialmente en el analisis de las
ZSVs, sin mezclar datos a distintos tiempos ofrecerian una mejor caracterizacion del
patron espectral. Pero para ello seria necesario aumentar el nimero de casos, ya que
la robustez es un compromiso entre el nimero de casos y el nimero de caracteristicas

gue el sistema puede utilizar.

En esta tesis el analisis de los metabolitos se ha hecho en base a intensidades
relativas de las resonancias ya que asi era aplicable a todas las técnicas propuestas
HRMAS, reconocimiento de patrones, espectroscopia in vivo...ya que los sistemas de
cuantificaciéon mediante post-procesamiento no estan disponibles (de momento) para
HRMAS o reconocimiento de patrones. Sin embargo, especialmente in vivo, seria
necesario usar técnicas de cuantificacion de los metabolitos por deconvolucién vy
ajuste de datos espectrales, como podria ser el LC modelo para determinar de una

forma mas precisa la magnitud de los cambios que ocurren.
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Finalmente, este trabajo sélo se centré en una parte de la neurogénesis, la
proliferacion celular en la ZSV, sin embargo, seria necesario monitorizar la migracion y
también la integracion funcional de las nuevas células en circuitos existentes para

poder disponer de un biomarcador del proceso de la neurogénesis.

El disefio experimental aplicado para este estudio, encarado a evaluar el patrén
de proliferacion de las CPNs en la ZSV, cred limitaciones a la hora de una
caracterizacion mas precisa en la zona del infarto cerebral de la evolucién la
resonancia de LMap. Seria necesario que en futuros trabajos se abordara un estudio
mas detallado de los cambios de los LMap entre 1 dia y 6-8 dias, momento en que
dicha resonancia ya se encuentra muy aumentada, para intentar correlacionar su
presencia e intensidad con procesos que estén sucediendo a etapas mas tempranas.
También seria necesario determinar si esta resonancia desparece en etapas
posteriores a una semana de evolucion post-infarto y con qué procesos se puede
correlacionar, incluyendo tinciones para goticulas lipidicas, macréfagos y también de

zonas necroticas.

Otra linea de investigacidon a seguir seria la aplicacidon de la metodologia de
reconocimiento de patrones, que permite el analisis de varios metabolitos
simultdneamente, especialmente mediante la segmentacion de patrones no
supervisados. Dicho estudio, que Unicamente se llevd a cabo como prueba de
concepto mediante fuentes es una de las técnicas que pueden permitir una mejor
segmentacion de estados de zonas con diferentes estados metabdlicos, por ejemplo

seria de interés su aplicacidn a la visualizacién in vivo de la penumbra isquémica.

También seria util llevar a cabo mediante la técnica de HRMAS post-FMW un
analisis mas exhaustivo de las resonancias que no son detectables in vivo para poder
determinar otros cambios bioquimicos que estén influyendo en el infarto o areas de
proliferacion, asi como el efecto de diversas terapias sobre el metabolismo celular

detectable en forma de biomarcadores espectroscdpicos.
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7. CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Se ha puesto a punto un protocolo de ERM in vivo para la caracterizacién del
patréon espectral de la zona de infarto y las zonas subventriculares en un

modelo de isquemia cerebral en rata.

La irradiacidon con microondas focalizadas (FMW) detiene el metabolismo post-
mortem en el modelo animal de infarto cerebral manteniendo un cociente

PCr/Cr similar a datos descritos in vivo.

Con los animales sacrificados mediante FMW se pueden realizar estudios de
espectroscopia ex vivo a alto campo mediante HRMAS pudiendo cuantificar el
metabolito del lactato en un modelo de infarto cerebral sin la interferencia de

la isquemia post-sacrificio.

El uso combinado de espectroscopia in vivo y ex vivo post-irradiacion permite
una mejor caracterizacién metabolémica de los tejidos especialmente por la
resolucién que se obtiene en la separacién de los compuestos de colina
(centrados a 3,21 ppm) y de las sefiales de lactato y lipidos méviles (centradas

a 1,30 ppm).

Para el estudio de la evolucién del infarto a nivel crénico las sefiales lipidicas
son las Unicas que muestran variacion a lo largo del tiempo y tienen potencial
como biomarcadores indirectos de evolucién del infarto. Es especialmente
destacable la senal correspondiente a lipidos méviles apoptéticos (LMap) a 2,80

ppm, que Unicamente aparece en las etapas avanzadas del infarto.

En el anadlisis de la proliferacién en las zonas subventriculares in vivo el
metabolito de Colina total (3,21 ppm), un biomarcador establecido de
proliferacion en tumores, es el Unico que muestra una tendencia a la
significacidon con el nimero de células progenitoras en proliferacion detectables

mediante inmunohistoquimica.
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7)

8)

9)

No se ha encontrado correlacién entre la resonancia a 1,28 ppm vy la
proliferacion celular aunque mediante HRMAS se detectd un aumento del
Lactato (1,33-1,35 pm) en las zonas subventriculares a 1 dia post-isquemia,

aungue no se puede descartar que sea por difusién desde la zona de infarto.

El uso de técnicas de reconocimiento de patrones mejora al analisis del patrén
metabdlico individual para determinar diferencias entre ambas zonas
subventriculares, de cara a una discriminacion automatizada de interés para
futuros estudios de segmentacion de imagen molecular basada en el

metaboloma.

La administracién del farmaco Citicolina reduce la apoptosis cuantificada
mediante inmunohistoquimica en la zona de infarto a 7 dias post-isquemia,
produciendo una disminucidon (aunque no significativa) de las sefales de
Lactato (1,30 ppm) y lipidos moviles apoptéticos (2,80 ppm) detectables in vivo,

con posible efecto modulador de la proliferacidn en las zonas subventriculares.

10) La espectroscopia de resonancia magnética tiene potencial como fuente de

biomarcadores no invasivos facilmente traslacionable a la practica clinica.
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