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PROLOGO

Pocas dreas interdisciplinarias han resultado tan fértiles como la Bioingenieria. Esto se evi-
dencia en el impacto mutuo que han tenido tanto en el avance del conocimiento como en
las aplicaciones practicas derivadas del mismo. Las estructuras bioldgicas han servido para
plantear innovaciones tanto en el campo de la ingenieria y la arquitectura como en el desarro-
llo de nuevos materiales. Reciprocamente el modelado de procesos biolégicos ha permitido
la comprension de los mecanismos fundamentales que los regulan. Esta interaccion virtuosa
ha llevado simultineamente a aplicaciones médicas responsables de mejoras sustantivas en
la extension y calidad de vida de millones de individuos. Finalmente, y como se demuestra
en el presente volumen, nuestro pais cuenta con recursos humanos de excelencia que per-
miten apostar a la bioingenieria como una de las dreas de desarrollos competitivos a nivel
internacional.

Buenos Aires, Argentina Dr. Lino S. Baraiiao,
Diciembre, 2017 Ministro de Ciencia, Tecnologia
e Innovacién Productiva



PREFACIO

El objetivo de esta edicion es mostrar algunos avances importantes en campos de la Bio-
ingenieria en la Argentina. Si bien no se abarcan todas las temadticas desarrolladas en el
pais, es nuestro objetivo dar un panorama representativo de la actividad llevada a cabo por
ingenieros que se han volcado a estudiar esta problematica.

No se puede dejar de mencionar a los Drs. Luis F. Rocha (miembro de esta Academia,
fallecido en 2009) y Maximo E. Valentinuzzi, pioneros de esta drea del conocimiento en
Argentina. El primero de ellos, desarroll6 sus trabajos en procesamiento de la voz y el es-
tudio de inestabilidades y caos en redes de autématas, siempre vinculado al procesamiento
digital de sefiales. Mientras que el Dr. Valentinuzzi, realiz6é importantes contribuciones en
bioimpedancia, biomecdnica ventricular y fibrilacién - defibrilacion cardiaca. Asimismo fue
y sigue siendo un educador y promotor de la Ingenieria Biomédica.

En el ambito de la educacion, la Universidad de Entre Rios en Octubre de 1984 crea la
Facultad de Ingenieria y abre los cursos correspondientes al primer afio de la carrera de Bio-
ingenieria. La misma, fue reconocida oficialmente en marzo de 1985, resultando pionera en
brindar formacion de grado en el conocimiento de la Bioingenieria, no solo en la Argentina
sino en Sudamérica. El 3 de julio de 1992, se gradian en dicha Facultad los ocho primeros
Bioingenieros del pais y el entonces Decano Ing. A. Carpio instituye oficialmente ese dia
como el “Dia del Bioingeniero”.

Cuando se encaran aplicaciones de distintas ramas de la Ingenieria tradicional para resolver
problemas que presentan los campos de la Medicina y/o de la Biologia, se ingresa en la com-
plejidad de la Bioingenieria. En este campo, relativamente poco extendido en nuestro pais,
se abarca desde la bioinstrumentacion, el disefio de instrumental médico y equipos, hasta
el desarrollo de software y de nuevos métodos y procedimientos que finalmente desem-
bocardn en aplicaciones a la Clinica médica. Entre las especialidades de la Bioingenieria,
notamos a titulo de ejemplo, la Ingenieria genética, que emplea la Bioquimica y la Mecéni-
ca para comprender los procesos que llevan a ciertas enfermedades. Aplicaciones conocidas
incluyen el desarrollo de prétesis biocompatibles, el diagndstico y terapia con equipos de
la clinica médica como los micro-implantes, los equipos de obtencion de imdgenes como la
RMN , la obtencién de sefiales eléctricas en el cerebro, la bioinformatica, 6ptica biomédica,
la neuroingenieria, ingenieria de tejidos, farmacéutica, clinica, desarrollo de implantes, etc.

Esta variedad de resultados buscan cerrar la brecha entre la Ingenieria, la Medicina y la
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Biologia, combinando el disefio de soluciones y la resolucién de problemas que son herra-
mientas y habilidades que aporta la formacién del ingeniero. Comparando con otras especia-
lidades de las Ingenierias, este es un campo emergente que abre un abanico interdisciplinario
cuya evolucion es promisoria. La investigacion y el desarrollo en la Bioingenieria es la que
abre una amplia gama de subcampos, algunos de los cuales son presentados en esta edicion.

La contribucién inicial a esta edicidn, estd dirigida a la revalorizacion de la ensefianza de la
Bioingenieria. Se rinde homenaje al Dr. Favaloro quien abri6 el camino de esta especialidad
no solo aportando una técnica novedosa sino también haciendo un llamado al compromiso
social. Basado en estas ideas, el Dr. Armentano propone orientar la formacion de los futuros
bioingenieros tanto desde el punto de vista técnico como humanitario.

En el capitulo dedicado a la temdtica de injertos vasculares, el aspecto interdisciplinario,
se enfoca desde la ciencia e ingenieria de los biomateriales. La problemética que significa
obtener injertos vasculares de didmetros menores a los 6 mm para la regeneracion de arterias,
demanda el empleo de polimeros naturales o sintéticos con caracteristicas particulares. Es
asi como la ingenieria de tejidos se presenta como una solucion alternativa para el disefio
de injertos vasculares. En el capitulo aqui presentado, se discute dicho disefio proponiendo
métodos de obtencion no tradicionales.

El siguiente capitulo estd dedicado a presentar el estado del arte en lo que se conoce has-
ta hoy sobre el cédigo neuronal y se expone detalladamente el grado de complejidad del
comportamiento neuronal. Se analiza el papel que juegan los estimulos externos, poniendo
en evidencia la cooperacién entre neuronas que combinan las distintas caracteristicas del
estimulo hasta alcanzar la informacién total. Los caminos y etapas para llegar a esta infor-
macién son los que se quieren modelar para aproximarse a desentrafiar el c6digo neuronal.
Asimismo, se da un panorama de los proyectos en los que interviene el grupo de autores del
mismo.

Se plantea ademds un capitulo que desarrolla el proceso de modelizaciéon y formulacion
numérica para el problema directo de electro— y magneto—encefalografia (EEG, MEG), en
donde se procesan imédgenes de resonancia magnética estructural (MR) y de tomografia
computada (CT). También se muestra la modelizacion estadistica, y se describen técnicas de
procesamiento para resolver el problema inverso y para verificar su desempefio o calidad de
estimacion. Este conjunto de herramientas permite, en un contexto asociado a pacientes con
epilepsia, estudiar las zonas y redes epileptégenas, ubicacion, caracteristicas y conectividad,
buscando mejoras tanto en aspectos de investigacién, como en el diagndstico y tratamiento.

Otro tema desarrollado en la presente edicion plantea una temdtica critica para la salud, co-
mo lo es el proyecto de un Pancreas artificial. Como se indica en el mismo, solo en la Argen-
tina hay 3 millones de pacientes, de los cuales el 10 % tiene diabetes insulino-dependiente
cuyo control se aborda, mediante un mecanismo automatico que permite mantener niveles
normales de glucosa en sangre. Se presenta un panorama de este proyecto que fue el primero
en Latinoamérica en realizar pruebas clinicas en pacientes diabéticos. Otra vez, al intentar
ir de la terapia convencional al control automadtico, el aporte interdisciplinario (software,
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electrénica) mide la importancia (salud y economia) de la bioingenieria.

El estudio de los mecanismos responsables del control neural de la regulacion de la presion
arterial y la frecuencia cardiaca, se abordan en el siguiente capitulo. Esto permite el mejo-
ramiento del diagndstico y tratamiento de enfermedades tales como la hipertension arterial,
complicaciones de la diabetes y el estado de shock en una terapia intensiva, asi como la
verificacion de la efectividad terapéutica en estas patologias. Con este fin se presentaron
modelos que simulan la frecuencia cardiaca comparando particularmente dos técnicas: spli-
nes cubicos y filtros FIR. Este ultimo es propuesto por los autores como el que mejor se
ajusta a los datos experimentales.

En el ultimo capitulo, se enumeran trabajos del autor y su equipo en el estudio de las pro-
piedades viscoelasticas de las arterias, y la determinacion del comportamiento dindmico de
la pared. Se desarroll6 un modelo simplificado para la obtencion simultdnea de los médulos
eldsticos, inerciales y viscosos. También se evalu6 el médulo complejo de Young en funcién
de la frecuencia, en animales conscientes. Asimismo, se modelaron las propiedades meca-
nicas de la pared arterial como una red fractal de resortes y amortiguadores viscosos. En
conjunto, se emplearon técnicas sofisticadas de ingenieria de materiales y electronica para
trabajar sobre animales vivos.

Quisiéramos agradecer la colaboracion de los los estudiantes doctorales Martin David y
Marcela Moscoso que ayudaron en la revision del libro, el importante aporte del Dr. Eduardo
Charreau y la generosa contribucion del Ministro Dr. Lino Barafiao que redacté el Prologo
de este ejemplar. Finalmente agradecemos la iniciativa de la Academia Nacional de Ciencias
Exactas, Fisicas y Naturales que a través de su Presidente, el Dr. Roberto Williams, propuso
la redaccion de este libro.

Buenos Aires, Argentina Ricardo S. Sanchez Pefia y Marta Rosen,
Diciembre, 2017 Editores



CAPITULO 1
ENSENANZA DE LA BIOINGENIERIA

Refundacion a través de un eje histérico que une a Pasteur, Me-
dici, Houssay y Favaloro

Ricardo L. Armentano'*3*
! Departamento de Ingenierfa Traslacional, Universidad Favaloro
2 Grupo de Investigacién y Desarrollo en Bioingenieria, Universidad Tecnolégica Nacional
3 PEDECIBA. Programa de las Naciones Unidas para el Desarrollo

Resumen

La sinergia entre Ingenieria y Biologia, la cual evoluciona tan rapido como lo hacen cada una
de estas disciplinas, nos permite ofrecer bases confiables para generar fuertes interacciones
entre entidades asistenciales e industriales asociadas a campos relacionados con los sistemas
vivos y la salud. Proponemos articular estos campos basados en la premisa de que los nuevos
profesionales deben enfrentar diferentes situaciones o crisis debido a las denominadas islas
de excelencia. A menudo, el esfuerzo para recordar las clases de los profesores conspira con-
tra la propia capacidad de andlisis, l6gica y razonamiento: una educacion universitaria que
no estimula la mente critica y no ensefa a pensar no es educacion superior sino capacitacion
para la sumisién. Estamos revisando los programas de educacién de ingenieria biomédica
y la aplicacién de nuevos paradigmas pedagdgicos en los que el pensamiento critico es la
clave: un desafio holistico que consiste en una nueva forma de ensefianza, aprendizaje, in-
novacion, comunicacion e intercambio con una actitud creativa que representa una calidad
de percepcion. Debemos redisefiar a los Ingenieros para trabajar en un mundo hibrido don-
de la tecnologia, la ciencia, el humanismo y otras tendencias se fusionan e interconectan.
En consecuencia, la ingenieria se convierte en una profesién cuyos limites no estin especi-
ficados, y donde la tecnologia es la causa de un amalgamiento espléndido de ciencia, arte
y gestion, extendiendo el d&mbito de su mision institucional. René Favaloro afirmé que el
individualismo tenia que ser reemplazado por intereses colectivos y noté que los docentes
podian cooperar con sus planes mediante la educacion preventiva diaria. Durante sus confe-
rencias, no hablaba solo de Medicina sino también de aspectos sociales importantes como
la pobreza, las drogas, la educacién y la industria armamentistica. Promovia cambios en la
sociedad, donde la educacidn y la justicia social fueran una prioridad, y donde los graduados
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de la Universidad se involucraran fuertemente con la sociedad porque la historia nos ensefio
que las buenas ideas y las tecnologias pueden traen aparejadas consecuencias no deseadas y
negativas. Sobre la base de que una generacién cada vez mas conectada a la Internet y edu-
cada se estd sublevando contra el abuso de poder y las amenazas que existen en el planeta
entero, proponemos un nuevo paradigma que tome en consideracion los pensamientos de
Favaloro asi como los del Premio Nobel Bernardo Houssay y el legado de Luis Pasteur y de
la Familia Médici, para mejorar la Educacion de la Ingenieria en Biologia y Medicina. Y asi
se estimula a los docentes con este enfoque y se motiva a los estudiantes al mismo tiempo,
y se fomenta la creatividad y capacidad innovadora en la curricula basada en la tecnologia
consciente, con una motivacion humanista y una vision global.

Palabras clave: educacion ingenieril traslacional, tecnologia consciente, creatividad, interoperabi-
lidad, humanismo, desafios globales que enfrenta la humanidad

Abstract

Engineering Education in Biology and Medicine. A new paradigm that takes into ac-
count the thoughts of Favaloro, Houssay, Pasteur and the Medici family. The synergy
between Engineering and Biology, which evolves as fast as both of these disciplines do,
allows us to offer top-of-the-line foundations to generate strong interactions industrial and
welfare entities associated to health and living systems fields. We propose to articulate the-
se specialties based on the premise that new professionals must face different situations or
crises due to the so-called islands of excellence. Often, the effort of retaining the lectures
of teachers conspires against analysis, logic and reasoning; a university education that does
not stimulate the critical mind and does not teach how to think is not higher education, but
training to submission. We are revising the programs of biomedical engineering education
and the application of new pedagogic paradigms where critical thinking is the key: a holistic
challenge which consists in a new way of teaching, learning, innovating, communicating
and shearing with a creative attitude that represents quality of perception. We must redesign
Engineers to work in a hybrid world where technology, science, humanism and other tenden-
cies fuse and interconnect. In consequence, engineering becomes a profession whose limits
are not specified, and where technology becomes science, art and management, widening the
scope of its institutional mission. René Favaloro has stated that individualism had to be re-
placed by collective interests and realized that teachers could cooperate in his plans through
daily preventive education. During his lectures, he did not speak only about Medicine, but
also about important social aspects such as poverty, the environment, drugs, education and
the arms industry. He promoted changes in society, where education and social justice would
be a top priority, and where university graduates got strongly involved with society, because
history has taught us that good ideas and technologies can have unintended and negative
consequences. On the basis that an increasingly educated and Internet-connected generation
is rising up against the abuse of power and threats that hang over our entire planet, we pro-
pose a new paradigm which takes into account the thoughts of Favaloro as well as those
of the nobel laureate Bernardo Houssay, and the legacies of Louis Pasteur and the Medici
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Family, to enhance Engineering Education in Biology and Medicine, and thus encouraging
faculty with this approach and motivating students and stimulating their creativity and their
innovative ability throughout a conscious-technology curricula with humanistic motivation
and global vision.

Keywords: traslational engineering education, conscious-technology, creativity, interoperability, hu-
manism, global challenges facing humanity

1. Introduccion

El mundo es cada vez mds rico, mds saludable, estd mejor educado, y mejor conectado, y las
personas estan viviendo mas tiempo, y a pesar de ello, la mitad del mundo es potencialmente
inestable, enfrentando muchos desafios, desde el calentamiento global al terrorismo global.
La era de lo que aqui se denomina “Tecnologia Consciente™! estd llegando. Al igual que
cualquier otra revolucién en la historia de la humanidad, desde la agricultura a la industria
a la Internet, la llegada de la tecnologia de la conciencia tendrd tanto buenos como malos
efectos ya que la historia nos ensefié que las buenas ideas y las tecnologias pueden traer
aparejadas consecuencias no deseadas y negativas.

René Ger6nimo Favaloro (12 de julio, 1923 — 29 de julio, 2000) fue un cirujano cardiovas-
cular argentino que revolucioné el campo con sus aportes pioneros, entre los cuales el mds
sobresaliente es la estandarizacion de la cirugia de bypass de la arteria coronaria, realizada
por primera vez en el afio 1967. El pensaba que el individualismo tenfa que ser reemplazado
por intereses colectivos y noté que los docentes podian cooperar con sus planes mediante
la educacion preventiva diaria. Durante sus conferencias, no hablaba solo de Medicina sino
también de aspectos sociales importantes como la pobreza, las drogas, la educacién y la in-
dustria armamentistica. Promovia cambios en la sociedad, donde la educacién y la justicia
social fueran una prioridad, y donde los graduados de la Universidad se involucraran fuer-
temente con la sociedad [1]. Asumia que el universo tecnoldgico debia ser disefiado para
adecuarse y servir a la dimensién humana [2], como dijo Michael Dertouzos, ex director
del Laboratorio para la Ciencia de la Computacion, en el Instituto Tecnoldgico de Mas-
sachusetts: “Cometimos un gran error hace 300 afios cuando separamos la tecnologia del
humanismo. Es hora de unirlos nuevamente” [3].

Los ingenieros biomédicos son profesionales lideres en el desarrollo de tecnologia para pre-
servar la vida. En efecto, el paradigma reinante es que los proyectos son mds importantes
que las disciplinas, desdibujando la linea entre Ciencia e Ingenieria. Paradigmaticamente,
los bidlogos se basan en principios bédsicos que incluyen complejas formas de vida evolu-

'Def. Tecnologia Consciente: La Tecnologia est relacionada con consecuencias inmediatas y de largo
plazo de las relaciones entre miquina y procesos por un lado, y los humanos en la sociedad por el otro.
Debemos actuar de manera consciente para mantenerlos incluidos. La era de la tecnologia consciente estd
llegando a medida que dos tendencias mega tecnoldgicas convergen: nuestros entornos construidos se vuelven
tan inteligentes que parecen conscientes, y los humanos se integran con la tecnologia.
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cionadas; sin embargo, la mayoria de sus proyectos los obligan a pensar como ingenieros:
probando sistemas y mecanismos, preocupandose por la calidad y el control ambiental y
construyendo grandes sistemas técnicos. La sinergia entre Ingenieria y Biologia, la cual
evoluciona tan rapido como lo hacen cada una de estas disciplinas, nos permite ofrecer
bases versdtiles confiables para generar fuertes interacciones con entidades asistenciales e
industriales asociadas al campo de la salud y a cualquier otro campo vinculado con siste-
mas vivos. Proponemos articular estas especialidades basdndonos en la premisa de que los
nuevos profesionales deben enfrentar diferentes situaciones o crisis debido a las denomina-
das islas de excelencia [4, 5], las cuales no permiten alcanzar soluciones reales a problemas
complejos. Esta es la razon por la cual es necesario instruir a los jovenes sobre la interopera-
bilidad funcional [6], para permitir la multidisciplinariedad y la interdisciplinariedad [7]. La
idea de un circuito de retroalimentacion entre conciencia y tecnologia avanzando hacia una
civilizacién mds inteligente ofrece un amalgamiento perceptual para ayudar a armonizar la
cantidad de especializaciones del mundo en una nueva civilizacién global.

El Dr. Bernardo Alberto Houssay fue un fisidlogo argentino cuya investigacion sobre el rol
de las hormonas pituitarias que regulan el azicar en la sangre le valié un Premio Nobel en
1947. El Dr. Houssay, uno de los tres Premios Nobel de Argentina, advirtié sobre los tres
factores principales que obstaculizan el progreso de la sociedad [8]. Dijo que en primer lugar
estaba el misoneismo: la resistencia a todo lo nuevo, con ansias de evitar la innovacién que
inevitablemente se origina a partir de cada avance cientifico. El segundo era una excesiva
preocupacion por una inmediata aplicacion, una idea comin en sociedades retrogradas, o
un signo de decadencia en las sociedades desarrolladas. El dltimo era el orgullo naciona-
lista, profesional o local; una mezcla de ignorancia, inmadurez y auto-defensa propia del
mediocre.

Louis Pasteur (1822-1895) fue un cientifico lider del siglo XIX, quien logré avances en
quimica, biologia y medicina. En la actualidad, Pasteur es un héroe nacional en Francia,
y los Institutos Pasteur que fund6 contindan avanzando en la prevencion y tratamiento de
enfermedades contagiosas.

La famosa Casa Florentina de los Médici, junto con otras familias similares, financiaron a
pensadores y creadores de diferentes dambitos (artistas, cientificos, poetas y filésofos, entre
otros), logrando un intercambio interdisciplinario de ideas. El escritor Frans Johansson lla-
mo a este fenémeno el Efecto Medici, el cual evolucioné gracias a una gran explosion de
creatividad en la Italia del siglo XV, y cuya idea bdsica es que cuando “se accede a una
interseccion de campos, disciplinas o culturas, se pueden combinar conceptos existentes en
un gran nimero de nuevas ideas” [9].

El foco de la “Ingenieria Traslacional”? es la colaboracién interdisciplinaria entre investi-
gadores, profesionales de la salud y la industria. Estos esfuerzos traslacionales sirven como

%Los autores utilizan el término Ingenieria Traslacional basados en el Cuadrante de Pasteur (Fig. 1), para
expresar la conexién entre “entendimiento” de todos los descubrimientos sobre tecnologia y ciencia en las
inter-disciplinas de la Ingenieria con “aplicaciones” mds alld de este campo; es decir, biologia, medicina,
ecologia, medio ambiente, etc.
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centro en la comunidad para abordar desafios en el desarrollo, la comercializacion y la im-
plementacién tecnoldgica para una mejor salud global. Se espera que esta propuesta sirva
como iman que promueva la industria, redes de profesionales y sociedades, constructores
comunitarios, investigadores de la ingenieria, traslacionales y basicos para facilitar el desa-
rrollo de nuevas interacciones profesionales, programas y proyectos de investigacion. Este
nuevo programa / propuesta ensefiaria a los estudiantes a identificar sus temas de investi-
gacion en sus propias disciplinas. Se espera que los resultados de la investigacion / andlisis
sea informacién altamente valiosa que pueda ser utilizada por tomadores de decisiones,
politicos, y organismos de financiamiento para tomar las mejores decisiones practicas. El
contenido de su curso es multidisciplinario, que combina conceptos cientificos, procesos de
ingenieria, y temas industriales; lo cual resulta en investigadores y profesionales socialmen-
te responsables quienes se encuentran en una posicion unica para ingresar mercado laboral,
y tomar todo tipo de investigacion / problema, y traducirlos en una realidad préctica.

La frase “Piense global, acttie local” fue utilizada por primera vez en el contexto de desafios
medioambientales, y desde ese momento ha tomado un valor y uso mds extendidos en los
altimos afnos. La Educacion Pensar Globalmente, Actuar Localmente es una de las cosas
mds poderosas e importantes en nuestras vidas y deberia ensefarse a los estudiantes jovenes.
Creemos que en la actualidad, obtener conocimiento a través de la educacion es un proceso
distintivo que debemos experimentar para poder sobrevivir en este mundo y maximizar el
potencial que tenemos. Este paradigma sirve para considerar la salud del planeta entero y
tomar accién en las propias comunidades y ciudades. Mucho antes de que los gobiernos
comenzaran a promulgar leyes medioambientales, los individuos ya se unian para proteger
habitats y a los organismos que viven dentro de ellos.

Este articulo tiene como objetivo tomar los pensamientos de Favaloro asi como los del Pre-
mio Nobel Bernardo Houssay, influenciados por el legado de Luis Pasteur y la Familia Mé-
dici a fin de proponer una mejora en la Educacion de la Ingenieria en Biologia y Medicina,
y asi motivar a los estudiantes, y estimular su creatividad a través de una curricula basada
en la tecnologia consciente con motivacion humanistica y vision global.

2. Antecedentes

Se cree que todo estd conectado aunque desconectado [10]. Esta desconexion tiene un alto
costo, y una mirada hacia el futuro predice que la mayoria de los temas serios se relacionaran
con el crecimiento de la poblacion y la demografia y serd debido a las necesidades de agua,
comida, medicina y energia, por ejemplo disponibilidad, produccién, demanda, distribucion,
precio, etc. [11]. La solucidn a estas situaciones o circunstancias requiere de un enfoque ho-
listico [12], consecuencia de la globalizacion, por ejemplo, la economia global, y por sobre
todo, el estimulo a la colaboracién entre la industria, la academia (por ejemplo, laborato-
rios), y gobierno para reunir expertos de diferentes disciplinas para investigar y satisfacer
las necesidades especificas de un producto o un servicio con alto valor agregado. Al mismo
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tiempo, los estudiantes podrian involucrarse en el pensamiento cientifico y comprender las
fuerzas del mercado mediante pasantias y capacitacion para la investigacion, proyectos de
innovacioén y desarrollo.

La interaccion academia-industria, ademds del apoyo de organismos gubernamentales, pue-
de generar recursos suficientes para obtener modernas instalaciones a fin de hacer més atrac-
tiva la especialidad para las nuevas generaciones, y para encender el interés para completar
los estudios universitarios. La instalacién de laboratorios con tecnologia de avanzada puede,
en gran medida, mejorar la calidad de la educacion en ingenieria y ciencia, y crear oportu-
nidades para que miles de jovenes creativos contribuyan en el proceso de innovacion. Cier-
tamente, el compromiso y ayuda gubernamentales son fundamentales para ayudar a crear
y mantener el eco-sistema necesario. En este contexto global, y basados en el pensamiento
estratégico innovador, intentamos ensefar a pensar para conectar ideas y descubrimientos
diferentes. Muchas veces, el esfuerzo de recordar las clases de los docentes conspira con-
tra el andlisis, la 16gica, y el razonamiento personales; una universidad que no estimula la
mente critica y no ensefla como pensar, no es educacién superior, sino capacitacion para la
sumision. Por otro lado, una persona forjada en este disefio tradicional debe ser refractaria a
la propaganda sectaria, o a cualquier tipo de intolerancia: religiosa, politica, social, cultural,
econdmica o administrativa.

El pensamiento critico es la clave [13]. La interaccion fructifera y permanente entre los jo-
venes candidatos nos hizo notar que la mayoria de los estudiantes no aprenden sino que
memorizan ecuaciones, datos y procedimientos: aprenden a manipular simbolos pero no
conocen su significado general. En consecuencia, no se les ensefla a pensar; mas bien se
les ensefia a aprobar exdmenes. Esta es, creemos, una de las razones mds trascendentales
en la actual crisis de las Escuelas de ciencia, en general, y de la Ingenieria, en particular:
comenzamos con una pequefia cantidad de estudiantes interesados, y encontramos proble-
mas en atraerlos y luego retenerlos. Es hora de mirar dentro nuestro. Podemos y debemos
contribuir a mejorar el sistema de educacion. A fin de enfrentar este desafio, comenzamos a
aplicar varias ideas sustanciales que se consolidardn durante la préxima década, y las cuales
deberian incorporarse a la nueva curricula. Tenemos como vision muchos mas cursos intro-
ductorios interactivos que cursos regulares tedricos, para que los estudiantes participen en
la instruccidn a través de un enfoque neo-Socrético. Estos cursos ensefian preguntando en
vez de dando respuestas; la respuesta en si no es importante, sino el razonamiento para en-
contrarla, fomentando una actitud creativa que represente calidad de percepcion, una accién
inteligente que nos permite sobrellevar conflictos con una gran cantidad de alternativas que
ofrece cada situacion.

Nuestra imaginacion despierta el poder de la creatividad; osadia, aventura de descubrir y
aprender del cambio [13]. Creemos que el gran desafio de nuestros tiempos es estimular la
creatividad, descartando el mito que afirma que es algo magico, un poder natural negado a
la mayoria de los mortales y cedido a solo algunos y que queda en ellos imaginar lo que
nunca antes existid. La creatividad no es magia, ni un atributo inherente a nuestros genes,
y mucho menos una bendicion sobrenatural. Es una capacidad y cualquiera puede aprender
a ser creativo y sacar el mayor provecho. A fin de generar creatividad, pocas cosas son tan

- 10 -



Ensefianza de la Bioingenieria

importantes como la polinizacién cruzada con dreas diferentes a nuestra especialidad: los
grandes avances a menudo dependen de la audacia naive de lo profano. Johansson, en su
Efecto Medici, usa a Darwin, un geofisico, como ejemplo de cdmo su teoria de la evolucién
dio sus frutos al trabajar con un Bidlogo [9]. Sin embargo, el Biélogo por si mismo no pudo
hacerlo debido a barreras intelectuales creadas por si mismo. Combinando la creatividad
con la interoperabilidad, estamos disefiando un nuevo curriculum, apoyando el arquetipo de
que las universidades lideres no solo construyen con ladrillos esenciales y necesarios, sino
también con tecnologia de avanzada y aulas virtuales.

Bernardo Alberto Houssay fue uno de los cientificos mds prominentes e influyentes de La-
tinoamérica del siglo XX. Su total dedicacién a la bisqueda del conocimiento y sus incan-
sables esfuerzos para fomentar la capacitacion técnica y cientifica entre sus compatriotas
recibi6 reconocimiento mundial. Por mds de veinticinco afios, su Instituto de Fisiologia en
la Universidad de Buenos Aires fue un modelo para toda Latinoamérica, y desde sus labo-
ratorios emergieron discipulos que ocuparian posiciones prominentes en la capacitacion e
investigacion cientificas en todo el continente. El afirma que el analfabetismo cientifico en
paises no desarrollados consiste no s6lo en no poseer ciencia propia, sino en una falta de
cultura que les permitiria incluso darse cuenta de esto, y valorar el gran problema de esta
deficiencia. Muchos ciudadanos de naciones en desarrollo creen que siempre ha sido una
estrategia del primer mundo mantener al tercer mundo subdesarrollado. Esta asimetria es lo
que hoy es un equilibrio global realmente amenazante; por lo que se deben tomar medidas
drésticas para combatirlo, y debemos hacerlo nosotros mismos. Esta es la base para nuestra
propuesta estimuladora. Ahora la tarea serd divulgar estos conceptos, discutirlos y ponerlos
en préctica.

Nuestra inspiracion proviene del Proyecto Millennium [14], donde los desafios globales que
afectan a la humanidad, con un importante componente de ciencia y tecnologia, incluyen:
e lograr el desarrollo sustentable para todos, al mismo tiempo que se hace frente al
cambio climatico;
e garantizar que existe suficiente provisién de agua potable para todos, sin conflictos;

e reducir la amenaza de enfermedades y micro-organismos nuevos y emergentes;

e lograr una convergencia global de las tecnologias de la informacién y de las comuni-
caciones que funcione para todos; y

e utilizar la ciencia y la tecnologia para mejorar la condicién humana

De ese modo, el Dr. Favaloro compar6 diferentes “prioridades mundiales” [15] con el costo
anual adicional de lograr acceso universal a los diferentes servicios sociales en los paises
en desarrollo. El Dr. Favaloro concluyé: “Debo confesar que estoy muy preocupado por la
reduccién del presupuesto de proteccion social, que incluye el sistema de salud, en todo el
mundo. ;Es esta la direccion adecuada?”
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Tabla 1. ;Las prioridades mundiales? (gastos anuales en ddlares estadounidenses). *Costo
anual adicional estimado para alcanzar el acceso universal a los servicios sociales basicos
en todos los paises en desarrollo. Fuente: Human Development Report 1998 154.

Educacion bésica para todos 6.000 millones*

Cosmética en EEUU 8.000 millones

Agua mas segura y sanidad para todos 9.000 millones*
Helados en UE 11.000 millones
Salud reproductiva para todas las mujeres | 12.000 millones*
Perfumes en UE y EEUU 12.000 millones
Salud bésica y nutricién 13.000 millones*

Alimento para mascotas en UE y EEUU | 17.000 millones
Entretenimiento para empresas en Japén | 35.000 millones

Cigarrillos en UE 50.000 millones
Bebidas alcohdlicas en UE 105.000 millones
Narcoéticos a nivel mundial 400.000 millones

Gasto militar a nivel mundial 780.000 millones

El Dr. Favaloro creia que era hora de un nuevo contrato social, como el propuesto por Jean
Jacques Rousseau en 1762, que incluyera lo siguiente:

un contrato de necesidades bdsicas (para superar las desigualdades),

un contrato cultural (para fomentar la tolerancia y el didlogo entre culturas),

un contrato democratico (para mejorar el gobierno del mundo), y

e un contrato de la tierra (para lograr el desarrollo sustentable),
basado en cuatro principios:

e ¢l derecho a trabajar,

e la lucha contra la pobreza,

e la proteccién contra riesgos sociales, y

e la promocidn de la igualdad de oportunidades.
En este punto, el lector deberd centrarse en nuestro concepto de Ingenieria Traslacional para
comprender mejor por qué utilizamos el Cuadrante de Pasteur en nuestra vision para este
nuevo programa. Pasteur es uno de cuatro cuadrantes a los que implicitamente haremos refe-

rencia debido a sus respectivos valores individuales. Sin embargo, en muchos modos lo que
proponemos como pilares de nuestro nuevo programa es el valor colectivo. Stokes propuso
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visualizar la coexistencia de la investigacion bdsica y la aplicada en un espacio bidimen-
sional, donde la ordenada es la “comprension” fundamental y la abscisa corresponde a las
“consideraciones de uso” (ver Figura 1). El segundo cuadrante incluye investigadores como
Niels Bohr, el académico ganador de un Premio Nobel que pasé gran parte de su carrera
estudiando la estructura de los dtomos. En este cuadrante, se realiza investigacidon bdasica
pura con escaso foco en las influencias externas o aplicaciones. Un cuarto cuadrante explora
lo que Stokes define como investigacion aplicada pura — el inventor Thomas Edison es un
ejemplo, ya que estaba motivado mds por el descubrimiento aplicado practico que por la
heuristica tedrica. Modificamos el tercer cuadrante (al cual Stokes no le asigna un nombre),
definido por trabajos donde la motivacién no es ni progresar con el conocimiento ni crear
aplicaciones practicas) designdndolo como “‘investigacion aleatoria que no es ni bdsica ni
aplicada”. El cuarto cuadrante (seccién superior derecha de la Figura 1) representa la in-
vestigacion bdsica inspirada por el uso y recibe el nombre de cuadrante de Pasteur [16].
Utilizando el Cuadrante de Louis Pasteur, existe una tensién entre los conceptos de com-
prension y las aplicaciones, evidente en el cuadrante bésico inspirado en el uso (estudios de
microbiologia de Pasteur). La relacion entre la ciencia basica y el cambio tecnolégico adop-
t6 su forma actual durante la segunda revolucion industrial, durante la que Pasteur trabajo.
Pasteur estaba motivado tanto por un compromiso por comprender los procesos microbio-
logicos que descubrio y un compromiso por controlar los efectos de estos procesos en los
seres humanos. La dicotomia basica/aplicada es eliminada y reemplazada por lo que Sto-
kes define como ciencia bdsica inspirada en el uso. Este cuadrante disuelve la dicotomia
basica/aplicada incorporando conocimiento que promueve la comprension cientifica y la
existencia social. Segtin Stokes, la relacion entre la comprension y las aplicaciones es bidi-
reccional y dindmica, y esa investigacion bdsica inspirada en el uso promueve la condicién
humana.

3. Propuesta

Siguiendo los conceptos descriptos anteriormente para este nuevo programa, la Tabla 2 pre-
senta una descripcion de la curricula con los nuevos temas propuestos. Estos temas deberian
ajustarse segtin los conocimientos de los estudiantes y a lo largo de sus respectivas carreras.
Los estudiantes deberdn utilizar sus conocimientos de ingenieria para complementar el tra-
bajo de otros estudiantes que estdn abordando problemas similares desde la perspectiva de
otras disciplinas e interdisciplinas.

En cada mddulo, un orador reconocido introduce los conceptos bésicos de la asignatura
a los estudiantes, presenta las ultimas innovaciones y les hace preguntas para desafiar su
imaginacion. Este curriculum busca incrementar y fortalecer el proceso creativo, ensefiando
a los estudiantes a pensar, y estimulando el pensamiento critico a través de un enfoque de
revision de pares. Implica experiencia y un gran sentido de la complementariedad hacia un
objetivo en comun, bajo el principio de que cada individuo completa sélo un sub conjunto
del potencial que puede alcanzar en un cierto punto de su vida.
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Tabla 2. Detalle de los temas propuestos

Desafios globales que

enfrenta la humanidad

Subtitulos del Médulo y Objetivos Especificos
Proyectos
Desarrollo sustentable y cambio climatico
Agua potable
Energia
Aire
Contaminacion
Riesgo de desastres
Pobreza urbana
Urbanizacién y cambios demograficos

ONOOAWN =

Humanitarismo

Promocion de la creatividad y la innovacion

a través de la educacion

Proyecto
Tecnologia avanzada al servicio del humanismo médico.
Principios para crear consciencia sobre las poblaciones indigentes y con
escasa asistencia desde el punto de vista médico, a nivel nacional e
internacional
1. Enfatizar e integrar el humanismo con la tecnologia
2. Luchar por reducir disparidades paralelas en el acceso tanto a
servicios de salud como a las tecnologias de la informacion
3. Integrar la educacién médica: El Dr. Favaloro dijo “La tecnologia
constituye una valiosa ayuda para los médicos pero también los
cega. No debemos confundirnos entre avances tecnoldgicos y
automatismo. El camino correcto consiste en brindar a los médicos
una educacion integral”.
Ingenieria: el Motor de la Innovacion
Conceptos de investigacion innovadores en la ingenieria moderna.
Abandono del antiguo paradigma de las ciencias basicas versus las
ciencias aplicadas. Cuadrante de Pasteur

Reconocer a los Cisnes Negros
Capacitacion holistica de la gerencia para reconocer, evaluar y
responder de mejor manera frente a eventos extremos emergentes
* Definicion de Cisne negro
* Evaluacién de la Visién global del Cisne negro
* Buscar soluciones que prevean de mejor modo eventos raros, de
gran impacto y a gran escala
* Soluciones potenciales para realizar un mejor reconocimiento
(previsién) de la emergencia de eventos raros, de gran impacto y a
gran escala
Innovando en Ingenieria Traslacional
Simulacién de investigacion mediante ejemplos en los que la creatividad y
la innovacién son temas transversales.

Habilidades basicas

Resiliencia

Descubrimientos inesperados

Interoperabilidad

Colaboracion creativa

Subtitulos del Médulo y Objetivos Especificos

Tecnologia aplicada a la deteccion temprana de enfermedades

Medica

mentos

Rastreo de medicamentos y vacunas

Complejidad

Proyectos
Complejidad y Ciencias Humanas
Como salvar el mundo, Pensamientos de Edgar Morin

Alimentos

El proceso del rastreo de los alimentos: carne (e.g. vacuna, porcina, de
ave, pescado), verduras, frutas, alimentos genéticamente modificados,
uso de antibiéticos, etc.)

Efectos del cambio climatico en la produccién mundial de alimentos (i.e.
lluvias, huracanes, tornados, inundaciones, incendios, etc).

Carne in-vitro

Flagelos de la

humanidad

Envejecimiento

Enfermedades cardiometabolicas

Enfermedades neurodegenerativas

Hambruna

El ecosistema

Medici

Construccion de un centro de innovacion

Rol de los intermediarios en el proceso de innovacion

Transformacion de los roles universitarios en el desarrollo regional
econdmico y tecnoldgico

Programas de innovafian centrados en la Universidad
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A

>
Niels Bohr Louis Pasteur
Investigacion basica || Ciencia con un foco
pura util

Thomas Edison
Investigacién aplicada
pura

Relevancia para el progreso del conocimiento

Relevancia para aplicaciones inmediatas

Fig. 1. Cuadrantes de Stokes modificados.

La Universidad argentina tiene una oportunidad tnica de adoptar un enfoque que definird
la Bioingenieria del nuevo siglo. Este marco propone que la Universidad se convierta en
un HUB, un centro de coordinacién para la educacion y para la investigacion traslacional
y colaborativa, para que los ingenieros y cientificos de las Ciencias de la Vida trabajen de
forma conjunta. Un centro que permita concentrar los recursos de bioingenieria del pais y
de la region mediante la implementacion de unidades de investigacion traslacional, con el
fin de internacionalizar el conocimiento e impulsar la innovacién local.

Esta estimulante propuesta podria alinear a la Universidad con las nuevas generaciones de
estudiantes, que estdn globalizados, conectados y levantdndose contra el abuso de poder
y las amenazas que se ciernen sobre nuestro planeta, a través de las siguientes lineas de
investigacion

Desarrollo sustentable y cambio climatico

Urbanizacion y cambios demogréficos

Agua potable

Perspectivas a largo plazo
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o Los terremotos, tsunamis y desastres nucleares dejan al descubierto la necesidad
de sistemas de estabilidad para anticipar las catdstrofes, responder y recuperar-
se frente a ellas, e identificar innovaciones futuras y oportunidades sociales y
tecnoldgicas.

e Convergencia de las Tecnologias de la Informacion (eHealth)
e Salud

o La salud mundial mejora, la incidencia de las enfermedades disminuye y las per-
sonas viven mds tiempo; por otro lado, los costos de atenciéon médica aumentan
y empeora la escasez de trabajadores de la salud.

e (Capacidad de toma de decisiones

o Poseemos mads datos, evidencia y modelos computacionales que nunca para sim-
plificar la toma de decisiones, pero, sin embargo, existe una sobrecarga y una
proliferacion excesiva de la informacién. La cantidad y complejidad de opciones
aumentan mads alld de nuestra capacidad de analizar, sintetizar y tomar decisio-
nes.

Estatus de la mujer

Energia

Alimentos

Etica global

o A pesar de los extraordinarios logros en ciencia y tecnologia, persisten los fu-
turos riesgos de su continua aceleracion y globalizacién y generan problemas
éticos.

Este nuevo HUB universitario podria convertirse en:

e un punto de encuentro de integracion intelectual para la ingenieria, medicina, biolo-
gia molecular, quimica, biologia sintética, investigacion en células madre, biologia
computacional y eHealth;

e un ambiente donde los investigadores puedan trabajar en proyectos a gran escala, que
de otro modo serian imposibles de lograr en laboratorios individuales;

e un lugar donde los estudiantes puedan enfrentar los desafios de nuevas oportunidades
y beneficiarse de una capacitacion interdisciplinaria;

e un lugar para fortalecer el e-learning

e un punto de partida para emprendedores comerciales y vinculos industriales;
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e un lugar que otorga un gran valor al conocimiento en medicina, biologia, ingenieria,
ciencia fisica, politicas publicas, derecho, economia y negocios, y que busca integrar-
los en un enfoque interdisciplinario para apoyar el logro de los objetivos principales.

Para lograr este HUB, debemos abandonar el paradigma utilizado de modo de quitar el foco
de las ciencias de ingenieria bdsicas y las asignaturas bioldgicas, y establecer una plataforma
sOlida altamente especializada a fin de reunir a jévenes y brillantes estudiantes locales y
regionales a través de un selectivo proceso de admision para ingresar a un ciclo de mayor
especializacion. Las pautas para lograr los objetivos anteriormente mencionados podrian
incluir:

e garantizar que la Universidad sea lider en bioingenieria mediante la creacion de un
programa interdisciplinario coherente que redna a las facultades y a los hospitales
afiliados;

e desarrollar nuevas disciplinas académicas, en carreras de grado y de posgrado, que
puedan servir de modelo para otras universidades, estimulando los convenios;

e resolver problemas cientificos importantes y cruciales asociados con el disefio y la
funcién biolégica mediante la integracion de la innovacién tecnoldgica en la sociedad;

e aplicar todo este conocimiento para:

o crear medicina innovadora inspirada en la ingenieria,
o crear ingenieria innovadora inspirada en la medicina,

o abordar temas globales relacionados con energia, agua, medio ambiente y sus-
tentabilidad,

o elaborar herramientas de investigacion para acelerar el desarrollo de una nueva
comprension de los fendmenos bioldgicos,

o fomentar un nuevo tipo de estudiante, que sea capaz de integrar las ciencias
bioldgicas y fisicas, e

o impulsar la creacion de nuevos empleos y empresas de tecnologia.

Como ampliacién de nuestra propuesta, ayudaremos a los investigadores y profesores a in-
corporar estos nuevos conceptos de forma progresiva. La capacitacion del cuerpo docente se
centrard en ayudarlos a modificar su enfoque académico de modo que estén motivados, sean
productivos y avancen de forma consistente hacia los nuevos objetivos desarrollados en el
presente trabajo. Utilizaremos esta nueva metodologia para mejorar el modo en el que los
docentes ensefian y los estudiantes aprenden. Al aumentar la ubicuidad de los desafios glo-
bales que enfrenta la humanidad, esta iniciativa aumentar4 la participacion en todas las dreas
de la comunidad de la Universidad en particular y en toda Iberoamérica, ya sea en carreras
online, cursos presenciales tradicionales o en otras actividades educativas relacionadas, co-
mo por ejemplo, consultoria, asesoria vocacional, exploracion de portfolios profesionales o
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Tabla 3. Direcciones estratégicas Médicas y No Médicas

Campo * Reduccion del costo de la atencion médica /
médico Globalizacion
Medicina preventiva / anticipatoria
Medicina personalizada / especifica para el paciente
Medicina minimamente invasiva / no invasiva
Deteccion y cuantificacion de enfermedades urbanas
(drogas/alcohol/ETS)
* Envejecimiento saludable

Enfermedades cognitivas

Campo no
médico

Bioenergia

Materiales bio-inspirados
Modelizacion de la bidsfera
Cambio climatico

Agua y biologia
Biorremediacion
Agricultura

Defensa (bioterrorismo)

utilizando recursos de informacién electrénica. Este cambio de paradigma podria posicionar
a la Universidad argentina como una institucién lider a nivel mundial a través de la imple-
mentacion de estos nuevos conceptos para mejorar la calidad educativa a través del acceso
creativo e innovador a la tecnologia consciente.

Por ultimo, para fortalecer esta propuesta de una Universidad tipo HUB, deben incluirse
centros de transferencia de tecnologia en el plan, para estimular los negocios académicos.
Este tipo de Universidad debe tener un papel central como creadora de un ecosistema y pla-
nificadora de la red regional e internacional que lo sostendrd. Este nuevo HUB Universitario
debe liderar la transicidn hacia el sistema de innovacion regional, para contribuir al desarro-
llo de un ecosistema que promueva los asuntos académicos con una fuerte apreciacion por
la investigacion y el desarrollo. El objetivo més importante de esta propuesta es seleccio-
nar estudiantes brillantes en todo el pais que estén interesados en la bioingenieria bajo las
direcciones estratégicas planteadas en la Tabla 3.

4. Discusion

Para definir estrictamente las ideas estratégicas que han llevado a la innovacién, pasamos
al andlisis del cuadrante superior derecho del diagrama de Stokes, llamado cuadrante de
Pasteur [16], buscando concentrar la tarea cientifica de acuerdo al conocimiento existente,
centrada en proyectos innovadores que modifican los paradigmas y la manera de abordar
las diferentes disciplinas, es decir, para tratar los temas de un modo que genere una nueva
comprension ademés de una nueva utilidad. Esa es la forma en que la investigacion actual en
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ingenieria deberia ser entendida, en contraposicion con el viejo paradigma de ciencias bési-
cas vs. ciencias aplicadas. En esta idea maestra, la innovacién ocupa una dimension central
[13]. Este es un cambio holistico, que consiste en una nueva forma de aprender, innovar,
comunicar y compartir con una actitud creativa que representa calidad de percepcién; una
accion inteligente que nos permite superar conflictos con una riqueza de alternativas que nos
ofrece cada situacion.

La interoperabilidad se define en sentido amplio como la capacidad de dos o mds sistemas
de intercambiar y utilizar informacion. Sin embargo, la interoperabilidad es mucho mds que
eso. Incluye, por ejemplo, aspectos técnicos, humanos y educativos. El manejo del cambio
requerird abordar: sistemas, procesos, estructuras y cultura. Cada uno de estos puntos se
estdn haciendo cada vez mds dificiles y requieren mds tiempo de manejo. Los cambios cul-
turales son los mas dificiles de implementar. Para la salud, la interoperabilidad permite que
los sistemas de datos y de tecnologia trabajen juntos dentro de los limites organizacionales
para una mejor salud individual y de la comunidad. Lograr la interoperabilidad verdadera
requiere una coordinacion y cooperacion significativa entre las partes interesadas.

Ademads, dado que la pobreza, la desnutricion y la degradacion ambiental pueden aumentar
la propension a enfermedades graves, enfocamos nuestro programa en preparar y capacitar
a un equipo interdisciplinario de jovenes estudiantes, ingenieros, médicos, fisicos, matemd-
ticos y otros especialistas, enfatizando la importancia de los conceptos humanitarios ya que
juegan un papel importante en la investigacion, desarrollo y manejo de tecnologias médicas.
Por otro lado, resulta imperativa la inclusion de expertos académicos en varias discipli-
nas, investigadores, proveedores de atencion médica, legisladores, organizaciones sociales
y patrocinadores. Cada uno de estos grupos ofrece un lado positivo diferente para el grupo.
Mientras que el dmbito académico fomenta mucha creatividad para generar nuevas ideas,
la gente de la industria provee un enfoque mds practico hacia lo que es comercializable. El
gobierno, por su parte, provee el ecosistema y los incentivos para que la vision pueda vol-
verse una realidad. En otras palabras, los tres segmentos de la sociedad son necesarios para
tener éxito y deben trabajar juntos. Es importante destacar que consideramos que la “po-
litica de tecnologia” también puede ser una trayectoria de carrera para muchos ingenieros
biomédicos. Estos individuos pueden no s6lo ayudar a los legisladores a tomar mejores de-
cisiones sino que pueden convertirse en aquellos que escriban leyes relacionadas con ciencia
y tecnologia en el futuro para sus respectivos paises.

5. Conclusion

En resumen, nosotros, los autores, intentamos revisar las carreras de la educacién en inge-
nieria biomédica y la aplicaciéon de nuevos paradigmas pedagdgicos que tiendan a lograr lo
dicho en la célebre declaracion del Dr.: “Quiero pedirle especialmente a la gente joven que
comprenda que las cosas materiales son temporarias: s6lo los ideales duran por siempre vy,
dentro de este contexto, el grito de guerra deberia ser: educacion y desarrollo cientifico para
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una sociedad en la que la justicia social sea una prioridad” [17].
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CAPITULO 2

NUEVAS ESTRATEGIAS PARA EL DESARROLLO DE
INJERTOS VASCULARES

Hacia una respuesta Biomimética
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Resumen

El reemplazo de arterias de didmetro pequefio es actualmente un drea de estudio de gran re-
levancia a nivel mundial. El principal desafio constituye la obtencién de injertos vasculares
de pequefio didmetro (menor a 6 mm) que no presenten trombogenicidad aguda, hiperplasia
intimal en la zona de anastomosis, formacion de aneurismas y riesgo de infeccion. En es-
te articulo se presentan las estrategias actualmente abordadas desde el campo de la ciencia
e ingenieria de biomateriales para la regeneracion de arterias de pequefio didmetro. Estas
estrategias incluyen la utilizacién de polimeros sintéticos y/o naturales biocompatibles, bio-
rreabsorbibles y no trombogénicos, la incorporacion de agentes terapéuticos que promuevan
y estimulen los procesos de regeneracion y eviten infecciones, la busqueda de estructuras
con comportamiento mecdnico biomimético, y el empleo de técnicas de fabricacién que
permitan la obtencién de injertos a medida y de disponibilidad inmediata. Se describen los
aportes multidisciplinarios que se estan llevando a cabo en esta temdtica y finalmente se
presentan los desafios que enfrenta la bioingenieria de tejidos vasculares para mejorar el
comportamiento biomimético de injertos vasculares biorreabsorbibles.

Palabras clave: Bioingenieria de tejidos, Arterias coronarias, Injertos vasculares, Matrices polimé-
ricas, Polimeros biorreabsorbibles.

Abstract

New strategies for the development of vascular grafts: towards a biomimetic response.
The replacement of small-diameter arteries is currently a world relevant study area. Obtai-
ning small-diameter vascular grafts (less than 6 mm) with no acute thrombogenicity, intimal
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hyperplasia at the anastomosis site, aneurysms formation, and infection risk is the main cha-
llenge. This article presents the current strategies addressed by the biomaterials science and
engineering for small-diameter arteries regeneration. These strategies include the utilization
of biocompatible, bioresorbable and no thrombogenic synthetic and/or natural polymers, the
incorporation of therapeutic agents which promote and stimulate the regenerative processes
and prevent infections, the search of structures with biomimetic mechanical behavior, and
the usage of processing techniques that allow the production of a graft tailor-made and off
the shelf. The multidisciplinary contributions that are being carried out in this field are des-
cribed; finally, the current challenges faced by bioengineering of vascular tissues to improve
the biomimetic behavior of bioresorbable vascular grafts are presented.

Keywords: Tissue bioengineering, Coronary arteries, Vascular grafts, Polymeric scaffolds, Bioresor-
bable polymers.

1. Antecedentes Clinicos

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte a nivel mundial. Ca-
da afio se pierden 17 millones de vidas por causa de estas enfermedades, lo que representa
un 29 % de la totalidad de las muertes globales. En particular, las enfermedades coronarias
representan un 50 % de las causas de muerte por enfermedades cardiovasculares [1]. Las
principales causas de las enfermedades coronarias son la trombosis y la aterosclerosis. La
trombosis consiste en el bloqueo de un vaso sanguineo debido a la formacién de un codgulo
o trombo sanguineo. Este bloqueo impide la irrigacién sanguinea de la zona afectada. Por
su parte, la acumulacidn de sustancias lipidicas en las paredes arteriales en forma de placas
de ateroma produce el engrosamiento de las mismas conduciendo a aterosclerosis. En es-
tado avanzado, la aterosclerosis produce estenosis o estrechamiento del lumen arterial. Las
expresiones clinicas de la aterosclerosis son de naturaleza crénica, como en la angina de
pecho estable causada por el esfuerzo o en la claudicacién intermitente, secuela previsible
y reproducible; otras veces, aparecen episodios clinico agudos mucho mds graves como un
infarto de miocardio. El infarto de miocardio ocurre cuando disminuye bruscamente el flujo
coronario después de una oclusién trombdética de una arteria coronaria afectada por ateros-
clerosis [2, 3]. En general, el tratamiento de estas enfermedades se basa en la prevencion,
pero en los casos en que la oclusién o estenosis son muy severos se requiere de un trata-
miento de trombdlisis, y en los casos contraindicados, se recurre a intervenciones invasivas
de revascularizacion como la angioplastia o cirugia de derivacién arterial coronaria, también
conocida como técnica de bypass coronario. La cirugia de bypass consiste en desviar el flujo
sanguineo de la zona obstruida para irrigar el resto del tejido cardiaco. Este procedimiento
quirurgico involucra el empleo de injertos a partir de venas o arterias autélogas, homdélogas
y heter6logas, e injertos sintéticos de similares dimensiones. Los injertos autélogos siguen
siendo hoy en dia el gold standard al momento de efectuar un bypass. En particular la ve-
na safena mayor y la arteria tordcica interna (también denominada arteria mamaria interna)
son los injertos que han presentado mejores resultados en el tiempo. La vena safena mayor
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presenta una tasa de permeabilidad (grado de apertura) del 80-90 % luego de un afio de im-
plantada, no obstante, a largos tiempos sufre el desarrollo de aterosclerosis y el 50 % de los
injertos se cierran luego de 10 afios de la operacidn. La arteria tordcica interna presenta una
tasa de permeabilidad de 90 % a los 10 afios después de la operacidn. Sin embargo, la vena
safena sigue siendo el injerto mas elegido por los cirujanos. En los casos que la vena safena
y la arteria tordcica interna no se encuentran disponibles para su utilizaciéon como injertos
otros vasos sanguineos, tales como la arteria radial, la arteria gastro-omental derecha, la ar-
teria epigdstrica inferior, la vena safena corta y venas de las extremidades superiores, son
utilizados [4]. A pesar del buen desempefio de los injertos autélogos, el 15 % de los pacien-
tes con enfermedades coronarias necesitan injertos alternativos debido a la imposibilidad
de utilizar los vasos mencionados o bien a que no estdn disponibles. Los injertos sintéticos
aprobados para su uso en bypass de arteria coronaria son bioestables (no degradables) y
presentan una alta rigidez. Las tubuladuras de poli(etilentereftalato) (PET) patentadas como
Dacron(®) fueron introducidas en 1957 y se forman mediante el tejido de multiples filamen-
tos del poliéster. El Dacron(R) posee alta cristalinidad, alto médulo elastico y alta resistencia
en tension. Estos injertos se usan exitosamente en bypass de arteria aorta y en la revasculari-
zacion de injertos de gran didmetro periféricos. Los injertos de poli(tetrafluoroetileno) o te-
flén expandido (ePTFE), conocidos por su nombre comercial Goretex(R), también presentan
una alta cristalinidad y poseen una alta rigidez, aunque menor que los injertos de Dacron(R).
El Goretex(R) se usa con excelentes resultados en injertos para las extremidades inferiores,
de diametros internos entre 7-9 mm. Ambos tipos de injertos, Dacron(®) y Goretex(®), fallan
en la revascularizacion de arterias de menor didmetro (<6 mm) principalmente debido a su
alta rigidez y al desajuste de su distensibilidad (compliance) en la zona de anastomosis. Es-
tos resultados llevaron al desarrollo de injertos vasculares sintéticos a partir de elastomeros
poliuretdnicos. Los poliuretanos tienen una naturaleza mds distensible y elastomérica que el
PET y el ePTFE, caracteristica que los posiciona como excelentes candidatos para reducir
los problemas asociados a la rigidez de los injertos y desacuerdo mecanico con los tejidos
nativos [5, 6]. En cuanto al desempeio de estos injertos para bypass de arteria coronaria, el
injerto de ePTFE posee una tasa de permeabilidad del 14 % luego de 45 meses de la opera-
cion y el PET resulta en vasos abiertos luego de 17 meses de implantado. No se disponen de
resultados del seguimiento a tiempos mayores. Las tubuladuras de poliuretanos presentan
resultados preliminares de corto plazo.

2. La Ingenieria de Tejidos como una solucion alternativa
para el diseno de Injertos Vasculares

En los ultimos 60 afios poco ha cambiado en relacion a los injertos sintéticos, y la obten-
cién de injertos vasculares de pequefio didmetro (<6 mm) con comportamiento apropiado y
permanente auin representa un gran desafio. El desarrollo de un conducto para operaciones
de bypass coronario que pueda estar inmediatamente disponible (off-the-shelf), sin tiempo
prolongado de cultivo in vitro, y con las propiedades mecdnicas y bioldgicas necesarias es
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el centro de las investigaciones actuales en el campo de la ingenieria de tejidos vasculares.

La falta de potencial de regeneracion y los diferentes niveles de trombogenicidad, estenosis y
susceptibilidad a infecciones, ha enfocado las investigaciones en tres dreas: recubrimientos y
modificacion superficial de los materiales sintéticos existentes; empleo de matrices porosas
biodegradables; y matrices constituidas por polimeros naturales [1, 7]. La cirugia vascular
emergente ha evolucionado del “reemplazo” a la “regeneraciéon” del tejido vascular, y por lo
tanto las ultimas dos estrategias son las que predominan en la actualidad.

El injerto vascular ideal debe cumplir las siguientes caracteristicas:

e Resistencia mecdnica: compliance mecdnica, habilidad para soportar tensiones hemo-
dindmicas a largo plazo sin fallar, flexibilidad y elasticidad sin colapso por retorci-
miento, y resistencia a la deformacién por fluencia permanente (creep) para evitar la
formacion de aneurismas.

e Biocompatibilidad: asociada a un endotelio confluente e inactivo.

e Respuesta curativa aceptable: no trombogenicidad, resistencia a la infeccion, a la hi-
perplasia neointimal o a la formacién de cdpsula fibrosa, capacidad para liberar lo-
calmente agentes terapéuticos, no induccion de malignidades, funciones biolégicas y
potencial de regeneracion de tejidos.

e Facilidad de fabricacion, caracteristicas de manejo adecuadas para la implantacién
quirurgica, facilidad para sutura, disponibilidad en diversos tamafios y longitudes.

Con este panorama, la ingenieria de tejidos se constituye como una plataforma ideal para
disefiar un injerto perfecto.

En su concepcién més cldsica la ingenieria de tejidos emplea un biomaterial como matriz o
andamiaje poroso temporario (scaffold) sembrado de células, para estructurar tridimensio-
nalmente al tejido en construccion con la intervencion de sefiales moleculares y mecanicas.
Desde sus origenes, los mayores esfuerzos se dirigieron al disefio y desarrollo de diferentes
materiales y tecnologias de fabricacidn para satisfacer la alta demanda existente de tejidos
[8]. En esta aproximacion, el punto de partida es el disefio de biomateriales con una composi-
cién quimica y arquitectura tal que tenga la capacidad de conformar una matriz extracelular
artificial, un entorno en el que tienen lugar los procesos celulares que conducen al creci-
miento de los tejidos. La relacion estructura-funcion de los tejidos cardiovasculares nativos
plantea un fuerte criterio de disefo para los substratos requeridos. Por lo tanto, el disefio de
un injerto vascular debe tener en cuenta su estructura y funciones a nivel macroscépico y
microscopico.

En este sentido, la ingenieria de tejidos vasculares plantea diferentes enfoques: los injertos
obtenidos por ldminas celulares auto-ensambladas (cell-sheet tissue engineering) [9, 10] y
los injertos asistidos por matrices biomiméticas. En este ultimo caso, la solucion es mds
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rdpida y no invasiva y la eleccién del biomaterial soporte es un paso critico en el disefio
exitoso de las tubuladuras. Como se menciond anteriormente, es fundamental que el injerto
responda tanto mecdnica como biol6gicamente al ambiente hemodindmico al que va a estar
sometido, y en este aspecto el material y la estructura de la matriz porosa cumplen un rol
clave.

La primera alternativa para la fabricacion de las matrices soporte involucré el uso de bio-
polimeros o polimeros naturales [11]. Sin embargo, los injertos de geles de coldgeno pre-
sentaron propiedades mecanicas pobres y no resistieron su uso clinico sin un recubrimiento
polimérico sintético de soporte. También se utiliz6 elastina, fibrina de seda, geles de fibri-
na, y polimeros a base de proteinas con unidades repetitivas de pentapéptidos similares a la
elastina. No obstante, las propiedades mecdnicas observadas en todos los injertos generados
fueron inferiores a los injertos sintéticos [1, 6].

Otra alternativa explorada para la obtencién de matrices soportes para ingenieria de tejidos
de injertos vasculares se enfocé en el empleo de polimeros sintéticos biorreabsorbibles. Se
estudiaron poliésteres alifaticos como el poli(L-4cido lactico) (PLLA), poli(acido glicdlico)
(PGA), poli(e-caprolactona) (PCL) y sus copolimeros, y poliuretanos segmentados (SPU).
Los polimeros sintéticos permiten obtener estructuras con propiedades mecanicas a medida,
asi como velocidad de degradacion, porosidad y microestructura especificas. El primer vaso
sanguineo disefiado por ingenieria de tejidos se desarrollé a partir de tubuladuras de PGA
cultivadas en un biorreactor con células bovinas [12]. En el 2001, Shinoka y colaboradores
fueron los primeros en utilizar un injerto de ingenieria de tejidos para tratar una enfermedad
congénita en pacientes pedidtricos [7].

3. Técnicas de Fabricacion

La microestructura, porosidad, y topografia del injerto poroso son factores fundamentales
para su desempefio exitoso. La produccion de injertos vasculares se puede abordar mediante
diferentes técnicas, entre las cuales se encuentran el auto-ensamblado molecular, separacion
de fases y electrohilado (electrospinning).

El auto-ensamblado consiste en la organizacion espontdnea de 4tomos, moléculas y agrega-
dos moleculares en patrones o estructuras sin intervencion externa. Este proceso estd media-
do por fuerzas secundarias no covalentes tales como interacciones idnicas (electrostéticas),
enlaces puente de hidrégeno, interacciones hidrofébicas e interacciones de van der Waals pa-
ra formar entidades estructuralmente bien definidas y estables (filmes, bicapas, membranas,
nanoparticulas, fibras, micelas, cdpsulas, tubos, mesofases o vesiculas). El auto-ensamblado
de macromoléculas naturales o sintéticas produce estructuras con arquitectura supramole-
cular nanométrica y en determinadas condiciones nanofibras que forman matrices fibrosas.
Los hidrogeles basados en proteinas proporcionan, ademds de su capacidad de gelacion in
situ, las condiciones necesarias para la proliferacion celular y formacion de tejidos. Para
emular la estructura triple helicoidal del coldgeno se han sintetizado diversos péptidos anfi-
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filicos, que forman nanofibras supramoleculares de 5-8 nm de didmetro y mds de 1 pym de
longitud. Los copolimeros en bloque y dendrimeros pueden también formar nanofibras. El
auto-ensamblado genera nanofibras de didmetro menor a 10 nm y requiere de procedimien-
tos complejos y técnicas extremadamente elaboradas y de baja productividad [13].

La separacion de fases de soluciones poliméricas puede inducirse por un cambio en la tem-
peratura, por la introduccién de un liquido que no es solvente de la fase polimérica, o bien
por polimerizacion. La separacion de fases inducida térmicamente (thermally-induced pha-
se separation, TIPS) permite obtener morfologias nanofibrosas. En esta técnica se parte de
un sistema multicomponente homogéneo que en determinadas condiciones se torna termo-
dindmicamente inestable y tiende a separarse en fases para disminuir la energia libre del
sistema. La separacion de fases liquido-liquido de una solucién polimérica con temperatura
critica de solucién superior se induce disminuyendo la temperatura. El sistema se separa en
dos fases, una fase rica en polimero y otra pobre, formando una estructura bicontinua. La
fase rica en polimero solidifica después de la eliminacién del solvente mediante liofilizacion
y se obtiene la matriz con arquitectura macroporosa. Aunque originalmente esta técnica se
ha empleado con PLLA, PGA, poli (4cido lactico-co-glicélico (PGLA), su empleo se ha ex-
tendido a otros polimeros tales como polihidroxialcanoato, quitosano, gelatina y materiales
compuestos con biocerdmicos. Entre las ventajas de esta técnica se encuentran la posibilidad
de incorporar moléculas bioactivas a las matrices sin disminuir la actividad de las moléculas
por medio térmico o quimico, la alta reproducibilidad, la produccién de muestras en moldes
que pueden adoptar una geometria particular y el empleo de equipamiento no especializado.
Las desventajas estdn asociadas al escaso nimero de polimeros que pueden procesarse y la
dificultad para el escalado comercial. Por otra parte, un pequeiio cambio en los pardmetros
del proceso: tipo de polimero, concentracion de la solucion polimérica, relacién disolven-
te/no disolvente y principalmente el programa térmico, puede afectar significativamente la
morfologia del soporte poroso resultante [14].

Si bien se han logrado injertos vasculares con propiedades interesantes mediante auto-
ensamblado y separacion de fases, la tecnologia de electrohilado resulta la técnica mas
prometedora. El electrohilado permite la obtencién de fibras micro/nanométricas a partir
de una solucién de polimero o polimero fundido mediante la aplicacién de una tensién
elevada (del orden de la decena de kilovoltios). Es una técnica versatil y las matrices nano-
fibrosas producidas presentan un gran potencial para imitar el microambiente fibroso de la
matriz extracelular natural presente en las arterias [15]. El electrohilado ofrece la posibilidad
de ajustar finamente las propiedades mecdnicas durante la fabricacion, controlando la mi-
croarquitectura porosa, el tamafio y la orientacion de las fibras, logrando comportamientos
anisotropicos como los observados en los vasos sanguineos. Ademads, mediante el empleo
de un colector rotatorio de pequefio didmetro se genera una tubuladura sin costura ideal para
aplicaciones vasculares. Todas estas ventajas posicionan a la técnica de electrohilado como
una técnica ideal para la produccién de injertos vasculares de pequefio didmetro.
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4. Utilizacion de Polimeros sintéticos y/o Naturales

Los polimeros biorreabsorbibles son los candidatos preferidos para la produccion de matri-
ces extracelulares temporales durante el proceso de regeneracion. Teniendo en cuenta que
durante el proceso de degradacién se modifican las propiedades quimicas, fisicas, mecanicas
y bioldgicas de la matriz soporte, la seleccién del material mds apropiado para la aplicacién
deseada es critica. En el caso de los injertos vasculares, se busca obtener una estructura
completamente regenerada mecdnica y bioldgicamente, lo cual requiere de la degradacion
completa de la matriz soporte y la regeneracion y remodelado del tejido con organizacién
celular bien definida.

El desarrollo de injertos vasculares compuestos de un solo tipo de polimero se ha cen-
trado principalmente en el estudio de injertos a partir de polimeros sintéticos como PCL
[16, 17, 18, 19], PLGA y poli(glicerol sebacato) (PGS) [20, 21, 22], PGA [23], poliuretanos
estables [24, 25, 26, 27, 28] y biodegradables [29, 30, 31, 32]. Si bien estos injertos presen-
taron resultados prometedores, con la ventaja de poder ajustar sus propiedades mecanicas
y velocidad de degradacidn, asi como también uniformidad de propiedades entre lotes dis-
tintos, éstos carecen de sitios de unién especificos para la interaccion celular. Ademads, las
tubuladuras compuestas de un tinico polimero presentan propiedades mecanicas extremas (0
muy rigidas o muy eldsticas).

También se han desarrollado injertos monocapa a partir de biopolimeros/polimeros naturales
como el coldgeno [33], la gelatina [34], la fibrina de seda [35, 36, 37] y tropoelastina recom-
binante humana [38]. Los polimeros naturales poseen propiedades bioldgicas intrinsecas,
como bioactividad, la habilidad de presentar ligandos receptor-union a las células, suscep-
tibilidad a la degradacién proteolitica desencadenada por las células y remodelado natural.
Sin embargo, su utilidad se ha limitado debido a la posibilidad de desarrollar una respuesta
inmunogénica fuerte, transmisién de enfermedades y su compleja purificacién. Ademas, los
polimeros naturales poseen pobres propiedades mecénicas e inestabilidad dimensional cau-
sadas por la contraccion y la prematura disolucion en condiciones de cultivo que los obliga
a la necesidad de realizar un proceso posterior de entrecruzamiento [39, 40, 41].

Se ha demostrado que una tubuladura compuesta por un solo material no puede satisfacer
todos los requerimientos para el éxito de un injerto vascular en simultdneo. Para sobrellevar
este problema, la ingenieria de tejidos vasculares ha centrado sus desarrollos en la utilizacién
de copolimeros y mezcla de polimeros con el fin de mejorar tanto la respuesta mecénica, co-
mo bioldgica. En particular, la mezcla de polimeros naturales con sintéticos promete combi-
nar dos caracteristicas deseadas: la resistencia y durabilidad de los polimeros sintéticos con
la afinidad celular de las proteinas naturales. Ademas, los polimeros naturales aumentan la
hidrofilicidad de la mezcla, lo que favorece a la fijacién, migracién y proliferacion celular.
Una vez implantado el injerto, los polimeros naturales invariablemente se degradan creando
mayor porosidad para la migracidn celular y regeneracion del tejido, mientras los polimeros
sintéticos mantienen la integridad estructural hasta que el vaso sanguineo se haya regene-
rado por completo [41]. Con esta vision se han desarrollado injertos vasculares a partir de
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mezclas de distintos poliésteres sintéticos, colageno y elastina [42, 43, 44, 45]; poligeca-
prona (PGC), PCL, elastina soluble bovina y gelatina bovina [46]; PLCL con coldgeno y
quitosano [47]; PLLA y coldgeno [48]; PCL y quitosano [49]; nano-celulosa bacteriana y
poli(vinil alcohol) [50]; entre otros.

Los injertos electrohilados de mezclas de polimeros presentan un mejor comportamiento,
tanto mecdnico como bioldgico, sin embargo, la estructura en capas de las arterias naturales
sugiere que los injertos con dos o tres capas concéntricas pueden lograr un mayor grado de
biomimeticidad.

5. Estructuras ¢/comportamiento mecanico biomimético

Las arterias naturales presentan una estructura jerarquica en capas, compuestas por distin-
tas proporciones de coldgeno, elastina, células de musculo liso, proteoglicanos y células
endoteliales [51]. Esta compleja estructura multicapa les confiere un desempeilo mecénico
propio.

Las arterias se encuentran sometidas a una presion interna de naturaleza pulsatil. Las pro-
piedades de la pared arterial dependen del rol mecénico que desempefian sus componentes
pasivos (fibras de elastina y coldgeno) y los componentes activos (células de musculo li-
s0). Los valores del médulo de Young de las fibras de coldgeno y elastina son extremada-
mente distintos, y contribuyen individualmente a la elasticidad total de la arteria. Ademas,
se observan cambios en la elasticidad bajo la activaciéon de las células de musculo liso y
el reclutamiento de las fibras de coldgeno que soportan las tensiones de la pared arterial
[52, 53, 54, 55, 56, 57]. La elastina es el principal protagonista de la funcién de amorti-
guamiento en el sistema circulatorio. Las fibras de coldgeno estdn dispuestas de tal forma
que actian protegiendo al vaso de la ruptura por grandes deformaciones, limitando su ex-
pansion circunferencial. Esta configuracion de las fibras de coldgeno y elastina resulta en
una respuesta eldstica no lineal de la pared arterial [55, 56, 58, 59]. Cuando las arterias son
sometidas a presiones bajas, se observa una alta distensibilidad y baja rigidez, fendmeno
atribuido fundamentalmente a las fibras de elastina. A medida que la presién aumenta, las
fibras de coldgeno se alinean y orientan, disminuyendo la distensibilidad de la arteria. Final-
mente, a presiones altas la respuesta mecanica se debe principalmente al coldgeno presente,
observando una alta rigidez en las arterias. Este comportamiento no lineal es conocido como
curva “J” [52, 60, 61].

Los reemplazos de las arterias naturales, al igual que éstas, se encuentran sometidos a una
presion ciclica y constante impuesta por el corazon que influye en el comportamiento de
las células y los tejidos. Por lo tanto, el desempefio mecdnico y consecuentemente las pro-
piedades mecdnicas de los materiales que constituyen los injertos vasculares son factores
clave para un desempeio apropiado para ingenieria de tejidos. En particular, el desajuste
entre la compliance del injerto vascular y la arteria nativa conduce a una falla para periodos
prolongados de implantacion, especialmente para conductos de pequefio didmetro [61].
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Por lo tanto, los materiales presentes en la estructura porosa deben comportarse como los
componentes presentes en la matriz extracelular de las arterias, principalmente coldgeno
y elastina. Debido a la particular estructura nativa de los vasos sanguineos, ha surgido un
interés en la construccion de matrices soporte multicapas compuestas. De esta forma pue-
den ajustarse las propiedades mecdnicas al variar los porcentajes relativos de cada material
presente y obtener una capa interna mds distensible que actiie a bajas presiones, asi como
una capa externa mas rigida que resista las altas tensiones como las fibras de coldgeno.
Ademads, esta estructura en capas permite el sembrado de distintos tipos celulares (células
endoteliales, células de musculo liso) en cada capa para la regeneracioén coordinada del vaso
sanguineo [41].

Numerosas investigaciones se han centrado en el desarrollo de este tipo de injertos, en al-
gunos casos mediante injertos hibridos con una capa electrohilada y otra obtenida mediante
otras técnicas de obtencién de fibras o matrices porosas [62, 63, 64, 65], y en otros casos
a partir de capas con distinta morfologia y porosidad pero con el mismo polimero [66]. La
mayoria de estos estudios se enfocaron en injertos con multicapas electrohiladas de mez-
clas de distinta composicion y en algunos casos tomando como base los estudios previos en
injertos monocapa de mezclas de polimeros.

S. Kidoaki y colaboradores fueron los primeros en producir injertos vasculares multicapa
por la técnica de electrohilado. Su trabajo se centré en la descripcion de la técnica de elec-
trohilado secuencial. Realizaron injertos bicapa con una capa interna de coldgeno y una
externa de un poliuretano bioestable [67]. El grupo de Y.K. Vohra también estudié y op-
timiz6 injertos multicapas [68, 69, 70]. En una primera aproximacion, produjeron injertos
bicapa y tricapa a partir de elastina, gelatina y poligliconato (PG) (Maxon(®)) con distinta
porosidad. Los autores consideraron a los injertos como buenos candidatos, sin embargo
carecen de una caracterizacién mecdnica profunda, asi como también estudios de citoto-
xicidad [68]. Posteriormente, en base a los injertos monocapa de mezclas [46], realizaron
tubuladuras bicapa de PGC, PCL, elastina y coldgeno para la capa interna y PGC, PCL y
elastina para la capa externa [69, 70]. Estudiaron el comportamiento mecénico en forma un
poco mds completa, pero sin realizar ensayos dindmicos bajo regimenes fisiolégicos. Tam-
bién estudiaron la capacidad de regeneracion de endotelio in vitro de los injertos, obteniendo
buenos resultados.

G.L. Bowling y su grupo desarrollaron injertos tricapa a base de PCL, elastina y coldgeno
o fibrina de seda [71, 72]. Los injertos se caracterizaron mecanicamente, mediante ensayos
dindmicos bajo solicitaciones fisioldgicas, ensayos de resistencia a la sutura y presion de
reventado. La variacion en la composicion de la capa media y externa, asi como también
la presencia de coldgeno o fibrina de seda en la mezcla de la capa y el tipo de entrecru-
zante utilizado, permitieron modular la respuesta mecdnica. Las propiedades mecédnicas no
tuvieron variaciones significativas luego de 4 semanas de degradacion hidrolitica. El andlisis
realizado permitié concluir que los injertos resultaron mecdnicamente biomiméticos, y que
son potenciales candidatos para el reemplazo de vasos de pequefio didmetro. Sin embargo,
aun se requieren estudios celulares in vitro y/o in vivo previos a los estudios clinicos.
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S.G. Wise y colaboradores realizaron injertos vasculares bicapa, con una capa interna a partir
de elastina sintética y una capa externa a partir de una mezcla de PCL y elastina. Los autores
concluyen que la capa interna estimula la endotelizacion y evita la adhesion de plaquetas en
el lumen del injerto, mientras que la capa externa le confiere estabilidad mecanica [73]. El
injerto imita el desempefio mecédnico de la arteria mamaria.

El grupo de T. Wu desarroll6 un injerto tricapa de fibras alineadas de PLCL/coldgeno en la
capa interna, hilados electrohilado de poli(lactida-co-glicolida) (PLGA)/fibrina de seda en
la capa media y fibras al azar de PLCL/colageno en la capa externa mediante electrohilado
secuencial en tres pasos [74]. Se estudio su respuesta mecénica y bioldgica, obteniéndose
resultados prometedores como posibles injertos vasculares. Se demostrd que la capa inter-
na de fibras alineadas logré organizar la morfologia del endotelio en el lumen del injerto,
mientras que los hilos orientados circunferencialmente regularon la organizacién de las cé-
lulas de musculo liso a lo largo de los mismos. La capa externa de fibras al azar mantuvo
la estructura del injerto. También se observé infiltracion celular, biodegradacién y produc-
cién de coldgeno luego de ensayos in vivo por 10 dias. El mismo grupo también estudi6
un injerto multicapa mediante electrohilado gradual, donde se evita un cambio brusco en
la concentracién del injerto en la interface entre cada capa mediante el electrohilado de
ambas soluciones previo al paso a la segunda [75]. Sus propiedades mecdnicas fueron ca-
racterizadas, obteniéndose baja distensibilidad comparada con arterias naturales. También
se estudié como la degradacion afecta su resistencia y elongacién, observando una dismi-
nucién gradual de las mismas hasta los 3 meses. Los ensayos biol6gicos mostraron buena
biocompatibilidad e indicios de posible penetracién celular dentro del injerto.

A. Abdal-hay y colaboradores obtuvieron un injerto bifdsico mediante el electrohilado de
poliuretano encima de una tubuladura de PCL obtenida capa por capa por deposiciéon con
aerdgrafo. Se caracterizé el injerto mecdnicamente y los resultados mostraron un efecto
sinérgico entre los componentes del mismo, logrando una combinacién favorable de rigidez,
resistencia, ductilidad y tenacidad confirmando su idoneidad como estructuras vasculares
para ingenieria de tejidos [76].

Por otra parte, H-Y. Mi y colaboradores desarrollaron injertos tricapa mediante la combina-
cion de distintas técnicas de fabricacion de forma de obtener distinto grado de porosidad en
cada capa [77, 78]. En una primera aproximacion utilizaron un poliuretano de grado médico
y seda combinando electrohilado, trenzado de hilos y separacion de fases inducida térmica-
mente, donde la capa interna se obtuvo por electrohilado de poliuretano, la media mediante
el trenzado de fibras de seda y la externa por separacion de fases de poliuretano. Las distintas
estructuras de cada capa y las propiedades de los materiales utilizados permitieron obtener
una curva tipo J en traccidn, con buena resistencia al reventado y la sutura. Ademads se ob-
servo que células endoteliales podrian formar una capa celular en la cara interna del injerto
[77]. En segunda instancia, utilizando las mismas técnicas, produjeron un injerto tricapa de
poli(carbonato de propileno) (PPC) y poliuretano, donde la capa interna y externa fueron
electrohiladas de poliuretano y PPC respectivamente, mientras que la media se obtuvo por
separacion de fases poliuretano. La caracterizacién mecanica mostré buenas propiedades
por parte del injerto no obstante la respuesta tipo J no se observé. Los ensayos bioldgicos
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revelaron buena afinidad con células endoteliales del PPC [78].

Nuestro grupo desarrollé un conducto electrohilado nanofibroso bicapa biorreabsorbible a
partir de mezclas de PLLA y poliuretano segmentado (PHD) [79]. La idea central del disefio
se basa en imitar la relacion de coldgeno y elastina natural observada en las capas media y
adventitia de las arterias coronarias, las cuales son las principales encargadas de soportar las
solicitaciones dindmicas pulsétiles del flujo sanguineo [80]. El PLLA posee un alto modulo
eléstico, requerido para soportar altas presiones y flujos sin colapso o degradacion hasta que
el tejido se desarrolle y madure in vivo. Ademas, el PLLA mostré tener una respuesta meca-
nica similar al colageno [81]. E1 PHD se emple6 para lograr una respuesta mds biomimética.
Los elastomeros como el PHD son materiales termoplésticos con propiedades fisicas exce-
lentes como resistencia a la traccion, buena compliance y biocompatibilidad. Considerando
sus propiedades superiores, principalmente su naturaleza distensible viscoelastica, el PHD
proporciona una respuesta mecdnica similar a la elastina. La hipdtesis que el PLLA y el
PHD se comportan mecanicamente similar al coldgeno y la elastina se corroboré experi-
mentalmente [82, 83]. También se estudio la degradacion hidrolitica de las capas del injerto,
observando una velocidad de degradacion equivalente para las dos capas del injerto con un
tiempo de degradacién en concordancia con el tiempo de regeneracion de tejido vascular in
vitro [84].

6. Incorporacion de agentes terapéuticos y modificacion
superficial de injertos vasculares

Todos estos enfoques han producido resultados interesantes y alentadores, aunque presentan
algunas limitaciones y principalmente la necesidad de un tiempo de cultivo in vitro previo
a la realizacion del implante. En ese sentido la ingenieria de tejidos in vivo permite que el
crecimiento y la proliferacion celular suceda una vez implantado el injerto. Hoy en dia, el
enfoque se dirige a cambiar la funcion del substrato desde una matriz meramente pasiva
o semi-bioactiva hacia una verdaderamente bioactiva, que interaccione y responda a los
estimulos bioldgicos del cuerpo [85].

Como una primera aproximacion, se han preparado injertos vasculares con distintos agentes
terapéuticos, como factores de crecimiento y agentes anticoagulantes, mezclados fisicamen-
te dentro de las estructuras soporte, para, mediante su liberacién, mejorar la formacién de
endotelio, la infiltraciéon celular y evitar la formacién de trombos [86, 87, 88, 89]. Estos
injertos presentaron mejores resultados frente a cultivos celulares in vitro y ensayos in vivo
que sus contrapartes sin agentes terapéuticos. No obstante, en la mayoria de los casos se
observé una liberacién no uniforme del agente bioactivo, con un efecto burst en la primera
etapa de la liberacion. Zhao y colaboradores estudiaron una nueva técnica para la encapsula-
cion de factores de crecimiento dentro de la matriz soporte de forma de evitar el efecto burst
y modular el perfil de liberacién [90]. Si bien se obtuvieron resultados alentadores, estos
estudios estdn aun en etapa preliminar y no garantizan evitar una etapa de cultivo previa in
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vitro.

Una de las propiedades mds importantes de los injertos vasculares es la compatibilidad de
su superficie con la sangre o hemocompatibilidad. La superficie debe poder mantener ba-
jo control los procesos de coagulacién e inflamacién al ponerse en contacto con sangre
en las condiciones hemodindmicas dadas. En cuanto a la interaccién de la sangre con la
superficie, la respuesta de la sangre es sensible al drea superficial, cristalinidad, hidrofobici-
dad/hidrofilicidad, estructura externa y quimica de la superficie. Por lo tanto, un injerto vas-
cular para ingenieria de tejidos necesita expresar actividad anticoagulante hasta que se logre
un revestimiento completo de células endoteliales, y promover la adhesion y proliferacion
celular. Las estrategias mds utilizadas para resistir la adhesion no especifica de proteinas, au-
mentar la hemocompatibilidad y mejorar la permeabilidad del injerto sintético a largo plazo
son las modificaciones superficiales, ya sea fisica o quimica, mientras que algunos estudios
también consideran la endotelizacién de la superficie interna de los biomateriales.

Entre las estrategias mds utilizadas en la modificacién superficial de injertos vasculares se
encuentra la inmovilizaciéon de biomacromoléculas para incrementar eficientemente la he-
mocompatibilidad y prevenir en consecuencia la trombosis [91, 92].

El poli(etilenglicol) (PEG) y sus derivados se han utilizado debido a su hidrofilicidad, y a
su resistencia a la adsorcion de proteinas de plasma y adhesion de plaquetas por su alta mo-
vilidad bajo condiciones fisioldgicas. Dado que el PEG es soluble en medio acuoso, como
la sangre, es necesaria su union covalente a la superficie de los biomateriales. Y. Feng y
su grupo obtuvieron matrices porosas por electrohilado de poli(carbonato uretano) (PCU)
modificadas mediante polimerizacién de radicales por transferencia de 4&tomos para unir ca-
denas de poli(etilenglicol)metacrilato (PEGMA) a su superficie. Las superficies modificadas
mostraron resistencia efectiva a la adhesion de plaquetas y soportaron adhesion y prolifera-
cion celular con una respuesta mejor que las matrices no modificadas de PCU [93].

Las betainas de polimeros zwitterionicos generan una capa de agua estructurada estrecha-
mente unida alrededor de los grupos de cabeza zwitterionicos a través de la hidratacién elec-
trostatica inducida por el enlace de hidrégeno en el agua, reduciendo asi perceptiblemente la
adsorcidn de proteinas y la adherencia de plaquetas y controlando eficazmente la cascada de
la coagulacién y la inflamacién inmune. S. Yuan y colaboradores disefiaron una superficie
multifuncional con propiedades antibacterianas, antitrombogénicas y citocompatibles para
potencial aplicacion en ingenieria de tejidos vasculares [94]. La superficie de un film de PCL
se modificé mediante la inmovilizacién covalente de péptidos cortos de Arg—Glu—Asp—Val
(REDV) sobre cadenas zwitterionicas de poli(carboxibetanias). Las propiedades bacterici-
das y hemocompatibles fueron mejoradas en comparacion con la superficie sin modificar de
PCL, promoviéndose también la proliferacion de células endoteliales.

La heparina, farmaco anti-coagulante ampliamente conocido, se ha utilizado en stents y es
clinicamente el polisacarido aplicado més exitoso. Su funcidn anticoagulante se basa en su
interaccion con las antitrombinas III (AT III), como la trombina y el factor Xa, las cuales
son inhibidores de proteasas de serina. Su unidn causa un cambio conformacional en AT
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Fig. 1. Modificacién de superficie interna de un injerto vascular biorreabsorbible bicapa.

III, y acelera la unién adicional de proteasas de serina; de esta forma se puede prevenir
una cascada de coagulacion de la sangre. La heparina se ha empleado exitosamente en la
mejora de biomateriales mediante recubrimientos, inmovilizacién covalente y tecnologia
capa-por-capa (LbL). La inmovilizacién covalente de heparina se ha estudiado y evaluado
ampliamente. La introduccién en la superficie polimérica de grupos de anclaje de tipo amino
o 4cidos carboxilicos es generalmente una etapa necesaria.

Los enlaces covalentes de la heparina evitan que ésta se elimine facilmente cuando la super-
ficie del biomaterial se pone en contacto con el flujo sanguineo. Sin embargo, el movimien-
to libre de las moléculas de heparina es obstaculizado y restringido por la inmovilizacién
directa e inespecifica. En consecuencia, la configuracion natural de la heparina puede afec-
tarse y modificarse durante y luego de la inmovilizacién, afectando su actividad luego de la
modificacién superficial de los injertos vasculares. Una estrategia para aumentar la hemo-
compatibilidad de las superficies heparinizadas consiste en introducir espaciadores hidrofi-
licos de cierta longitud entre la heparina y la superficie del material. En los injertos bicapa
PLLA/PHD desarrollados por nuestro grupo se ha modificado la cara interna con hepari-
na mediante la unién previa de cadenas cortas de PEG en la superficie [95]. Se abordaron
dos rutas, una mediante la modificacién del PLLA con la generacién de grupos acidos en
superficie y la otra mediante la reaccion con grupos uretano del PHD. Se encontré que la
modificacion mediante la via poliuretdnica mostré mejores resultados de hemocompatibili-
dad, resistencia a la adhesion de plaquetas y proliferacién celular (Fig. 1).

Q. Li y colaboradores [96] prepararon injertos vasculares mediante electrohilado de PCU
tratados con NH3 plasma y entrecruzados quimicamente con heparina sodica. Se logré unir
la heparina sédica a la superficie del injerto, el cudl presenté baja hemdlisis, y buena bio-
compatibilidad demostrada por su baja citoxicidad in vitro e in vivo. Estos resultados los
posicionan como injertos vasculares con potencial aplicacién clinica, no obstante, solo el
aspecto bioldgico fue evaluado.

- 34 -



Nuevas Estrategias para el Desarrollo de Injertos Vasculares

Por otro lado, el grupo de J.J.D. Henry desarroll6 un método para aumentar la capacidad
de uniones superficiales en polimeros biodegradables electrohilados mediante la mezcla con
polimeros de bajo peso molecular. Lograron aumentar la densidad de grupos funcionales dis-
ponibles e incrementar la capacidad de conjugacién de heparina superficial [97]. Ademas, la
mezcla de polimeros de distinto peso molecular permitié ajustar las propiedades mecénicas
de los materiales obtenidos. Los ensayos in vivo mostraron una mejora en la formacion de
endotelio y la permeabilidad de los injertos, asi como un aumento en la infiltracion celular.

Ademads, se ha reportado la modificacion superficial mediante la estrategia de inmovilizacion
de punto final de heparina, donde se inmovilizé cada molécula de heparina en la superficie
mediante un Unico enlace covalente en el final de la cadena polimérica con el fin de mantener
su configuracién natural y bioactividad. Por ejemplo, X. Qiu y colaboradores modificaron
injertos electrohilados de PCU mediante esta técnica [98]. Se obtuvieron buenos resultados
en cuanto a la actividad antitrombogénica de las moléculas de heparina inmovilizadas. Los
ensayos in vivo mostraron una buena permeabilidad, una mejor endotelizacion de la super-
ficie interna con células endoteliales orientadas y organizadas en una monocapa, asi como
una mejor integracion de los injertos en términos de vascularizacién e infiltracion celular.

Si bien la inmovilizacién de moléculas bioactivas con propiedades anticoagulantes ha me-
jorado la respuesta de los biomateriales frente al contacto con la sangre, al mismo tiempo
increment6 notablemente la hidrofilicidad de la superficie evitando que las células endote-
liales se unan y cubran la superficie. En este sentido, se sabe que tener un endotelio biofun-
cional y confluente en la capa interna de los injertos vasculares puede imitar la tunica intima
de los vasos sanguineos, y asi permitir la aplicabilidad a largo plazo de dichos implantes. De
lo contrario, la falta de endotelizacion usualmente resulta en bajas tasas de permeabilidad a
largos tiempos de implantacion. Para lograr esta respuesta, se ha estudiado la modificacién
superficial con proteinas adhesivas celulares, péptidos activos y moléculas bioactivas de for-
ma de promover la adhesion de células endoteliales y la endotelizacion in situ rapida de los
injertos vasculares. Las superficies de los materiales se pueden revestir con péptidos activos,
o éstos pueden inmovilizarse o injertarse covalentemente en las mismas mediante absorcién
fisica o reacciones quimicas. Entre los péptidos mads utilizados se encuentran los tripéptidos
Arg-Gly—Asp (RGD) y Cys—Ala—Gly (CAG), los tetrapéptidos REDV y Val-Ala-Pro-Gly
(VAPG), y el péptido Tyr-Lle-Gly—Ser—Arg (YIGSR) [99, 100, 101, 102, 103, 104].

Algunos autores hicieron uso de ambas estrategias, produciendo injertos vasculares modifi-
cados con heparina y péptidos bioactivos, para mejorar las propiedades antitrombogénicas
y la endotelizacion de los mismos a la vez [105, 106].

Otra estrategia reciente y que promete una endotelizaciéon mds répida para lograr asi la im-
plantacion inmediata de los injertos vasculares es la auto-endotelizacion in vivo. El mayor
desafio de la endotelizacion in sifu es superar la realidad de la baja actividad proliferativa
de las células endoteliales y lograr una regeneracion répida del endotelio. Las células proge-
nitoras endoteliales presentan una solucién prometedora a este problema y la biofunciona-
lizacién de la superficie de los injertos vasculares con moléculas bioactivas, como el factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF) o los anticuerpos contra CD34 (anti-CD34Ab),
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Fig. 2. Estrategias actuales para mejorar la biomimeticidad de los injertos vasculares.

que favorecen la migracién, adhesion y proliferacion de dichas células hacia el interior del
injerto presenta una potencial solucion. En este sentido se han llevado a cabo algunos estu-
dios en matrices porosas planas y tubulares con potencial aplicacién en ingenieria de tejidos
vasculares [107, 108, 109, 110, 111].

Si bien se han obtenido resultados prometedores dentro de la modificacion superficial, con
mejoras en la hemocompatibilidad y biocompatibilidad celular de injertos vasculares, la ma-
yoria de los estudios se ha centrado en lograr una buena modificacién y estudiar la respuesta
bioldgica utilizando filmes o estructuras porosas de biomateriales modelo. La modificacion
de estructuras multicapas mecdnicamente biomiméticas alin se encuentra en sus inicios, y
por lo tanto la obtencién de un injerto vascular exitoso.

7. Perspectivas Futuras y Desafios

En los ultimos afos los avances en el campo de ingenieria de tejidos vasculares han sido
muy importantes. Existen atin grandes desafios en la bisqueda de injertos vasculares de pe-
queiio didmetro (<6mm) reabsorbibles que posean un comportamiento biomimético in vivo
ideal, es decir que mantengan su tasa de permeabilidad y propiedades mecdnicas durante el
proceso de regeneracion, presenten rapida endotelizacidn, no generen trombosis temprana o
hiperplasia intimal y permitan la remodelacion arterial in situ (Fig. 2).
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La ingenieria de tejidos vasculares requiere de un sistema de co-cultivo para integrar los
diferentes tipos celulares que constituyen una arteria. Este sistema involucra el uso de bio-
rreactores en los que los constructos biomaterial-célula estén sujetos a gradientes bioqui-
micos, eléctricos y mecdnicos que imiten el medio fisioldgico arterial. El remodelado arte-
rial, en el cual actian enzimas proteoliticas que intervienen en el proceso de degradacion
de la matriz, atin permanece como un desafio crucial. Las diferentes estrategias para la
modificacion superficial continian mejorando la hidrofilicidad e inmovilizacién de agentes
bioactivos promoviendo la adhesion, migracion y proliferacion de células endoteliales asi
como el proceso de angiogénesis in vivo. Las matrices multicapa con capacidad para liberar
localmente factores de crecimiento, genes no virales y otros agentes bioactivos en forma
sostenida constituyen otra aproximacion atractiva para avanzar hacia injertos vasculares con
control de liberacion espacio-temporal. Las tecnologias de impresion tridimensional y bio-
impresion prometen, por si mismas y combinadas con electrohilado, desarrollar configura-
ciones complejas que puedan imitar la micro y macroestructura y biofuncién de los vasos
sanguineos.

Aunque todas estas estrategias exploran las formas de sobrellevar las actuales limitaciones
de los injertos de pequeio didmetro, ain no se ha iniciado la etapa de ensayo clinico. La
combinacion de nuevos materiales, procesos, post-tratamientos de modificacién de super-
ficies se visualiza como un camino a seguir en busca del injerto vascular artificial ideal,
mientras que al mismo tiempo se necesita un mejor entendimiento de los mecanismos que
regulan las interacciones entre la superficie y las células endoteliales, sistemas de liberacién
de factores de crecimiento y genes.
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Resumen

El sistema nervioso de los animales y los humanos estd fundamentalmente constituido por
unidades funcionales basicas conocidas como neuronas. Alld por 1880 Santiago Ramén y
Cajal postul6 la existencia de estas unidades funcionales, en contraposicion con la idea rei-
nante en esos tiempos, de que el cerebro era una red continua de fibras nerviosas. Casi medio
siglo después, Edgar Adrian registré por primera vez actividad eléctrica proveniente de una
fibra nerviosa y, desde entonces, enormes fueron los avances en la disciplina conocida como
Neurociencias. La interaccién masiva y transversal de cientificos de todo el mundo permi-
ti6 leer la actividad cerebral desde distintos enfoques, tales como la electroencefalografia
(EEG), la resonancia magnética funcional (fMRI), la magnetoencefalografia (MEG), el re-
gistro intracelular, el registro extracelular y las imdgenes de calcio. Hoy es posible registrar
la actividad eléctrica de cientos de neuronas individuales gracias al uso de métodos opticos
y electrofisioldgicos. Sin embargo, sigue bastante ajena al entendimiento humano la manera
en que estas unidades bdsicas, las neuronas, procesan la informacion recibida del entorno,
para convertirla en una accion, es decir, la manera en que reaccionamos en funcién de los
estimulos que nos rodean. Uno de los principales obstaculos para develar este enigma es la
complejidad del sistema. Lo que hace robusto al cerebro frente a muchas condiciones adver-
sas, externas e internas, tales como la variabilidad del entorno en el que vivimos y el mismo
envejecimiento es, justamente, su complejidad. Millones de neuronas trabajan juntas, sin
responsabilidades muy diferenciadas entre ellas, para proveer de funciones superiores como
la memoria, la discriminacion de estimulos, la ejecucion de respuestas motoras, el aprendi-
zaje y ejecucion de reglas simples y complejas. Es imprescindible entonces, para entender
el cddigo neuronal, abordar el sistema como uno complejo. En este capitulo expondremos
el estado del arte en este topico, uno de los mas desafiantes de las neurociencias: descubrir
el codigo neuronal.
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Abstract

The neural code. The nervous system is built from basic functional units known as neu-
rons. In 1880, Santiago Ramoén y Cajal postulated the existence of such functional units,
against the ruling idea by those times of the brain as a continuous network of nervous fibers.
Fifty years later, Edgar Adrian was the first scientist who could record electrical activity
in a nervous fiber and, since then, there was an enormous progress in this new discipline
known as Neuroscience. A big effort and cooperation among researchers around the world
allowed to extract cerebral information from different approaches: electroencephalography
(EEG), functional magnetic resonance imaging (fMRI), magnetoencephalography (MEG),
intracellular and extracellular recordings and calcium imaging. Now, it is possible to record
electrical activity from hundreds of neurons with the aid of optical and electrophysiological
methods. However, the way these neurons process external information in order to coordi-
nate a behavioural response remains obscure. It is the complexity of the brain that makes
this enigma so hard to solve. The same complexity that makes the brain robust in the face
of the challenges of the external world as well as against aging, is also the main barrier to
understand how it works. Millions of neurons work together without significant different
functionality among them in order to provide the brain with emergent collective properties
such as memory, stimuli discrimination, behavioural responses and learning of simple and
complex rules. Then, to understand the neural code it is mandatory to study the nervous
system as it is: a complex one. In this chapter we will expose the state of the art of this
challenging topic of neuroscience: breaking the neural code.

Keywords: Information, learning, neural code

1. Introduccion

1.1. La neurona

Coémo imaginar la sorpresa de Don Santiago Ramén y Cajal cuando, sentado a su micros-
copio, observd por primera vez que la porcién de cerebro que tenia debajo del objetivo no
era una masa protopldsmica continua, sino que estaba constituida por unidades bien dife-
renciadas [1]. All4 por los finales del siglo XIX, Ramoén y Cajal discutia fervientemente con
sus colegas acerca de la estructura del tejido nervioso. Por aquellos tiempos la teoria domi-
nante consideraba al cerebro como una gran red continua (la llamada “teoria reticular”). No
fue sino hasta que el médico italiano Camillo Golgi descubrié un nuevo método de tincién
celular lo que le permiti6 a Ramén y Cajal diferenciar células nerviosas en la muestra de
tejido cerebral, iniciando la “doctrina de la neurona”. Recibieron juntos el premio Nobel de
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Medicina por su contribucion al descubrimiento de la estructura del tejido nervioso en 1906,
y abrieron la puerta al estudio del sistema nervioso y de sus elementos constitutivos.

Las neuronas son células con morfologias de lo mds variada. Sin embargo, salvo excepcio-
nes, en todas ellas pueden distinguirse tres estructuras clave: el axoén, por el cual viaja el
impulso eléctrico - el llamado potencial de accién (PA) -, un arbol dendritico que recibe
los impulsos eléctricos de axones provenientes de otras neuronas; y un soma haciendo de
nexo entre estos dos. El intercambio de informacién se hace posible cuando el axén y la
dendrita forman conexiones intimas llamadas sinapsis, término acufiado por Charles Scott
Sherrington en 1897 [2], y cuya existencia fue esbozada por Ramén y Cajal, y demostrada
con la ayuda del microscopio electrénico por Palade y Palay por un lado, y de Robertis y
Bennett, por otro [3]. Es en la sinapsis donde la conversion entre un cédigo eléctrico y un
codigo quimico ocurre. El PA que viaja por el axén produce la liberacién de moléculas de
neurotransmisores (NT) que difunden por el estrecho espacio sindptico hasta encontrarse
con receptores especificos ubicados en la dendrita de la neurona receptora. Alli, la unién del
NT con su receptor produce diversos efectos sobre la membrana neuronal, dependiendo del
NT en cuestidon: excitacion, inhibicidon, o bien la modulacién de caracteristicas mas indirec-
tas, como la excitabilidad general, o la regulacién de la densidad de receptores, entre otros.
Es de esta manera que las neuronas forman enormes redes en las cuales unas se afectan
a las otras, dando lugar a dindmicas complejas que, literalmente, materializan todo lo que
podemos pensar, sentir, € imaginar.

Fue Edgar Douglas Adrian, un médico egresado del Trinity College de Londres quien, luego
de haber servido como médico en la primer guerra mundial, regres6 a Cambridge y comenz6
a estudiar los impulsos nerviosos. Algunos afios més tarde publicé dos trabajos fundaciona-
les sobre la manera en que las células nerviosas podrian transmitir informacién: Las bases
de la sensacion [4], en 1928 y Los mecanismos de la accion nerviosa [5], en 1932. Poste-
riormente, con Las bases fisiologicas de la percepcion (1954) [6], Adrian sentd las bases
de una nueva rama de la fisiologia: la neurofisiologia. Pocos afios después, en 1952, Alan
Hodgkin y Andrew Huxley realizaron un exhaustivo trabajo de electrofisiologia y modelado
matematico que les permitié dilucidar los mecanismos que generan los impulsos nerviosos,
los PA [7]. A partir del modelo de potencial de accién de Hodgkin y Huxley (HH) fue posible
predecir cambios en la respuesta neuronal debido a alteraciones de la membrana neuronal
y de las concentraciones i0nicas intra y extra-celular. Con estas herramientas a disposicion,
la comunidad cientifica se volco al estudio del sistema nervioso de diferentes especies ani-
males, consideradas como especies modelo, y en un ida y vuelta entre lo experimental y lo
tedrico se obtuvieron logros que ayudaron a entender cémo ciertos tipos de neuronas codi-
fican estimulos externos. En el resto de este capitulo mostraremos ejemplos de codificacién
neuronal en regiones corticales y subcorticales. Algunos de ellos permiten inferir estrate-
gias directas de codificacion de la informacién mientras que otros hacen uso de propiedades
emergentes de una poblacion neuronal para codificar y mantener la informacién contenida.

- 46 -



El cédigo neuronal

Q [
2/9587

: 41‘.‘1&“.

i f sendiag,

B - _.
o B e 4

Fig. 1. Dibujo en tinta china realizado por Ramén y Cajal. Se observan dos grandes neuronas
con un drbol dendritico extenso y pequefias neuronas que se conectan a las anteriores.
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2. Neuronas visuales: Hubel y Wiesel

Cierto es que los grandes avances de la ciencia han demandado un esfuerzo increible, y que
si no fuera por seres incansables para quienes la frustracion se transforma en desafio para
continuar buscando, muchos de estos avances nunca hubieran visto la luz. Pero también es
cierto que en esa buisqueda tenaz, muchas veces los descubrimientos aparecen por casuali-
dad, cuando ya el investigador estd a punto de darse por vencido. Y este parece ser el caso
de David Hubel y Torsten Wiesel, dos investigadores de John Hopkins que a principios de
los 50’s estudiaban las neuronas de la corteza visual en gatos. Con electrodos fabricados
con alambres de tungsteno manualmente afinados y recubiertos con laca aislante, previa-
mente desarrollados por Hubel, ambos investigadores escuchaban la actividad neuronal de
la corteza cuando el animal, anestesiado, veia imdgenes de diferentes tipos. Este tipo de
electrodo no penetraba dentro de las neuronas sino que captaba la despolarizacién del cam-
po eléctrico extracelular producida por un potencial de accion. Y bien decimos que Hubel
y Wiesel escuchaban la actividad neuronal, porque con los instrumentos electrénicos de la
época era mds facil captar esta actividad con el oido que con la vista. Asi es que las sefiales
registradas se amplificaban lo necesario para ser acopladas a un parlante que, cuando las
neuronas proximas al electrodo disparaban, emitia una serie de tics caracteristicos. Luego
de interminables fracaso en sesiones de registro donde Hubel y Wiesel trataban de encontrar
la relacion entre la actividad neuronal y las imédgenes constituidas por circulos negros sobre
un fondo blanco que proyectaban sobre la retina de los animales, la casualidad hizo que uno
de ellos saque violentamente la transparencia que en ese momento estaba en el oftalmos-
copio y la esperada secuencia de tics apareci6 en el parlante. Inmediatamente, volvieron a
colocar la transparencia y nada se escuché hasta que decidieron retirarla, y la secuencia de
tics aparecié nuevamente. Y luego de mucho probar arribaron a la conclusion de que era el
movimiento de la transparencia lo que producia la activacion de las neuronas que estaban
registrando. Més aun, no un movimiento en cualquier direccién ni en cualquier lugar del
oftalmoscopio, més bien uno en el lugar y la direccién apropiada. Finalmente descubrieron
que lo que estimulaba a estas neuronas era una la linea recta del borde de la transparencia
que, al ser movida en una direccion apropiada y en el lugar apropiado del oftalmoscopio, lo-
graba el efecto deseado [8]. Durante los experimentos subsiguientes Hubel y Wiesel fueron
capaces de demostrar que las neuronas de la corteza visual primaria V1 disparaban cuando
la linea en cuestidn se proyectaba en algin lugar particular de la retina, que la actividad de
estas neuronas cambiaba segtin la orientacion de la linea proyectada y que existe un mapa
topografico en la corteza visual que representa al campo visual. En este mapa, neuronas
cercanas procesan informacion de campos visuales cercanos. Més aun, este trabajo sentd
las bases para construir un modelo de la corteza visual con una arquitectura muy precisa.
En este modelo, las neuronas que responden a la misma orientacion en determinada parte
del campo visual estdn organizadas en columnas, que funcionan como pequefias mdquinas
computacionales que detectan informacién simple y la envian a otras dreas donde la imagen
final en conformada.
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3. Neuronas dopaminérgicas y el error en la prediccion

Que aprendemos por prueba y error es algo que la humanidad descubrié hace mucho tiempo,
a través de la simple observacion de como el ser humano, y la mayoria de los animales, mo-
difican sus respuestas conductuales para adaptarse de la mejor manera posible al contexto.
Asi es que nos acercamos hacia aquellos estimulos placenteros (apetitivos) y nos alejamos
de los perjudiciales (aversivos), como postulé Edward Thorndike en 1911, en su conocida
Ley del Efecto [9]. Lo que sin embargo tardé mdas de noventa afios en descubrirse fueron
las bases neurales que explican esa preferencia por acercarse a los estimulos apetitivos. Se
sabia que ciertas drogas como las anfetaminas y la cocaina generan sus efectos adictivos
mediando en la respuesta de neuronas que reciben aferencias de centros dopaminérgicos.
Que cuando a un animal se le da a elegir entre presionar una palanca que da comida u otro
que estimula eléctricamente esos centros dopaminégicos, elige la segunda, incluso cuando
hay riesgo de muerte por inanicién. Y que aquellos animales que fueron suministrados con
un bloqueante de dopamina aprenden més lentamente. Asi, la dopamina se convirtié en un
candidato para explicar las bases del aprendizaje por condicionamiento.

Fue en una serie de experimentos en monos donde Wolfram Schultz, de la Universidad de
Friburgo, en Suiza, encontré una explicacion que conciliaba aprendizaje con dopamina [10].
Registrando la actividad de neuronas dopaminérgicas en una tarea de condicionamiento cla-
sico (Pavloviano), donde luego de un estimulo neutro como una luz o un tono - llamado
estimulo condicionado (CS) - se le dié al animal jugo de frutas como estimulo apetitivo -
estimulo incondicionado (US) -, se vi6 que las actividad de las neuronas dopaminérgicas
de la sustancia nigra pars compacta (SNpc) y el drea tegmental ventral (ATV) respondian
de manera particular. La Fig. 2 refleja cambios en la tasa de disparo de las neuronas dopa-
minérgicas cuando los animales estudiados reciben una pequefia cantidad de jugo de fruta.
Cada gréafico muestra con un punto el momento (eje X) en que la neurona estudiada dispard
un potencial de accién y en el eje Y se muestran 20 ensayos consecutivos. En A, antes del
aprendizaje, cuando una gota de jugo (R) es entregada al animal, la neurona dispara poten-
ciales de accion con mds frecuencia que normalmente. En B, un estimulo luminoso -CS- es
presentado con anterioridad a R. Cuando este apareamiento entre estimulos es presentado al
animal durante una serie de ensayos, se observa que la neurona dopaminérgica es activada
luego de la aparicién de la luz, y no después de la entrega del jugo de fruta, como en A,
prediciendo con el cambio de la tasa de disparo la entrega del jugo de frutas. En C se probd
que luego del aprendizaje, si el jugo de fruta no es entregado, una disminucién de la tasa de
disparo ocurrio.

De esta manera, las neuronas dopaminérgicas codifican el valor de un estimulo incondicio-
nado disparando solo cuando este es apetitivo, predicen la llegada de un estimulo apetitivo
cuando este fue previamente apareado con un estimulo incondicionado e indican si hubo
un error de prediccion ante la ausencia de un estimulo predicho. Asi, dada la masiva iner-
vacion dopaminérgica de la corteza frontal, la modulacién dopaminérgica de la actividad
cortical provee informacion con valor evolutivo: la capacidad de aprender prediciendo el
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Fig. 2. Actividad de una neurona dopaminérgica ante la presentacién de un estimulo ape-
titivo no predicho (A), ante un estimulo condicionado que predice la llegada del estimulo
apetitivo (B), y ante la omision de un estimulo apetitivo predicho (C). En (B) se puede ob-
servar que al momento de la llegada del jugo de frutas (R), la neurona no cambia su tasa
de disparo, mientras que en (C) la tasa de disparo cae por debajo del nivel basal cuando
R es omitido. Por esa razon se dice que esa neurona dopaminérgica codifica el error en la
prediccion acerca de la llegada del refuerzo: el error es positivo cuando R aparece y no
es esperado, es cero cuando lo esperado coincide con lo entregado, y negativo cuando lo
entregado es menor que lo esperado. (Pedir permiso de figura)
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advenimiento de un estimulo apetitivo.

4. Neuronas de la corteza frontal

La corteza prefrontal (CPF), ubicada en la regién mas frontal del cerebro, es quizas una de
las regiones cerebrales que mads dificultades presenta a la hora de entender su funcionamien-
to. Esto no es sorprendente cuando reparamos en las funciones tan variadas y complejas que
se le atribuyen. Como ha ocurrido repetidas veces en la historia de la ciencia, un primer acer-
camiento al funcionamiento de la CPF fue alcanzado por accidente, cuando el 16bulo frontal
de trabajador ferroviario Phineas Gage, oriundo de Estados Unidos, fue atravesado por la
varilla de 3 cm de didmetro que usaba para presionar cargas explosivas durante la instala-
cion de vias ferroviarias en el afio 1848 [11]. Phineas sobrevivié al accidente y los reportes
tempranos dicen que sus facultades cognitivas no fueron afectadas, pero que su personali-
dad habia cambiado radicalmente: el Phineas equilibrado y respetado por sus empleados se
convirtid en un ser irreverente y dificil de tratar. Como suele suceder, la realidad es comple-
ja, ya que reportes posteriores observan una mejora de Gage en controlar su conducta. De
cualquier modo, el hecho fue tomado como fuerte evidencia de que la personalidad era una
funcion cerebral localizada, concepto discutido en aquella época.

A lo largo de los afios, el estudio sistemdtico de la CPF a llevado a vincularla con la ca-
pacidad de retener informacion por tiempos cortos, la toma de decisiones, la capacidad de
hacer planes, los estados emocionales, y la inhibicion de respuestas inadecuadas, entre otras
funciones. Aunque se han hecho grandes progresos, el cddigo neuronal de la CPF es po-
bremente entendido si lo comparamos con lo conocido sobre la corteza visual, por dar un
ejemplo. Sin embargo, podemos encontrar pistas de estos cddigos en los estudios sobre la
CPF y su relacién con la memoria de trabajo, en particular las investigaciones realizadas en
el laboratorio de Patricia Goldman-Rakic [12].

Como ocurre frecuentemente, nuevos descubrimientos requieren de paradigmas experimen-
tales que permitan exponer el fendmeno de estudio en una forma susceptible de indagacién
cientifica. En el caso de la CPF, Goldman-Rakic y colaboradores utilizaron una tarea de
respuesta oculomotora con retardo, en simultdneo con registros eléctricos de neuronas indi-
viduales de la CPF de monos, para poder dilucidar si la relacion entre la CPF y la memoria
de trabajo podia rastrearse hasta la actividad de neuronas unicas, tal como la actividad de la
neuronas de V1 habian sido vinculadas a la funcidn visual. En esta tarea un mono debia man-
tener los ojos fijos en el centro de una pantalla mientras que un estimulo visual era mostrado
en una de ocho posiciones posibles distribuidas en circulo alrededor del centro. Entonces,
la imagen era removida y, luego de una pausa, el mono debia mover su mirada a la posicion
donde la imagen habia sido presentada. De esta manera los investigadores pudieron hacer
la observacion clave: neuronas de la CPF incrementaban su tasa de disparo durante la pausa
luego de la presentacion del estimulo visual, es decir, durante el momento en que el mono
debia mantener en memoria la posicion del estimulo [13, 14]. Aun maés, este incremento en
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la actividad de las neuronas de CPF era especifico para cada posicion, pudiendo encontrar
grupos de neuronas diferentes que codificaban, cada una, una tnica posicion definida: los
llamados campos de memoria en el espacio visual. Por primera vez se encontraba un posible
correlato neuronal para una de las funciones de la CPF, algo que hasta esa fecha habia sido
posible s6lo en estructuras sensoriales. Posteriores trabajos mostraron que la selectividad
de las neuronas de CPF se mantiene aun cuando durante la pausa se presentan estimulos
distractores, mostrando una relacién entre la CPF y la funcién atencional. Asimismo, las
neuronas de CPF pueden tener actividad sostenida y selectiva no sélo frente a estimulos
especificos, sino a reglas abstractas, tales como responder frente a estimulos similares o di-
ferentes. De esta manera, los trabajos de Goldman-Rakic sirvieron de punto de partida para
un sinfin de investigaciones posteriores que tuvieron a la CPF como protagonista.

Aun asi, muchos son los interrogantes a responder. Por ejemplo, los experimentos que hemos
descripto evidencian un cddigo neuronal basado en cambios en la tasa de disparo de las
neuronas individuales. Aunque facil de interpretar por el experimentador, es dificil entender
como las neuronas pueden con este cddigo representar grandes cantidades de informacion
sin que las representaciones interfieran entre si. Este problema puede ser solucionado en un
codigo poblacional que explote la capacidad combinatoria de numerosas neuronas. A estos
codigos le dedicaremos algunas lineas mds adelante.

5. La neurona de Jeniffer Aniston

Las neuronas codifican informacién modificando su patrén de disparo. Por ejemplo, hemos
visto que en la corteza visual primaria V1, las neuronas codifican caracteristicas fundamen-
tales que componen una imagen: bordes, frecuencia espacial y colores. Este es el primer
paso dentro de un proceso de abstraccién que obtiene caracteristicas cada vez mds y mds
generales dentro del espacio visual. Las neuronas de una etapa del proceso proyectan sus
axones hacia la siguiente region, en la cual nuevos patrones son encontrados. De esta mane-
ra, las neuronas de V1 envian informacidn a través de sus axones a la regién V2, en donde
las neuronas exhiben propiedades mds complejas, tales como la representacion de dngulos o
la capacidad de diferenciar entre figura y contorno [15, 16]. De esta manera, sucesivas eta-
pas de procesamiento dan lugar a representaciones mds generales y explicitas de lo que el
sujeto estd viendo. Cabe preguntarse entonces ;hasta qué nivel de abstraccion este proceso
es capaz de llegar? ;Es posible que existan neuronas cuya actividad codifique conceptos en-
teros? La respuesta la podemos encontrar en los trabajos de Quian Quiroga y colaboradores
[17, 18]. Estos investigadores trabajan en colaboracién con neur6logos que tratan pacien-
tes con epilepsia resistente a los tratamientos farmacoldgicos, pudiendo llegar a requerir la
extraccion del tejido cerebral donde la crisis epiléptica tiene su origen — el foco epiléptico
— como tratamiento. S6lo en casos de este tipo se acepta el implante de electrodos en seres
humanos, teniendo como objetivo el de precisar la ubicacién del foco para posteriormen-
te removerlo. En este contexto los investigadores tienen una oportunidad unica: estudiar la
actividad de neuronas en seres humanos, pudiendo de esta manera contestar preguntas que
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resultan dificiles de hacer con otras especies, como la formacién de conceptos abstractos.

Quian Quiroga y colaboradores registraron neuronas de ciertas regiones cerebrales que se
encuentran dentro del 16bulo temporal medial (LTM). Esta region se encuentra al final del
camino visual y ya era sabido que sus neuronas constituyentes codifican estimulos visuales
complejos, tales como rostros, animales, objetos, y lugares. Sin embargo, la especificidad
en el disparo de estas neuronas resultd ser atin mucho mayor. Por ejemplo, en uno de los
experimentos, una neurona respondié con un aumento en su tasa de disparo frente a la pre-
sentacion de siete fotos diferentes en las que aparecia la actriz Jennifer Aniston, mientras
que no mostré respuesta significativa frente a otras ochenta fotografias. Este tipo de res-
puesta difiere completamente de la observada en estructuras visuales primarias, donde la
codificacién es implicita, en el sentido que resulta necesario integrar la informacién de mu-
chas neuronas para poder descifrar la imagen presentada. Por el contrario, la codificacién de
informacién en las neuronas del LTM es explicita, en tanto que tan sélo una, o unas pocas
neuronas sefializan la presencia de un estimulo complejo especifico.

En otro experimento, una neurona aumento su tasa de disparo frente a fotografias de la actriz
Halle Berry. Més sorprendente aun, la misma neurona respondio frente a la presentacion del
nombre de la actriz escrito en la pantalla, y también frente al sonido de una voz pronuncidn-
dolo. Esto nos indica que en el LTM las neuronas integran informacién multisensorial (en
este caso, visual y auditiva) y que su respuesta codificaria el concepto representado por esta
informacién. Vale aclarar que si el concepto “Halle Berry” fuera codificado por tan sélo una
neurona, la probabilidad de encontrarla seria muy baja, lo que indica que la neurona que
los investigadores identificaron es simplemente un ejemplo de un conjunto més grande de
neuronas con especificidad para tal concepto.

El LTM es una estructura cerebral grande donde se puede distinguir varias regiones, las cua-
les difieren en su perfil de respuesta. Tanto la selectividad como la invariancia y respuesta
multisensorial van en aumento desde la corteza para-hipocampal, llegando a un méximo en
el hipocampo, siguiendo una jerarquia que se asemeja a la jerarquia anatémica existente
entre dichas regiones. De entre estas estructuras resalta el hipocampo, debido a que este
desempefia un papel clave en la formacion de nuevas memorias. Esta coincidencia de fun-
ciones en dicha estructura cerebral ha llevado a proponer la sugestiva hip6tesis de que las
neuronas Jennifer Aniston del hipocampo son el sustrato neuronal detrds de, no tanto la ca-
pacidad de reconocer a la actriz en una foto, sino de la formacién de nuevas memorias que
conectan el concepto de Jennifer Aniston con nuevos eventos o conocimiento que el suje-
to adquiere en su vida. La veracidad de la hipétesis implicaria que cuando observamos la
actividad de estas neuronas no solo estamos viendo el resultado del procesamiento progresi-
vo de la entrada sensorial, estamos adentrdndonos en la maquinaria que construye nuestros
recuerdos y nuestra capacidad de relacionar.

Claro esta que para poder entender procesos neuronales tan fundamentales como los men-
cionados, no podemos limitarnos a una sola region cerebral o a un solo nivel de andlisis.
Aunque los procedimientos en seres humanos facilitan el abordaje de temas complejos, ta-
les como como la formacion de conceptos abstractos, los pensamientos, o la conciencia, se
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hace necesario, para realmente entender los mecanismos neuronales detrds de estos proce-
sos, el uso de modelos animales que permitan estudiar los distintos niveles de complejidad,
desde las moléculas hasta los circuitos de neuronas, todos formando parte de un tnico gran
sistema.

6. Poblaciones neuronales

En las secciones anteriores se mostraron ejemplos de neuronas cuya actividad contenia in-
formacion acerca de los estimulos que el sujeto en experimentacién percibia. Sin embargo,
no debe confundirse el hecho de que esta informacién se mide en una neurona con la idea de
que esta neurona alcanza para codificar el estimulo, o que cada estimulo dentro de los millo-
nes de estimulos posibles, tiene una neurona asociada responsable de codificarlo. El cerebro
es por excelencia un sistema robusto: es resistente tanto a perturbaciones externas como a
la muerte neuronal, y sus propiedades son emergentes de un gran nimero de neuronas que,
individualmente, no las poseen. Asi es que la neurona que en el hipocampo responde ante la
presentacion de una cara determinada no esta sola sino que hay una poblacién de cientos de
miles de ellas que responden en mayor o menor medida a esta cara, formando una red neuro-
nal cuya propiedad emergente es codificar un concepto. La informacién contenida en la red
neuronal es, como minimo, la informacion que posee la neurona que mejor la codifica. Sin
embargo, es muy frecuente que diferentes neuronas contengan informacion acerca de dife-
rentes caracteristicas de un estimulo y que, combinadas, contengan mds informacién que la
suma de las informaciones individuales. En el ejemplo de la Fig. 3 se ilustra la situacion en
la que dos neuronas responden diferencialmente ante la presentacion de dos estimulos, A 'y
B. Cuando se presenta el estimulo A (rojo) ambas neuronas disparan con una tasa de disparo
promedio baja, 5 Hz y 8 Hz respectivamente. La linea vertical que divide al eje de las abs-
cisas es la linea de decision 6ptima para una distribucion de tasas de disparo gausiana. Ante
la aparicién del estimulo B (azul) ambas neuronas incrementan su tasa de disparo promedio
a 13 Hz y 17 Hz respectivamente, y la linea horizontal indica la divisién 6ptima para este
caso. Si un observador debiera decidir acerca de cudl es el estimulo presentado conociendo
la tasa de disparo de s6lo una de estas neuronas, la mejor estrategia serd utilizar la linea que
Optimamente separa las distribuciones de tasas de disparo y decidir si el estimulo presentado
fue A o B dependiendo de si la tasa de disparo medida en ese momento es menor 0 mayor
que el valor 6ptimo. Aun conociendo el valor 6ptimo para tomar una decision, el observador
cometeria errores debido a que este valor, atn siendo 6ptimo, no separa completamente a
la nube de puntos azules de los rojos. Sin embargo, no es dificil ver que si se cuenta con la
informacion de la tasa de disparo de ambas neuronas, la linea punteada permite separar las
dos distribuciones perfectamente, y para el observador en este caso el error decrece a cero.

En el ejemplo de la Fig. 3, ambas neuronas tienen informacion acerca de si el estimulo pre-
sentado es A o By, juntas, tienen mds informacién atn, pudiendo decidir cudl es el estimulo
sin error. Sin embargo, existen otros mecanismos poblacionales que aportan a la robustez
del sistema, sin ser necesariamente sinérgicos. Tal es el caso de las neuronas de la corteza
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Fig. 3. Dos neuronas codifican en su tasa de disparo la apariciéon de los estimulos A y
B. La linea vertical/horizontal muestra la frontera 6ptima de decisiéon para separar a los
estimulos en base a la tasa de disparo de la neurona 1/neurona 2. Sin embargo, cuando la
informacién de ambas neuronas es tenida en cuenta, la linea punteada separa perfectamente
a los estimulos, dando muestras de la sinergia de la poblacion.
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motora, donde grandes conjuntos de neuronas se muestran mds proclives a mantener infor-
macion predictiva redundante [19]. Asi, cuando se requiere una respuesta motora efectiva,
la variabilidad neuronal se ve disminuida por la actividad promedio de la poblacién, y la
respuesta se ejecuta tal cual lo planeado.

Sin embargo, medir la actividad de una poblacién neuronal no es tarea simple, requiere
del desarrollo continuo de métodos de registro y de un enorme trabajo de experimentacion,
con la limitacién de que por razones éticas los experimentos en humanos estan restringi-
dos al caso de pacientes con enfermedades del sistema nervioso. Es por este motivo y por el
incremento en el poder de cdlculo de las computadoras actuales que para estudiar estos feno-
menos poblacionales, muchas veces se hace uso de modelos computacionales que, incorpo-
rando hipétesis de la neurofisiologia y la anatomia, reproducen las propiedades emergentes
del sistema y permiten sacar conclusiones acerca de la validez de las hipdtesis propuestas
[20, 21, 22].

7. El estudio del céodigo neuronal en el Instituto de Inge-
nieria Biomédica

Hace casi 50 afios el Dr. Houssay creaba el Instituto de Ingenieria Biomédica (IIBM) por
sugerencia de uno de sus discipulos, el Dr. Segura, quien pensaba la evolucién biolégica
como una gran “bioingeniera”, ya que durante la evolucidn se resolvieron multiples adap-
taciones. De esta manera el Dr. Segura se transformé en uno de los pioneros en abordar
la neurofisiologia desde una perspectiva bioingenieril. Siguiendo esos lineamientos, actual-
mente el Laboratorio de Neuroingenieria del IIBM en conjunto con el Grupo de Circuitos
Neuronales, Cognicién y Conducta del Laboratorio de Biologia del Comportamiento del
Instituto de Biologia y Medicina Experimental, estudia la conducta como emergente de cir-
cuitos neuronales, haciendo uso de variadas técnicas de registro y paradigmas conductuales.
Por ejemplo, Rapanelli y colaboradores pusieron a prueba la hipétesis que propone que los
niveles de dopamina en la PFC afectan la velocidad de aprendizaje [23]. La hipétesis fue
puesta a prueba en experimentos en los cuales se entrenaron ratas para que presionaran una
palanca a cambio de comida. Para reducir los niveles de dopamina se inyectd, especifica-
mente en dicha regién cerebral una enzima, COMPT, que tiene como funcién degradar la
dopamina una vez que esta es liberada por el terminal axénico. El resultado de esta ma-
nipulacién coincidié con el hipotetizado: las ratas demoraron mas en aprender a presionar
la palanca. Por otro lado, para aumentar los niveles de dopamina se inyect6 la droga Enta-
capone, la cual inhibe a la enzima COMPT endégena de la PFC. Esta manipulacién tuvo
el resultado opuesto: los animales con mds dopamina en la PFC aprendieron mds rdpido la
tarea de palanqueo.

Siguiendo una aproximacion experimental diferente, Mininni y colaboradores registraron la
actividad de las neuronas de la PFC y de la VTA simultdneamente [24]. En este trabajo se
entreno a ratas de la cepa Long Evans para que discriminen un tono grave (1 KHz) de un tono
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Fig. 4. A) Protocolo de entrenamiento en una discriminacién auditiva bajo el paradigma
GO/NOGO, y desempeiio a lo largo del entrenamiento de 4 animales que aprendieron la
tarea. B) raster plot en el que cada marca vertical muestra un evento de protusion de la
lengua (Lick), un disparo de PFC, o uno de VTA, para 30 ensayos GO consecutivos. C)
Tasa de disparo en el tiempo, para neuronas de PFC (barras negras) y neuronas DA y non-
DA de VTA (barras grises). Los tridngulos negros muestran el inicio y fin de la presentacién
de la clave sonora. Se muestra un histograma por neurona, junto con la forma de potencial
de accion correspondiente. D) Cambio porcentual en la tasa de disparo respecto de la tasa
de disparo basal (antes del estimulo sonoro), para el total de neuronas de PFC, y de VTA
(DA y non-DA) durante ensayos GO correctos (en azul) y NOGO correctos (en 1ojo).
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Fig. 5. A) La pendiente de la linea roja indica cudnto sube la cantidad de informacién promedio en el
conjunto de neuronas en funcién del incremento en la probabilidad de disparo. Cuanto mis empinada
es la linea roja, mayor es la eficiencia (E) del proceso. B) Se ilustra el incremento en eficiencia ante
la aparicién (en ¢ = 0) de un estimulo que predice un refuerzo apetitivo (GO, en azul) versus otro
que no lo predice (NOGO, en rojo). C) Esquema del test de permutacion utilizado para probar la
significancia del resultado de aumento de eficiencia. D) El aumento de eficiencia es significativo
(p = 0,021), esto significa que la pendiente de la linea roja del panel A no puede explicarse por azar.
E) Informacién mutua (MI) entre la actividad de neuronas de PFC y el estimulo sonoro durante la
presentacion del mismo. La informacién conferida por la PFC acerca del estimulo es mayor cuando
las neuronas DA disparan por encima de su media (curva roja) que cuando disparan por debajo de su
media (curva azul). F) Mismo andlisis que en E), pero analizando el efecto de las neuronas non-DA
cuando éstas disparan por encima de su media (curva azul) o por debajo (curva roja). La informacién
conferida por las neuronas de la PFC acerca del estimulo no es afectada significativamente por el
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agudo (8 KHz), indicando cual tono era el presentado en cada ocasion con dos respuestas:
sacar la lengua durante una ventana de tiempo de 2 segundos (respuesta GO) o esconderla
durante ese mismo periodo (respuesta NOGO). En la Figura 3A se muestra el protocolo de
entrenamiento. Para descartar la posibilidad de que los animales percibieran sélo uno de los
tonos, dos animales fueron entrenados para ejecutar la respuesta GO ante la presentacion de
un tono agudo mientras que otros dos debian ejecutarla ante la presentacion de un tono grave.
Cada respuesta GO correcta fue premiada con una gota de agua automdticamente entregada
por el sistema de entrenamiento, mientras que las respuestas incorrectas no sélo no fueron
premiadas sino que ademas se agregd una penalizacion en forma de time-out, que retardaba
la posibilidad de acceder al agua por 15 segundos en promedio. En la misma figura se
puede observar el progreso en el desempefio para los cuatro animales. Los animales fueron
implantados con una pieza de aluminio especificamente disefiada para sujetar la cabeza del
animal de modo que quede solidaria a un marco estereotdxico. Dicho implante permitié6 la
insercion de 12 microelectrodos en PFC y otros 12 en VTA, mientras el animal ejecutaba la
tarea de discriminacidn.

En total se logré aislar la actividad de 95 neuronas de PFC y 153 de VTA. En la Figura 4B
se puede observar un ejemplo de actividad de neuronas de PFC y VTA para un conjunto de
ensayos GO durante la presentacion de un tono, y la respuesta de sacar la lengua luego de
la aparicion del tono (Lick). La Figura 4C muestra el perfil de disparo de alguna de estas
neuronas antes y durante la presentacion de un tono, indicada con tridngulos sobre el eje de
las ordenadas. Las neuronas de VTA fueron separadas en neuronas dopaminérgicas (DA) y
no dopaminérgicas (Non-DA) se acuerdo a su respuesta a una droga agonista de receptores
de dopamina D2 (Pramipexole). Las Figuras 4D y E muestran la actividad promedio de las
95 neuronas de PFC y de las neuronas de VTA, separadas de acuerdo a su pertenencia al
grupo DA o Non-DA. Se puede observar que la presencia del tono asociado a la respuesta
GO produce mayor activacion neuronal en ambas dreas, y que esta activacion es mayor en
las neuronas DA que en las Non-DA.

De esta forma, los investigadores mostraron que la cantidad de informacién promedio conte-
nida en las neuronas de la PFC de ratas se incrementa cuando el animal percibe un estimulo
sonoro que predice la aparicién de un refuerzo apetitivo. Mds atn, en el mismo trabajo se
observo que el aumento de informacion promedio es 6ptimo, en el sentido de que cualquier
otra estrategia de codificacion mediada por la tasa de disparo seria ineficiente desde el punto
de vista metabdlico, como se ilustra en las Figura SA y 5B. Por otro lado, mediante un anéli-
sis de datos surrogados se pudo ver que la manera en que las neuronas codifican informacién
es Optima, en el sentido que cualquier otra estrategia de codificacién que implique la misma
energia disipada almacena menos informacion, Figuras 5C y 5D. A partir de estos resulta-
dos, cabe preguntarse acerca del impacto de las neuronas dopaminérgicas del VTA sobre
la cantidad de informacion codificada por las neuronas de PFC sobre los estimulos sonoros
asociados al refuerzo. En este sentido, los investigadores encontraron que cuanto mayor es la
actividad de las neuronas DA, mayor es la cantidad de informacién que las neuronas de PFC
codifican, mientras que la actividad de las neuronas Non-DA no impacta diferencialmente
en la codificacion, Figuras SE y SF. Tomados en su conjunto, los experimentos descriptos
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permitieron por primera vez comprobar el impacto de las neuronas dopaminérgicas sobre la
codificacion de informacién en las estructuras frontales.
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Para los problemas directo e inverso en electro— y magneto—
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Resumen

Se desarrolla el proceso de modelizacion y formulacion numérica para el problema directo
de electroencefalografia (EEG), magnetoencefalografia (MEG), tomografia de impedancia
eléctrica (EIT) y estimulacion eléctrica; con el complemento de imdgenes de resonancia
magnética estructural (MR) y de tomografia computada (CT). También se muestra la mo-
delizacidén estadistica, y se describen técnicas de procesamiento para resolver el problema
inverso y para verificar su desempefio o calidad de estimacion. Este conjunto de herramien-
tas permite, en un contexto asociado a pacientes con epilepsia, estudiar las zonas y redes
epileptdgenas, ubicacion, caracteristicas y conectividad, buscando mejoras tanto en aspec-
tos de investigacion, como en el diagndstico y tratamiento.

Palabras clave: electroencefalografia, magnetoencefalografia, tomografia de impedancia, estimula-
cién eléctrica cerebral, conectividad efectiva, epilepsia

Abstract

Signal processing for the direct and inverse problems of electro— and magneto—encepha-
lography, electrical impedance tomography and electrical stimulation. Modeling and
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numerical formulation procedures are described to solve the direct problem of electroen-
cephalography (EEG), magnetoencephalography (MEQG), electrical impedance tomography
(EIT) and electrical stimulation; with the aid of structural magnetic resonance (MR) and
computed tomography (CT) imaging. Statistical modeling is also considered and processing
techniques to solve the inverse problem and checking its performance or estimation quality
are delineated. This set of tools provides the means, in a context related to epilepsy patients,
to study epileptogenic zones and networks, their location, characteristics and connectivity,
aiming at improvements in research as well as in diagnosis and medical treatment.

Keywords: electroencephalography, magnetoencephalography, impedance tomography, electrical
cerebral stimulation, effective connectivity, epilepsy

1. Introduccion

Dada la naturaleza del cerebro, formado por millones de neuronas que se comunican entre
si de forma electroquimica, una de las maneras mas efectivas para su estudio, es el registro
de su actividad eléctrica. Desde el punto de vista electromagnético un conjunto de neuronas
activas del cerebro, denominado genéricamente fuente, puede describirse como generando
una distribucién de densidad de corriente eléctrica. Las ecuaciones de Maxwell permiten
describir la distribucién de potencial eléctrico, de densidad de corriente y de campo magné-
tico generados por dicha fuente, y de esta manera pueden predecirse, conociendo la fuente,
forma y propiedades eléctricas y geométricas de la cabeza, las diferencias de potencial que
se registrardn entre distintos puntos de la cabeza.

EEG y MEG son técnicas que permiten estudiar la actividad cerebral de manera no invasivay
con excelente resolucion temporal del orden de milisegundos [1]. Estas técnicas consisten en
medir el potencial eléctrico en el cuero cabelludo o el campo magnético sobre la superficie
de la cabeza, generado por grupos de neuronas activas en el cerebro [2]. La técnica en que
el potencial eléctrico se mide sobre la corteza cerebral se denomina electro-corticografia
(ECoG) y si se mide mediante pequeios electrodos de multiples contactos insertados dentro
del cerebro se habla de estéreo-EEG (SEEG). Estas dos dltimas son invasivas y se llaman
genéricamente EEG intracraneal iEEG).

De manera “reciproca” se puede inyectar una corriente (continua 6 alterna) entre puntos
de la cabeza y midiendo los potenciales eléctricos resultantes, generar un mapa 3D de im-
pedancia, lo que se conoce como tomografia de impedancia eléctrica (EIT); mientras que
si lo que se busca es generar una distribucién de potencial para modificar los umbrales de
activacion de las neuronas aumentando o disminuyendo su tasa de disparos [3], estamos an-
te la estimulacion eléctrica transcraneal o intracraneal (en este trabajo ambas se denotardn
TES). La principal motivacion de la TES es la posibilidad de direccionar el tratamiento ha-
cia una region espacial particular del cerebro y afectando minimamente al resto del mismo,
para el tratamiento de desérdenes del comportamiento, enfermedad de Parkinson o epilepsia
[4, 5, 6], como alternativa al uso de psicofarmacos.
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La prediccion de las sefiales que se medirian conociendo la fuente se conoce como proble-
ma directo (PD) y la estimacion de pardmetros de una fuente a partir de mediciones en otros
puntos es el llamado problema inverso (PI). Este tltimo debe resolverse con técnicas de pro-
cesamiento estadistico de sefales ya que las mediciones estan inevitablemente contaminadas
por ruido y las propiedades eléctricas de la cabeza son conocidas con incertezas.

Entre muchos otros ejemplos de aplicaciéon de EEG, MEG y TES en neurociencias se en-
cuentran el estudio de potenciales evocados (respuestas a estimulos sensoriales), potenciales
relacionados con eventos (incluyendo cognitivos) y en la clinica e investigacion sobre epi-
lepsia. Una parte considerable de las aplicaciones que se presentaran aqui estdn dictadas por
el trabajo en colaboracién con grupos mds especializados en los aspectos médicos. Tal es
el caso de nuestro trabajo desde 1999 con el grupo sobre epilepsia que formé y dirige la
Dra Silvia Kochen, ENyS Estudios en Neurociencias y Sistemas Complejos (Hospital “N.
Kirchner” de F. Varela - Universidad Nacional Arturo Jauretche - CONICET) asi como su
vinculacion directa con el Centro de Epilepsia del Hospital “Ramos Mejia” de CABA y el
Centro de Neurociencia Clinica y Experimental del Instituto de Biologia Celular y Neuro-
ciencias “Prof. E. De Robertis” (IBCN), Facultad de Medicina, UBA. En el caso de datos de
EIT y TES transcraneal, estos fueron obtenidos y elaborados en colaboracion con los grupos
que dirigen el Dr. Sergei Turovets del Neurolnformatics Center de la University of Oregon,
y el Dr. Don Tucker, de Electrical Geodesics Inc.; ambos de Eugene, Oregon, EEUU.

El trabajo con epilepsia resulta relevante no sélo por su propia significacion médica, sino
porque su tratamiento es una importante fuente de informacion que muy dificilmente pue-
da obtenerse de otro modo. La epilepsia es una enfermedad crénica con una prevalencia
del 0.5 %, caracterizada por la presencia de crisis recurrentes durante la vida del indivi-
duo. La neurofisiopatologia que subyace la crisis, es una descarga neuronal hipersincrénica
en el sistema nervioso central. La mayoria de los pacientes, aproximadamente el 95 % [7]
presenta actividad epileptiforme entre las crisis, lo que se denomina actividad interictal. El
tratamiento médico de la epilepsia se basa en el uso de drogas antiepilépticas. Sin embargo,
el 30 % de los pacientes con epilepsia no responde positivamente al tratamiento farmacolo-
gico [8] y contindan con la enfermedad; pudiendo transformarse en una poblacion de riesgo
con un elevado grado de discapacidad. Para aproximadamente el 50 % de esta poblacién la
unica solucion posible es el tratamiento quirdrgico [9]. En estos casos, poder determinar
correctamente la zona a resecar (ubicacion, intensidad, orientacion, extension espacial, etc)
es fundamental para una correcta evolucién post-quirurgica. Esta zona se denomina zona
epileptogena (ZE) y se caracteriza por ser la responsable de los eventos ictales [10, 11]. A
su vez, suele estar correlacionada con la zona irritativa responsable de la actividad interic-
tal. De manera que el registro a través de sensores apropiados de sefales superficiales y/o
intracraneales proporciona los datos de donde se deben inferir las caracteristicas recién men-
cionadas, asi como brindar valiosa informacién para estudiar de manera tinica una enorme
variedad de problemas en neurociencias.
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1.1. Modelizacion y Sensores

La modelizacion eléctrica de la cabeza es necesaria para resolver tanto el PD como el PI.
Por las frecuencias involucradas en las sefales de las técnicas en este trabajo, el modelo
es “cuasi-estdtico” [12] y basta con especificar s6lo la conductividad de cada punto de los
tejidos de la cabeza. Frecuentemente ésta se describe por capas de conductividad constante
asociadas con los tejidos (cuero cabelludo, crdneo, liquido céfalo-raquideo (CSF), mate-
ria gris, materia blanca, etc). Esta informacién, asi como la configuraciéon geométrica, es
obtenida a partir imdgenes de MR en sus diferentes modalidades (T1, T2, Flair, tensor de
difusion, etc.), y CT. También es posible ubicar fuentes de actividad neuronal con MR fun-
cional (fMRI); sin embargo las técnicas eléctricas proporcionan una resoluciéon temporal de
milisegundos mientras que fMRI lo hace en una escala de segundos. Como contrapartida, la
resolucion espacial de MRI es mejor que la obtenida con EEG y sus variantes.

Las sefales con las que se trabaja son mediciones de potencial eléctrico y/o del campo mag-
nético. En el caso de EEG de superficie, EIT y TES transcraneal se emplean electrodos
especiales que contactan con el cuero cabelludo (y el pelo). Para favorecer el contacto se
inserta un gel especial conductor y para lograr una distribucién espacial dada, se utilizan
gorras eldsticas que sostienen los electrodos. Como interesa la distribucion espacial, se sue-
le utilizar un nimero grande (mds de 32) de electrodos, llegando en ocasiones a usarse 256,
ver Fig. 1. Para captar el campo magnético en MEG (de aproximadamente 10 6rdenes de
magnitud menor que el campo terrestre) se utilizan -200 a 300- sensores superconductores
-por lo que los sensores estdn a 4°K sumergidos en He liquido- denominados SQUID (super-
conductor quantum interference device) y en un casco que rodea la cabeza. Légicamente se
trata de un sistemas muchisimo més costoso que EEG [1]. Para ECoG se utiliza una lamina
aislante con electrodos dispuestos en los nodos de una grilla, por ejemplo de 8 electrodos por
lado, separados 1cm entre si. Se aplica directamente sobre el cerebro de manera obviamente
invasiva. Para sEEG y TES intracraneal se utilizan electrodos como cédnulas de alrededor de
Imm de didmetro que se introducen en el lugar deseado del cerebro, a través de agujeros en
el craneo. Los contactos (unos 8 por electrodo) estan depositados en franjas de alrededor de
1 a 2mm de alto sobre la cdnula y los cables van por el interior de la misma [13], ver Fig. 2.

Mas recientemente se comenz0 a trabajar con microelectrodos. Estos son 9 hebras de cable
de unos 5S0micrones de didmetro deslizables dentro de una cdnula similar a la de SEEG y
que una vez que ésta se instala son empujados de manera que, al deslizarse contactan direc-
tamente sobre el medio cerebral, ver Fig. 2. Los registros con microelectrodos se conocen
como de “neurona individual” ya que son capaces de “ver” por una distancia limitada y
brindan informacién muy local, del orden de una decena de neuronas. Con esta resolucién
es posible individualizar las neuronas reconociendo la forma, contenido frecuencial, tasa a
la que generan las espigas, etc [14].
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Fig. 2. iEEG: Electrodo de sEEG y microelec-
trodos

Fig. 1. EEG - Gorra con electrodos

2. Problema directo

Tanto en EEG, MEG, iEEG, EIT y TES, el problema directo consiste en el cédlculo de la dis-
tribucién de potencial eléctrico generado por fuentes eléctricas suponiendo que la cabeza se
modeliza como una forma y una distribucion volumétrica de conductividad eléctrica cono-
cidas. En el caso de EEG y MEG, las fuentes representan a la actividad eléctrica del cerebro
que tipicamente se modelan como dipolos eléctricos (ver seccion 2.4). En cambio, en EIT y
TES, las fuentes son la corriente eléctrica externa que se aplica, ya sea en electrodos sobre
el cuero cabelludo o en electrodos intracraneales.

Las ecuaciones de Maxwell gobiernan el fendmeno electromagnético sobre un volumen
conductor [15]. Para bajas frecuencias (menores a ~100 kHz), se utiliza la aproximacion
cuasi-estdtica [12]. Esto es usual en la mayoria de los estudios ya que reduce la complejidad
del problema [16]. La ley de conservacion de la corriente establece que la divergencia de la
densidad de corriente es cero en todos lados excepto en las fuentes. El campo eléctrico ¢
debe satisfacer la ecuacion de Poisson en el sélido €, con condiciones de Neumann' en su
frontera 6,

V- (a(f)%(f)) = V-], (7) enQ

o (¥) VO (7) -7 = j(7), en 6
donde # es un punto arbitrario del espacio, ® es el potencial eléctrico, o (z) es el tensor de
conductividad, J, es la corriente primaria de las fuentes electromagnéticas dentro del soli-
do y j es la componente normal de la densidad de corriente en su superficie. Tipicamente,
en EEG y MEG, j = 0, y en EIT y TES, J, = 0. El planteo (1) es valido para electro-
dos puntuales. Otra posibilidad es considerar el modelo de electrodo completo (CEM, por
“complete electrode model”), en donde el planteo del problema directo se ve modificado de

)

ILas condiciones de Neumann se refieren a conocer la derivada del potencial eléctrico en la frontera. Por
otro lado, las condiciones de borde de Dirichlet se refieren a conocer directamente el potencial sobre la frontera.
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la siguiente manera [17]:

- - N
Vo (oVe)=-V-J, en@
Uﬁ@-ﬁzo, en <)
¢+ 2o (6@) =V en F 2)

/ a(ﬁcb) 7dS =1 enk,
\ JE

donde Q) es la superficie que no esta en contacto con los electrodos, E; es la superficie
en contacto con los electrodos, z; es la impedancia de contacto, V; es el potencial en el
electrodo [, e I; es la corriente aplicada por el electrodo /. Notar que la tercera ecuacién en
(2) puede interpretarse como que el potencial en el electrodo V; es igual al potencial ® en la
superficie de contacto menos la caida producida por el paso de la corriente normal (0’(6@))
por la impedancia de contacto z;. La cuarta ecuacién en (2) establece que la integral de la
componente normal de la densidad de corriente (0’(6@)) en la superficie de contacto de
cada electrodo es igual a la corriente inyectada en cada electrodo.

2.1. Solucién al problema directo

El problema directo (1) o (2) posee solucién analitica involucrando desarrollos en series
cuando se trabaja con geometrias regulares como circulos o esferas [18, 19, 20]. Actual-
mente, es practica habitual utilizar modelos realistas que requieren soluciones numéricas.
Los métodos tipicos son: el método de elementos de contorno (BEM, por “boundary ele-
ment method”), el método de elementos finitos (FEM, por “finite element method”) y el
método de diferencias finitas (FDM, por “finite difference method”). En todos los casos se
transforma el problema (1) o (2) en un sistema lineal de ecuaciones de la forma Ax = b

El método FEM se basa en subdividir a todo el volumen en unidades elementales (tipi-
camente, tetraedros o hexaedros), proceso conocido como “mallado”, ver 2.2. Dentro de
cada elemento, se propone una base de funciones que pueden ser lineales (lo mds usual),
cuadréaticas o de mayor orden [21], y se realiza un procesamiento que transforma (1) o (2)
en el sistema lineal de ecuaciones [22, 17, 23, 24]. La matriz A resultante es rala, es de-
cir, con una gran cantidad de elementos nulos, lo que constituye una ventaja en términos
computacionales. Otra ventaja de FEM es la posibilidad de asignar un tensor de conductivi-
dad diferente por cada elemento, permitiendo incluir anisotropia e inhomogeneidad en los
modelos eléctricos.

El método BEM se basa en superficies que separan al s6lido en distintos compartimientos.
Estas superficies son tipicamente mallados triangulares. Dentro de cada compartimiento se
supone que la conductividad eléctrica es is6tropa y homogénea. Este método presenta la
ventaja que el sistema lineal resultante es de una dimensién pequefia (nimero de nodos),
aunque la matriz del sistema A es llena y no rala [1, 25, 26]. En FDM, no es necesaria la
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Fig. 3. Problema directo. (a) Solucién al problema directo en EEG, potencial sobre el cuero
cabelludo generado por un dipolo ubicado en la corteza cerebral. (b) Solucién al proble-
ma directo en TES transcranial, densidad de corriente sobre la corteza al inyectar corriente
por electrodos en el cuero cabelludo. (c) Solucién al problema directo en TES intracraneal,
intensidad del campo eléctrico dentro del cerebro cuando se estimula con electrodos in-
tracraneales, modelados como cilindros metélicos. También se grafican algunas lineas de
corriente. Los tejidos liquido cefalorraquideo, materia gris y materia blanca se muestran
como marca de agua

construccion de mallados superficiales ni volumétricos como en BEM y en FEM sino que
se puede trabajar directamente en el mismo espacio nativo de la MR o la CT, una vez rea-
lizada la segmentacion (ver 2.2), y esa es su principal ventaja. También permite incorporar
anisotropia e inhomogeneidad en los modelos. Las ecuaciones diferenciales se resuelven a
partir de convertir a las derivadas en diferencias con, tipicamente, los seis voxeles vecinos
inmediatos. Presenta la desventaja de que el sistema lineal final es muy grande en compara-
cién con los otros métodos y que las superficies que subdividen a los tejidos son rugosas, ya
que estan ligadas inherentemente a la resolucion de las imdgenes originales [27].

El sistema lineal resultante de BEM, FEM o FDM se resuelve mediante algoritmos que
permiten manejar grandes sistemas lineales. Notar que la matriz A es cuadrada de tama-
flo K x K y de rango K — 1 por la referencia flotante del potencial eléctrico. Para FEM,
por ejemplo, K es del orden de los 6 millones en modelos actuales [28]. Existen varios
algoritmos para resolver el sistema lineal, como el algoritmo de gradientes biconjugados
estabilizado [29], o el algoritmo de gradientes conjugados precondicionado [30], especial-
mente aptos para trabajar con matrices ralas. La Fig. 3 muestra ejemplos de la solucién del
problema directo para EEG, TES transcraneal y TES intracraneal.

2.2. Segmentacion y mallado

Para las tres modalidades, BEM, FEM y FDM, se realiza una segmentacion del sélido en
distintos tejidos. Generalmente se parte de la imagen T1 de la MR sola, o bien combinada
con una T2 o con una imagen de CT. La imagen T1 permite una buena diferenciacién entre
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la materia gris, la materia blanca y el liquido cefalorraquideo (Fig. 4 (a)). También permite
segmentar al crdneo del cuero cabelludo, aunque resulta dificultoso distinguir la interfaz
entre el craneo y el liquido cefalorraquideo ya que ambos aparecen oscuros en una imagen
T1. En la imagen T2, el CSF aparece brillante, por lo que puede utilizarse para distinguirlo
del craneo. Otra posibilidad es utilizar una combinacién de T1 con una imagen de CT.
La imagen de CT permite separar el craneo del resto de los tejidos con gran precision,
permitiendo construir modelos del craneo bien detallados. Si se utilizan dos modalidades
de imégenes, es necesario realizar, en primera instancia un alineamiento y remuestreo entre
ambas imdgenes, proceso llamado corregistracion, que puede ser realizado con herramientas
como SPM? o 3DSlicer”.

De las imédgenes corregistradas se procede a la segmentacién, que consiste en etiquetar a
cada voxel con el tejido al que pertenece (Fig. 4(b)). Para ello existen varias herramientas
de uso libre como Freesurfer [31], FSL [32], o bien de uso comercial como BrainK [33]. En
general, estas herramientas utilizan combinaciones de distintas técnicas del procesamiento
digital de imdgenes tales como umbralizacién, umbralizacién de Otsu [34], “region gro-
wing” o “watershed” [35]. Freesurfer permite obtener una segmentacién detallada, incluso
subdividiendo las distintas regiones anatémicas de la corteza, utiliza algoritmos mds com-
plejos y tarda un mayor tiempo (~ 10 horas en una PC estindar).

A partir de la imagen segmentada, es posible resolver el PD utilizando FDM, pero para
FEM o BEM, resta el mallado. Tetgen [36] permite realizar el mallado superficial (como el
requerido para BEM) a partir de la imagen volumétrica segmentada, aunque requiere que
las superficies no se intersecten. Para FEM, existen al menos dos alternativas: la primera
consiste en generar el mallado de tetraedros a partir de las superficies utilizadas en BEM y
la segunda es construir el mallado directamente desde la imagen segmentada. La primera
permite construir mallados con elementos de mejor calidad, aunque todas las superficies
deben ser cerradas y concéntricas (resultando en capas sin orificios). La segunda en cambio,
permite generar superficies complejas, incluyendo orificios o zonas aisladas, pero tiene co-
mo desventaja algunas superficies pueden presentar pequeios “spikes” o puntas filosas que
resultan en errores numéricos [37]. También es posible utilizar una combinacién de ambos
métodos, es decir, utilizar la segunda alternativa para superficies complejas como el craneo
y el cuero cabelludo, y utilizar mallado a partir de superficies para las capas internas como el
liquido cefalorraquideo, la materia gris y la materia blanca, que son concéntricas y cerradas
[38] (Fig. 4(c)).

Una vez armado el modelo resta realizar la corregistracion con las ubicaciones de los electro-
dos. Para electrodos ubicados sobre el cuero cabelludo es posible utilizar imdgenes fotografi-
cas [39, 40], o bien sensores de ubicacién magnéticos. En el caso de sensores intracraneales
de electrodos profundos, la ubicaciéon puede obtenerse a partir de imdgenes de CT [13].
En todos los casos, si a los electrodos se los modela como puntuales, s6lo basta encontrar
el nodo del mallado mds cercano a cada electrodo y utilizar estos nodos como electrodos.

Zhttp://www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm/
3https://www.slicer.org/
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Fig. 4. Segmentacién y mallado del atlas Colin27 *. (a) Corte axial de una imagen de reso-
nancia magnética del cerebro. (b) Segmentacion del mismo corte. Los electrodos marcados
en rojo son agregados artificialmente, y la segmentacion del hueso esponjoso se realizd
basdndose en imagenes de tomografia computada del mismo sujeto. (c) Mallado final del
modelo eléctrico donde se distinguen los distintos tejidos.

En el caso de modelar a los electrodos como CEM, usualmente se refina el mallado de las
superficies de contacto entre los electrodos y la cabeza. Otra opcién es utilizar electrodos
volumétricos, que consisten en modelar directamente a los electrodos (tipicamente como
una capa de gel y otra de metal) y utilizar las férmulas de electrodos puntuales inyectan-
do sobre algtin punto del metal [41]. En el caso de electrodos intracraneales se los puede
modelar como pequefios cilindros dentro de la cabeza [42].

2.3. Estimacion de la conductividad eléctrica

Conocer los valores de conductividad eléctrica de los tejidos que conforman la cabeza hu-
mana in-vivo es necesario para poder construir modelos confiables que permitan una mayor
precision en el andlisis de datos y en la planificacion de experimentos. Esta mejora en la
precision es de interés al determinar la ubicacion de la actividad neuronal utilizando regis-
tros de EEG y/o MEG [43, 44], al calcular la dosis efectiva en TES [45, 38] o al localizar
cambios de conductividad eléctrica en EIT [46].

En [47] se realiza una completa descripcion de las propiedades eléctricas de los tejidos de la
cabeza y en particular del craneo y del cuero cabelludo. El craneo es altamente resistivo con
respecto a los tejidos que lo circundan, lo que produce un efecto de blindaje eléctrico entre
las zonas exterior e interior a el mismo. Por otro lado, la conductividad del cuero cabelludo
tiene efectos significativos en EEG, EIT y TES ya que es la primera capa con la que se
encuentra en contacto con los electrodos. Las conductividades de estas dos capas suelen
modelizarse como homogéneas e isotropas, es decir, con un valor equivalente constante y sin
una direccion preferencial, aunque también pueden modelizarse como anisétropas, donde la

“http://www.bic.mni.mcgill.ca/ServicesAtlases/Colin27
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conductividad tangencial difiere de la radial [48, 49].

EIT paramétrico (o bEIT, por bounded EIT) es una modalidad de EIT que permite esti-
mar valores de conductividad eléctrica equivalentes de los principales tejidos de la cabeza,
en particular, del crdneo y el cuero cabelludo. El método consiste en ajustar el potencial
eléctrico medido con EIT versus el potencial eléctrico simulado que es funcion de la con-
ductividad eléctrica. A diferencia de los tejidos blandos de la cabeza, la conductividad del
crdaneo no puede ser obtenida a partir de la técnica de DTT; y por el otro, EIT paramétrico
permite una estimacion in-vivo y especifica de cada individuo de manera minimamente inva-
siva, a diferencia de otras mediciones de la conductividad del craneo que han sido realizadas
post-mortem, o de manera invasiva [50, 51, 52, 28].

2.4. Fuentes

Como es habitual en problemas inversos, éste no tiene solucion tinica a menos que se pueda
postular un modelo espacio-temporal con un ndmero relativamente reducido de parametros.
Un modelo satisfactorio para la masa neuronal involucrada -ZE- en el mecanismo epilep-
tégeno permite no solamente la resolucion del problema inverso sino que brinda ademds
conocimiento sobre las causas y desarrollo de la enfermedad y sus posibilidades terapéuti-
cas.

La fuente de actividad neuronal puede describirse como una distribucién de potencial que se
extiende dentro de la cabeza [53]. El empleo de modelos (macroscopicos) permite una sim-
plificacion de la que seria en general una intrincada distribucion de acuerdo a la descripcién
previa. Un modelo parsimonioso, con pocos pardmetros pero representativos, redunda en
mayor precision en la estimacion de los mismos. El que estos modelos no formen parte de
protocolos estdndar en neurologia es porque se conoce en forma incompleta su vinculacion
0 su asociacidn con aspectos morfoldgicos o funcionales.

Los diversos modelos de fuentes se pueden clasificar en estéticos, dindmicos y de conec-
tividad. Los modelos estéticos son esencialmente una sucesion de “fotos” instantdneas que
resultan en una fuente que se mueve, aunque para obtener las caracteristicas de una foto s6lo
se usa informacién correspondiente a un solo instante [54]. Los modelos dindmicos utilizan
informacién de correlacion temporal de la fuente [55]. Mds recientemente se ha comenzado
a estudiar las fuentes empleando informacion de su correlacion espacial y temporal. Como
Justamente €sta es desconocida, debe ser inferida en forma “ciega” de los registros de EEG,
lo que origina incertidumbres en su causalidad, entendida como el conjunto de “regresores
significativos” [56].

Los modelos més difundidos y simples para ciertas epilepsias (focales) son el de un dipolo
equivalente de corriente (ECD) para fuentes concentradas en el cerebro, no muy profundas
[57] y el de multiples dipolos [58]. El uso del ECD estd también muy difundido por ser
un modelo de pocos parametros lo que permite predecir que puede ser estimado con mayor
precision que modelos con mayor nimero de pardmetros. Es comun restringirlos para forzar
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a las fuentes a que se encuentren dentro de la materia gris y orientados perpendicular a la
(intrincada) corteza cerebral.

También se han propuesto modelos menos “focales” y mds “distribuidos” para describir la
ZE en casos de epilepsias cuyo origen se atribuye a malformaciones corticales. En nuestro
caso, continuando los modelos concentrados de [59] se postularon distribuciones lineales
para sefales de EEG en [60] y de MEG [61]; asi como distribuciones superficiales para
sefales de EEG en [62] y de MEG en [63].

Es claro que los modelos heuristicos ya mencionados se beneficiarfan de introducir restric-
ciones dindmicas que reflejen informacién neurofisiolégica tipica de la corteza, como es-
tructura anatomica y fisiol6gica. Esto condujo a postular fuentes como grupos de neuronas
(excitatorias e inhibitorias) acoplados nolinealmente y la formulacion de modelos fisiolo-
gicamente plausibles [64, 65]. Con estos modelos puede aproximarse el paso de actividad
interictal a crisis por medio de cambios en pardmetros de acoplamiento [66]; abriendo la
posibilidad para motivar el efecto que debe causar la neuroestimulacién para detener -o atin
prever- una crisis.

3. Problema inverso

3.1. Modelo de senal y ruidos

En EEG y MEG, la sefial medida en L sensores o electrodos puede escribirse como: y (¢, xg) =
1f (z0)d(t) + n(t), suponiendo una fuente dipolar en z, con momento dipolar d, y donde 1f
(de tamano (L — 1) x 3, ya que un electrodo se utiliza generalmente como referencia) es el
potencial eléctrico en cada electrodo 6 las componentes del campo magnético en MEG (en
este caso, If es de tamafio L x 3, ya que por electrodo magnético -bobina captora- se mide
tipicamente s6lo la componente radial) obtenidos a partir de resolver el PD. El problema se
puede generalizar armando una matriz aumentada LF, con todas las /V posibles ubicaciones
(discretas) de la fuente dipolar. En FEM, se puede suponer una ubicacion por tetraedro del
cerebro, o mejor atn, por tetraedro de la materia gris. En BEM, las posibles ubicaciones son
tipicamente los distintos tridngulos de la superficie externa de la materia gris. Es asi que el
modelo de sefial queda definido como:

y(t,z9) = LF - D(xq,t) + n(¢) 3)

donde LF esde (L—1)x3N (6 2L x3N en MEG) y D es de 3N x 1. Existe la posibilidad de
incorporar la restriccion fisioldgica que los dipolos se encuentran orientados normalmente
respecto a la superficie externa de la materia gris. En ese caso, la matriz LF es de tamafio
LxN (62Lx N en MEG) ya que por cada elemento s6lo se considera una tinica orientacién
posible para los dipolos. El término n(¢) modeliza el ruido electrénico de los sensores y otros
efectos de no-interés.
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En EIT, generalmente 2 electrodos se utilizan para la inyeccion de corriente, L — 3 para
medir y uno de referencia, y el procedimiento se repite para varios pares de inyeccién. Es
usual suponer que el par de inyeccién se cambia a una frecuencia mayor que la dindmica
de la conductividad interna, obteniendo M conjuntos de L — 3 mediciones para una misma
instantdnea, donde M es la cantidad de pares de inyeccién utilizados. M = (L—1)(L—2)/2
es el maximo nimero de pares posibles no redundantes para L. — 1 electrodos disponibles.
En ausencia de ruido, y debido a la linealidad del fenémeno, M = L — 1 pares son sufi-
cientes para generar el resto de las (L — 1)(L — 2)/2 mediciones [17]. El potencial sobre
los electrodos y(t) para un cierto instante de tiempo ¢ es una funcion no lineal del mapa de
conductividad o (t), aunque es usual linealizar el problema alrededor de una conductividad
de referencia o; y medir cambios de conductividad, asi:

0y (t) = s(zg)do(t) + dn(t) = Sdo (t,zo) + on(t), 4)

donde s(zy) es llamado el vector de sensibilidad del elemento que contiene a o que se cal-
cula resolviendo el PD, dy(t) es la diferencia de mediciones antes y después de un cambio
de conductividad do (t). Se puede proceder de manera similar a EEG y MEG, obteniendo
la formulacién general para cambios de conductividad en cualquier lugar del cerebro (ex-
presion de la derecha en (4)), donde, S = [s(1)s(2)...s(N)] es la matriz de sensibilidad o
Jacobiano de tamafio M (L — 3) x N.

En TES, las dimensiones del problema cambian ligeramente. Con el problema directo se
calcula la densidad de corriente t; (de tamafio 3/NV X 1) en cada elemento del cerebro (o de la
materia gris) cuando se inyecta corriente por un determinado par de electrodos <. En general,
i = 1..(L — 1) suponiendo que usamos un electrodo de referencia como sumidero y los
L — 1 electrodos restantes como fuentes y, por linealidad, es posible conocer la distribucién
de densidad de corriente en el cerebro para cualquier patrén de inyeccién de corriente. El
problema general queda entonces de la siguiente manera:

Jj="Tp, (5)

donde p es el patrén de inyeccidn, j es la densidad de corriente resultado de aplicar p y la
matriz T = [ty, to, ..., t,_1] de tamafio 3N x (L — 1) es llamada matriz de transferencia.
En TES, también es posible considerar sélo la densidad de corriente en la direccién normal
a la corteza, siendo T es de tamafio N x (L — 1). Se puede demostrar que en ese caso
T = LF7 cuando sélo se considera la direccién normal, y el mismo electrodo se utiliza
como sumidero en estimulacién y como electrodo de referencia en EEG [67].

Es importante destacar que la geometria u otro modelo de electrodos como el modelo CEM
so6lo modifican las matrices LF, S, o T, por lo que los métodos que se desarrollan a continua-
cién son compatibles con otras modelizaciones simplemente modificando dichas matrices.
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3.2. Algoritmos de resolucion del problema inverso

Como se mostrd en la seccion anterior, en las distintas modalidades se llega a un sistema
lineal del tipo y = Ax en donde A serd la matriz LF en EEG y MEG, la matriz S en EIT
o la matriz T en TES. En EEG, MEG y EIT, generalmente se tienen mds incégnitas que
datos (la matriz A tiene mds columnas que filas) siendo el problema lineal subdeterminado
(es decir, que existen infinitas soluciones), mientras que en TES se tienen méas datos (la
densidad de corriente deseada en cada elemento del cerebro) que incégnitas (tipicamente
cudnta corriente inyectar por cada electrodo), siendo el problema lineal sobredeterminado
en este caso (es decir, no hay solucién).

El sistema lineal tendra entonces una solucion de cuadrados minimos (LS, por “Least Squa-
res”):

x=(ATA)'ATy, (6)

siempre que exista la inversa de AT A, o su solucién de minima norma es
< T T\—1
%= AT(AAT) y, (7)

si AAT es invertible. Cuadrados minimos se aplica directamente cuando el sistema es so-
bredeterminado (por ejemplo en TES [68]) mientras que las soluciones de minima norma se
aplican a problemas subdeterminados (en EIT, EEG o MEG [17, 69, 70, 71]). Si, a su vez, el
problema es mal condicionado o singular, una alternativa es aplicar la regularizacién de Tik-
honov, que consiste en resolver el problema de minimizacién con una restriccion adicional
de minima norma en la solucidn, resultando:

x = argmin { ||y — Ax||* + ||oTx||*} )

= (ATA +T'T) ATy
= (I'T)"AT(ATTT) AT + 2’1y,

en donde I' es la matriz de Tikhonov y « es el parametro de regularizacion. En la segunda
linea de (8) se muestra la solucion tipica y en la dltima linea una formulacion equivalente
que se obtiene al aplicar la identidad de matrices de Woodbury.

Una posibilidad muy comun es elegir I' = I, donde I es la matriz identidad. Otra alternativa
es elegir I' de manera que asegure cierta suavidad en la solucion, siendo lo mds usual utilizar
una matriz de suavidad de Laplace [17]. Esta solucién también es conocida como solucién
de Gauss-Newton con regularizacién de Laplace [69].

En el problema de localizacion de fuentes de actividad neuronal a partir de registros de
EEG o magnetoencefalografia MEG, el algoritmo mds utilizado es SLORETA [72]. Esto
se debe principalmente a su ventaja de ser teéricamente insesgado, ademads de poseer otras
ventajas como su simpleza y su baja complejidad computacional [73, 74]. Esto no ocurre con
Tikhonov, en donde se puede mostrar tedricamente que existe un sesgo hacia la ubicacion
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de los sensores [75]. SLORETA se basa en agregar un coeficiente escalar a la solucién de
minima norma que sea funcién de la ubicacién para eliminar el sesgo. Para un elemento
particular de la discretizacion £, la soluciéon SLORETA viene dada por [75]:

—_ al (AAT +?1) 1y
‘ Val(AAT 1 oT)-la;,

€))

donde ay, es la k-ésima columna de A. Existen diversas variaciones de SLORETA, siendo
una de ellas incluir la matriz de suavizado de Laplace I' [76]. La Fig. 5 (a) muestra un ejem-
plo de aplicaciéon de SLORETA para localizar actividad neuronal en EEG en un experimento
de reconocimiento de rostros [74]. Tanto LS, minima norma como sLORETA se clasifican
como filtros no-adaptivos y permiten generar una imagen por cada instante de tiempo (o
instantanea).

La técnica de filtros espaciales adaptivos, o “beamforming” es otra manera de resolver el
PI, que ha sido ampliamente utilizada en EEG y MEG [77, 75], recientemente introducida
en EIT [78] y utilizada en TES [68, 38]. Esta técnica combina las sefiales obtenidas con
un arreglo de sensores de una manera particular para orientar la maxima ganancia hacia
una ubicacion espacial en concreto. Luego, se realiza un barrido virtual por toda la zona de
interés obteniendo un mapa de activacion neuronal (en EEG/TES) o de cambios de conduc-
tividad (en EIT), generando un tnico mapa espacial que concentra la informacién de todo
un intervalo temporal de interés. El filtro espacial lineal de minima varianza con restriccio-
nes (LCMYV, por Linearly Constrained Minimum Variance) es un filtro adaptivo particular
muy utilizado que se basa en la minimizacion de la varianza de la salida del filtro bajo algtin
tipo de restriccion. La restriccion mds comun es la de no-distorsion [77]. Existen variacio-
nes para filtros espaciales en EEG/MEG que tienen en cuenta la orientacion de las fuentes
[79, 80].

Basicamente, el filtro espacial LCMV propone un vector de pesos w, tal que wiy(t) es un
estimador de minima varianza de la actividad neuronal o de los cambios de conductividad
en la posicién £ [79, 80, 75], y tiene la forma:

—~

xi, = wiy = (a; Oy 'a) 'y Cy 7y, (10)
donde Cy es la matriz de covarianza de la sefial y. Se puede mostrar que la salida del filtro
es insesgada para una fuente localizada y que el filtro fuerza automdticamente ganancia nula
en la posicion de otras fuentes no correlacionadas basdndose en la informacién de Cy [75].

La sensibilidad del filtro LCMV decrece con la distancia a los electrodos, por lo que una
medida absoluta no es lo mds apropiado. En su lugar, se define un indice para cada ubicacién
k que normaliza la contribucién de = con respecto a una situacién de sélo ruido, llamado
indice de actividad neuronal (NAI) (o indice de cambio de conductividad (CCI) para EIT)
[77, 80, 78]:

iTCy'C.Cy i

NAIk: = _ 1.
JgCY 1CnCY 1.]1<;

(11)
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(c)

Fig. 5. Problema inverso. (a) Solucién al problema inverso en EEG utilizando sSLORETA en
un experimento real de reconocimiento de rostros. (b) Solucién al problema inverso en EEG
utilizando electrodos intracraneales y con el método de filtrado espacial adaptivo LCMYV,
basado en simulaciones. (c¢) Solucién al problema inverso en EIT utilizando LCMV para de-
tectar cambios de conductividad, ejemplo de una simulacién de accidente cerebro-vascular.

donde C, es la matriz de covarianza de la sefial de interés y C,, es la matriz de covarianza
del ruido. El N Al se puede computar para todos los K elementos de la discretizacion
resultando en un mapa de activacion. y puede pensarse como la varianza de la salida del
filtro de no-distorsion de la Ec.(10) normalizado por la varianza de la salida del filtro cuando
s6lo hay ruido. Existen diversos métodos para estimar las matrices de covarianza C,, C,, y
Cy, siendo el estimador mds usual para Cy la matriz de covarianza muestral C [77].

La Ec. (11) involucra la matriz inversa de Cy que generalmente es mal-condicionada, espe-
cialmente para un bajo nimero de instantdneas 7". Si 7' < M (L — 2), directamente la matriz
C es singular. La regularizacion de Tikhonov descripta anteriormente es la manera usual de
mejorar el problema resultando Cy = C + al. También se pueden aplicar otros métodos
de regularizacion especialmente adecuados para 7' < M (L — 2) como el propuesto en [81].
La matriz de covarianza de ruido C,, es tipicamente estimada en condiciones de ausencia de
sefal, o elegida como la matriz identidad multiplicada por la varianza de ruido si se supone
ruido blanco gaussiano estacionario.

La Fig. 5(b) muestra el NAI obtenido en un ejemplo de simulacién de localizacién de acti-
vidad neuronal con electrodos de EEG intracraneales, mientras que la Fig. 5(c) muestra el
CClI para el caso de localizacién de cambios de conductividad utilizando EIT, en un ejemplo
de simulacién de un ataque cerebro-vascular.

En el caso de TES, el método LCMYV fija una restriccién de densidad de corriente deseada
en un punto espacial # y minimiza la potencia total de la solucién, resultando [68, 38]:

o~ [~ 1~ -1
prearv = (T7T) ' T7 (T (T7T) " TT) i, (12)
donde T son las filas de T correspondientes a los elementos que se desean estimular.
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La utilizacién del método de la Ec. (12) resulta en soluciones de estimulacién en donde
la region es estimulada exactamente en la orientacion deseada (aunque probablemente con
menor intensidad). El PI en estimulacion eléctrica también se puede resolver utilizando el
principio de reciprocidad, que relaciona el problema directo en EEG con el problema inverso
en TES, o bien por medio de algoritmos de optimizacién convexa numéricos. El teorema de
reciprocidad [2, 82] enuncia que dado un dipolo eléctrico en la posicién espacial & y con
momento dipolar d, el potencial eléctrico ¢ que se genera en el cuero cabelludo entre los
puntos A y B puede calcularse a través de un simple producto escalar entre vectores:

Vipap(Z)

P(A) - ®(B)=d"- 7

; (13)
donde ¥ 45(Z) es el potencial eléctrico resultante de aplicar una corriente eléctrica /45 en
los puntos Ay B.

En base a este principio se puede mostrar que si se eligen como puntos A y B a los puntos
con una mayor diferencia de potencial ®, generado por un dipolo en Z y con momento d, el
gradiente del potencial ﬁqp 45 (%) debido a una corriente inyectada [ 45 es el maximo posible
dado un limite a la corriente total que se puede inyectar [38]. Es decir, usando reciprocidad
podemos determinar automdticamente los puntos de inyeccién 6ptimos para maximizar la
densidad de corriente en la direccidn deseada en la region de interés [38].

3.3. Calidad de desempeiio

En base a lo presentado en 3.1 y 3.2 se observa que en general ha sido posible expresar el PI,
en cualquiera de sus variantes, como y = Ax, donde y representan los valores medidos. En
realidad, cualquier medicion esté sujeta a perturbaciones que en los casos que nos ocupan
obedecen a (i) ruido de los amplificadores, de la resistencia de contacto de los sensores, etc.;
(ii) ruido de fondo debido a la actividad neuronal exterior a la de la region de interés y (iii)
incertezas en la modelizacion. Debido a su naturaleza aleatoria se puede modelizar el vector
de mediciones en cada instante como

y =m(0)+n (14)

donde @ es un vector con los pardmetros a ser estimados, por ejemplo: 3 coordenadas de
la ubicacién de un dipolo, intensidad del dipolo, 2 dngulos de su orientacion. En tanto el
vector de ruidos n es un proceso con media nula y matriz de covarianza R = E{nn"}. Para
los ruidos de tipo (i) es razonable pensar que la contribucion corresponde a ruido Gaussiano
independiente por cada sensor, es decir con R diagonal y constante en el tiempo. Sin embar-
go, para el ruido de tipo (ii) y (iii) 1a realidad indica que hay tanto correlacion espacial como
temporal; impidiendo considerar R diagonal. No obstante, a falta de mejor informacidn, es
habitual considerar que R es diagonal y temporalmente constante y el ruido Gaussiano.

La consideracidon de los ruidos hace que el @ a estimar a través de funciones de y sea alea-
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torio. La calidad con que es estimado resulta de sumo interés. Por ejemplo, al localizar una
fuente, obviamente se quiere conocer con qué precision se hace. En general, esto se puede
estudiar por simulacién (Monte Carlo), pero entonces el resultado depende del algoritmo
a emplear. La cota de Cramér-Rao (CRB) permite calcular en forma analitica la minima
varianza alcanzble del error de estimacidon de un pardmetro, sin importar el algoritmo que
se emplee a condicion de que sea insesgado [83]. En el caso vectorial y con las hipotesis
hechas para el ruido

om™ Oom

_]__
90, 0,

E {(0 —0)(6— é)T} > CRB(6) = [J(8)]" con J;;(0) = (15)

e E 3
0.05 — i

Fig. 6. Influencia de la modalidad en la calidad de la localizacién de una fuente dipolar. Izq.:
MEG - Volumen del elipsoide de concentracion de 90 %. Der.: MEG y EEG combinados

Esta cota ha sido usada para ver la calidad de la estimacion obtenible usando s6lo EEG,
s6lo MEG o ambos combinados. En la Fig. 6, en [84], se muestra el volumen del elipsoide
de concentracién de 90 % de probabilidad con que se estiman fuentes en una cabeza rea-
lista, pero donde por claridad se supuso una corteza para donde estdn las fuentes de forma
esférica. Se deja ver la mejora -disminucién del volumen del elipsoide de concentracidn-
obtenido con la incorporacion a MEG (izquierda) de mediciones de EEG con una gorra de
37 electrodos sélo cubriendo la parte superior de la cabeza (occipito-parietal).

Otro ejemplo también basado en el empleo de la CRB es el estudio [85] del efecto que tienen
en la estimacion de ubicacion de una fuente dipolar las incertezas en la descripcion de las
superficies de los tejidos, derivadas de los errores de MR y CT y de las variaciones entre
individuos en el caso de usarse superficies promedio. En la Fig. 7 se muestran estos efectos,
para el caso de una fuente dipolar tangencial. A la izquierda, la raiz cuadrada de la cotaen la
estimacion de la profundidad del dipolo y a la derecha, el minimo volumen con probabilidad
90 % de contener a la fuente.

Para posicionar fuentes es necesario conocer la posicién de los electrodos de medicién en
el mismo sistema de coordenadas en que se conocen las capas de distintos tejidos de la
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Fig. 7. Efecto de la configuracién geométrica incierta en la calidad de la localizacién de una
fuente dipolar. Izq.: Cota en estimacion de profundidad. Der.: Volumen de concentracién de
90 %

cabeza. La CRB fue usada en [86] para cuantificar el efecto de conocer inciertamente esas
posiciones. En la Fig. 8 se aprecian a la izquierda las incertidumbres en la posicién de
electrodos de EEG y a la derecha el minimo volumen del elipsoide de concentracién de
90 % para estimacion de posicion de la fuente para un dipolo tangencialmente orientado.

4. Conectividad en EEG, MEG y sEEG

El trabajo con las fuentes de actividad neuronal lleva rdpidamente a postular la existencia
de redes de fuentes que se conectan entre si activindose posiblemente a distintos instantes.
La conectividad designa genéricamente estas ideas [87]. En neurociencias existen distintas
maneras de definir conectividad. La conectividad anatémica se refiere a establecer una tra-
yectoria fisica (de fibras nerviosas) conectando distintas regiones del cerebro. Estas redes
son estables en el tiempo y se establecen via DTI. La conectividad funcional refleja la in-
teraccion por correlacion temporal entre eventos neurofisioldgicos alejados. En cambio, la
conectividad efectiva (EC) intenta describir la accion de una regién sobre otra, en sentido
causal y directo. EC interesa pues hay evidencia de que podria resultar afectada en ciertas
patologias como en epilepsia [88, 89]. Es decir, el patrén de EC cambia durante los periodos
interictal, pre-ictal e ictal; mostrando el papel preponderante en el origen y propagacion de
las crisis de ciertos nodos asociados con la ZE.

Incorporar la causalidad, en el sentido de Granger [90], a los efectos practicos resulta en
construir un modelo auto-regresivo (AR) multivariado de las mediciones Y (t)

Y(t)=[Y/®#), Y5t), ..., Y)#)] t=1,...,N
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0.3

Fig. 8. Efecto de la posicién de los electrodos en la calidad de estimacion de pardmetros
de una fuente dipolar. Izq.: Electrodos de EEG posicionados con su dispersion tipica. Der.:
Minimo volumen con probabilidad 90 % de contener a la fuente (dipolo tangencial; corte
coronal).

como
p

Y(t)=—=> AY(t—i)+e(t)
i=1
donde A; € R4 eg la matriz de coeficientes del modelo AR, con Ay £ [ y €(t) es una
secuencia de residuos que cuando el orden del modelo p es correcto, debe tener una matriz
de covarianzas diagonal R, = diag[o?,...,02].

La conectividad puede apreciarse por ejemplo en el dominio de la frecuencia A(f)Y (f) =
e(f) SY(f) = H(f)e(f) con A(f) = >0, Aje /T donde T es el intervalo de mues-
treo, que describe la “funcién de transferencia” H(f). Existen diversas medidas de conecti-
vidad [90] como la funcion de transferencia direccional (DTF) y otras. En nuestros trabajos
hemos adoptado la coherencia parcial direccional (PDC) dada por

| As ()]

PDCy;(f) £ T

! 1A (NI
que describe la influencia del nodo j en el i. Nétese la normalizacién de |A;;(f)| para
independizar de la intensidad puesta en juego por el nodo j. En ese sentido, es mejor usar
GPDC o coherencia parcial direccional generalizada, que incorpora las diferentes varianzas

de los nodos,: |Ai; ()]/
GPDCy(f) 2 T
ST T ()R

Y si se considera que la matriz R. es estimada de los datos y no resulta exactamente diago-
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nal, se podria usar

GGPDCy(f) = As(N)L donde A(f) = L7'A(f), R.=LL

[ Ak; ()]
Every instant time:8 [seconds]
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Fig. 9. Conectividad. (Arriba) Sefales reales. (Medio y abajo) Conectividad por bandas de
frecuencia.

Las medidas de conectividad son continuas y restringidas al intervalo [0, 1]. Por lo tanto es
conveniente binarizarlas estableciendo un umbral conveniente, a partir del cual se decide que
existe conectividad y por debajo del cual no la hay. Debido a que las distribuciones de los
datos para calcular las de GPDC se desconocen, es comun establecer tests no paramétricos,
del tipo de permutacién [91].

La Fig. 9 muestra como se pueden presentar resultados de conectividad, correspondiente
a datos de sEEG. Los cuadrados muestran los nodos que estdn conectados con el color
indicando su intensidad (antes de binarizar y con signo). Ademads se distingue por bandas de
frecuencia. Se puede observar como los nodos 4, 7 y 14 influyen sobre el nodo 12 en casi
todas las bandas de interés. Conocida la posicién de los contactos, es posible asociar los
nodos con fuentes que estan inmediatamente cercanas a los contactos. Esto es porque con
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métodos del PD se ha determinado que los contactos son sensibles s6lo a fuentes cercanas.
Esto es una ventaja de emplear iEEG pues no se puede aseverar lo mismo con EEG y se
complica el andlisis de conectividad, que deberia hacerse entre fuentes (a ser localizadas) y
no entre electrodos. También es interesante plantear la conectividad como un grafo y aplicar
medidas tipicas de estos para decidir el rol de cada nodo.

5. Conclusiones

Este capitulo desarrolla el proceso de modelizacién y formulacién numérica para el proble-
ma directo - problema inverso y estd orientado mayormente a presentar topicos trabajados
en una colaboracion que lleva unos 20 afos. Logicamente, existen muchisimos mas temas y
aspectos que han debido quedar soslayados para acotar este trabajo.

La modelizacién electromagnética permite un andlisis cuantitativo de la actividad cerebral
tanto de sus aspectos neurofisioldgicos como en sus implicancias clinicas. Por otra parte
posibilita cuantificar y predecir los efectos producidos por la estimulacion eléctrica. En par-
ticular, en epilepsia permite por ejemplo, estudiar el funcionamiento de las redes epileptoge-
nas y mejorar la evaluacién pre-quirdrgica. Mds atin, el enfoque integrado de los fenémenos
eléctricos en el cerebro abre la posibilidad de estudiar la interaccion entre la estimulacion y
la actividad neuronal en la red epileptdgena.
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Resumen

La Diabetes Mellitus Tipo 1 (DMT1) es una enfermedad autoinmune, también llamada dia-
betes juvenil, que afecta a una gran cantidad de pacientes de todo el mundo. En la Republica
Argentina hay alrededor de 3 millones de pacientes con diabetes de los cuales aproxima-
damente el 10 % tiene DMT1. Puede aparecer a temprana edad y afecta a todo el grupo
familiar, especialmente en el caso de nifios. Consiste en la incapacidad del organismo de
generar insulina, debido a la destruccion de células /3 del pancreas. Como la insulina es la
encargada de favorecer la absorcion de la glucosa en el organismo, los niveles de glucosa
en sangre aumentan significativamente. Los pacientes de DMTT1 son, por lo tanto, insulino-
dependientes y deben administrarse esta hormona de forma externa.

El Pancreas Artificial (PA) consiste en un mecanismo de control que regula la cantidad de
insulina externa que se administra al paciente para mantener los niveles de glucosa dentro
de valores normales. Este mecanismo de control automédtico se basa en un algoritmo que
realiza esta regulacion basado en modelos matemdticos de la dindmica insulina-glucosa.
El algoritmo recibe los valores de glucosa intersticial medidos por un monitor continuo de
glucosa y calcula un valor de insulina que se le inyecta al paciente a través de una bomba
de insulina. Este sistema de bomba, monitor y algoritmo de control se denomina PA. Se
presenta aqui el desarrollo llevado a cabo entre 2010 y 2017 que concluy6 con la realizacién
de las dos primeras pruebas clinicas en pacientes en Latinoamérica realizadas en el Hospital
Italiano de Buenos Aires (HIBA).

Palabras clave: Control Automdtico, Monitor de Glucosa, Bomba de Insulina, Pdncreas Artificial.
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Abstract

Artificial Pancreas project in Argentina. Type 1 Diabetes Mellitus is an autoimmune di-
sease, also called Juvenile Diabetes that affects numerous patients around the world. In
Argentina there are approximately 3 million patients with diabetes and approximately 10 %
of them have type 1 diabetes. It can appear at an early age and it affects the whole family,
especially in the case of children. In this disease, the body cannot generate insulin due to the
destruction of the [-cells. Insulin is in charge of favouring the absorption of glucose in the
blood stream and hence, the glucose levels can significantly increase. Patients with type 1
diabetes are therefore insulin-dependent and this hormone has to be administered externally.

The Artificial Pancreas consists of a control mechanism that regulates the amount of insulin
that is injected externally to maintain the glucose level in normal values. This automatic
control is an algorithm that performs this regulation and is based on mathematical models
that represent the insulin-glucose dynamics. The input to this algorithm is the subcutaneous
glucose level obtained from the continuous glucose monitor, and the output is the insulin
value that should be injected to the patient through the pump. The pump, monitor and algo-
rithm system is called Artificial Pancreas. Here, we present the development between 2010
and 2017 that concluded with the first two clinical trials in patients in Latin America at the
Hospital Italiano de Buenos Aires (HIBA).

Keywords: Automatic Control, Glucose Monitor, Insulina Pump, Artificial Pancreas.

1. Introduccion

La diabetes es una enfermedad asociada a una produccién deficiente o una utilizacion in-
eficaz de la hormona insulina, la cual regula la concentracién de glucosa en sangre. Dado
que la insulina reduce los niveles de glucosa, la diabetes se caracteriza por concentraciones
altas de glucosa (hiperglucemia) que pueden llegar a ser perjudiciales. Con el tiempo, la
hiperglucemia puede poner en peligro los 6rganos principales del cuerpo y provocar ataques
cardiacos, accidentes cerebro-vasculares, neuropatias, insuficiencia renal, ceguera e infec-
ciones que pueden necesitar amputacion [1, 2, 3].

Existen dos formas principales de diabetes:
e La Diabetes Mellitus Tipo 1 (DMT1) estd asociada a la falta total de insulina, por lo
cual es necesario administrarla de forma externa, y suele generarse a temprana edad.

e La Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT?2) se relaciona con la insulino resistencia, es decir,
la incapacidad del cuerpo de hacer un uso eficaz de la insulina que este produce.
Suele aparecer a edad avanzada, y por lo general los pacientes tienen sobrepeso y son
sedentarios.
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La diabetes constituye el tercer factor de riesgo en importancia como causa de muerte a
nivel global. Se estima que en el mundo el nimero total de individuos que padecen diabetes
se elevard de 415 millones de personas en el 2015 a 642 millones en el afio 2040 [4]. A nivel
global y en particular en Argentina, donde hay 3 millones de diabéticos, aproximadamente
el 10 % de los pacientes padecen DMTT.

En uno de los mayores estudios realizados hasta la fecha sobre las tendencias de la diabetes,
los investigadores indicaron que el envejecimiento de la poblacion y el aumento de la
obesidad en el mundo implican que la enfermedad se esté convirtiendo en “un tema decisi-
vo para la salud publica global” [5]. Casi 30 millones de personas padecen la enfermedad en
Centro América y Sudamérica, un nimero que podria escalar a casi 50 millones para 2040,
de acuerdo a datos de la Federacion Internacional de Diabetes.

El Pancreas Artificial (PA) es bdsicamente un mecanismo de control automatico que puede
ayudar al paciente con DMT1 a desentenderse, aunque sea parcialmente, de esta enferme-
dad. A través de la medicién de glucosa y la infusién de insulina, ambas en forma automa-
tica, se pretende mediante un algoritmo de control mantener los niveles de glucosa dentro
de un rango seguro para el paciente. En este capitulo se describira el proyecto de PA que
se desarroll6 en la Argentina a partir de 2010 y que logré las primeras pruebas clinicas en
pacientes en Latinoamérica con este dispositivo en 2016-2017.

2. Origenes y Desarrollo del Proyecto

Muchos emprendimientos humanos estdn motivados en razones personales y este proyecto
no escapa a esta regla. El contacto del director de este proyecto con el nieto de un colega de
3 afios que ya cargaba con esta enfermedad, lo hizo pensar en la posibilidad de utilizar su
experiencia en el area de control automadtico para llevar adelante un desarrollo que ya estaba
adelantandose en EEUU y en la UE.

De esta motivacion personal se pasé a la accién, trabajando con algoritmos de control avan-
zados provenientes del Control Robusto, que no habian sido aplicados anteriormente a este
problema. Se aprovechd la realizacién de una importante conferencia internacional organi-
zada por la Sociedad de Bioingenieria del Institute of Electrical and Electronic Engineers
(IEEE) para presentar un primer trabajo sobre control Lineal de Pardmetros Variantes (LPV)
[6], utilizando el modelo dindmico de Bergman [7]. Alli fue posible contactar a pacientes
e investigadores, como E. D. Lehmann, que ya trabajaban en esta drea y proponer nuevas
alternativas [8].

Un tema importante a resolver fue el de acceder a un simulador de la dindmica insulina-
glucosa suficientemente fiel a la realidad para probar in silico la eficiencia de nuestros algo-
ritmos de control. Existian simuladores desarrollados en las Universidades de Cambridge,
Padova y Virginia, asi como el programa gratuito AIDA. Esto dio lugar a uno de nuestros
primeros trabajos que comparaba los modelos y simuladores mds representativos en esta
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area [9]. Uno de ellos, el de las universidades de Virginia y Padova (UVA/Padova), llam6
particularmente nuestra atencidn, ya que su version completa estaba autorizada por la Food
and Drug Administration (FDA) de EEUU para suplir las pruebas en animales [10, 11].
Esto simplificaba enormemente los ensayos, ya que evitar las pruebas en animales y so-
lo recurrir a pruebas in silico para verificar nuestros algoritmos de control, no solamente
ahorraba recursos sino muchisimo tiempo. Compramos la versiéon comercial del simulador
UVA/Padova que incluye 30 pacientes virtuales: 10 adultos, 10 adolescentes, 10 nifios. Usar
la versién completa de 300 pacientes era privativo de los grupos que trabajaban para el pro-
yecto internacional PA, sostenidos por el Juvenile Diabetes Research Foundation (JDRF).
La solucién a este problema se dio en un encuentro en 2012 en la American Control Con-
ference, entre el director de este proyecto y Frank Doyle III, ex compafiero de universidad
y fundador de uno de los grupos més prestigiosos en esta area. Esto derivo en el viaje de P.
Colmegna en 2013 para trabajar con el Doyle’s Group en la Universidad de California, Santa
Barbara (UCSB) para entrenarse y probar en el simulador completo UVA/Padova nuestros
primeros algoritmos [12]. Ademads gener6 una fructifera colaboracién que dio lugar a varias
publicaciones internacionales [13, 14] y a la posibilidad de nuevos contactos.

Paralelalmente, los encuentros en conferencias locales con otros equipos que también tra-
bajaban en este tema (Universidades Favaloro y de Rosario) nos llevaron a contactar con el
grupo de la UNLP en el afio 2012. Ellos ya tenian experiencia en pruebas clinicas realizadas
en Espafia en colaboracion con las universidades de Girona y la Politécnica de Valencia,
con lo cual acordamos aunar esfuerzos y trabajar en colaboracién para el desarrollo del PA
en el pais. El grupo de la UNLP tenia en pleno desarrollo una estrategia basada en acondi-
cionamiento de sefiales por modos deslizantes (SMRC) [15] como capa de seguridad para
evitar los eventos de hipoglucemia severos [16, 17, 18]. Esta técnica podia ser incorpora-
da a distintos tipos de controladores, con lo cual resultaba complementaria del controlador
desarrollado en el ITBA y la UNQ.

Con excelentes resultados en las pruebas in silico en UCSB, el desarrollo de nuevos y mas
avanzados algoritmos de control y la experiencia del grupo de la UNLP, empezamos a pen-
sar en futuras pruebas clinicas conjuntas en el pais. Para ello nos contactamos a finales de
2013 con el director del area de diabetes del HIBA y reciente presidente de la Sociedad Ar-
gentina de Diabetes, el Dr. Ledn Litwak. Este nos contact6 con el resto del grupo del HIBA
con los que mds adelante pudimos concretar las pruebas clinicas.

Ese mismo afio también comenz6 el trabajo de conseguir fondos para este proyecto, sabien-
do que realizar pruebas clinicas resultaria muy costoso. Gracias al Depto. de Relaciones
para el Desarrollo del ITBA se pudo contactar al representante de las Fundaciones Nuria
(Argentina) y Cellex (Espafia) que financian este tipo de investigaciones. Se les presentd
el proyecto y, luego de varias revisiones, ofrecieron financiar la primera fase del proyecto
(2013-2014) que consistia en desarrollar un prototipo de PA para ser probado en un futuro
in vivo en pacientes.

Gracias a los resultados que obtuvimos en nuestra colaboracion con el Doyle’s Group y a sus
publicaciones, encontramos interés por parte del director del Center for Diabetes Technology
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(CDT) de UVA, el Dr. Boris Kovatchev. El primer encuentro fue en la IEEE Conference on
Decision and Control en 2014 y de alli pudimos dar con un médico argentino que trabajaba
en ese grupo y que fue esencial para la concrecion de las pruebas clinicas, el Dr. Daniel
Chernavvsky.

En 2015 se trabaj6 duro para obtener una extension de la financiacion y asi poder realizar
una segunda fase (2015-2017) que concluiria con pruebas clinicas en pacientes. Se aprobd
esta financiacion y comenzamos a trabajar en colaboracién con los grupos de la UNLP para
producir nuevos algoritmos, y del HIBA para redactar un protocolo médico que pudiera ser
aprobado por el Comité de Etica del hospital y la Administracién Nacional de Medicamen-
tos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT).

A finales de 2016, luego de la aprobacién de ANMAT se decide realizar una primera prue-
ba clinica en noviembre con 5 pacientes con DMT1 durante 36 horas en el HIBA [19].
El algoritmo utilizado alli fue el desarrollado por UVA, dado que ya habia sido probado
éxitosamente en EEUU y la UE.

Finalmente en junio de 2017, se realiza la segunda prueba clinica, pero esta vez con el algo-
ritmo Artificial Regulation of Glucose (ARG), desarrollado por los autores de este capitulo.
Este algoritmo y los resultados de las pruebas serdn explicados en mayor detalle en sec-
ciones subsiguientes. Ambas pruebas clinicas revisten gran interés, pero especialmente la
segunda que cont6 con un algoritmo desarrollado completamente en Argentina, y represen-
t6 junto con la primera fase las primeras verificaciones experimentales en pacientes con un
PA en toda Latinoamérica.

3. Dela Terapia Convencional al Control Automatico

Como se menciond anteriormente, el paciente con DMT1 es insulino-dependiente con lo
cual, de acuerdo a la terapia clinica convencional, debe monitorear su concentracion de glu-
cosa y aplicarse inyecciones de insulina todos los dias durante toda su vida. Esto convierte
a la DMT1 en una enfermedad altamente demandante tanto para el paciente como para su
familia. Por ejemplo, el paciente no sé6lo tiene que lograr obtener un nivel basal de insulina
que le permita estabilizar su glucemia en ayuno, sino que también previo a cada ingesta de
alimentos tiene que contar la cantidad de carbohidratos para saber qué cantidad de insulina
tiene que aplicarse a fin de cubrir esa comida. Lamentablemente ese calculo dista mucho de
ser exacto en la realidad, por lo que el paciente se expone constantemente a situaciones de
hiperglucemia (en caso de subestimacion del nimero de carbohidratos) o hipoglucemia (en
caso de sobreestimacion de los mismos). También, existe riesgo de hipo- e hiperglucemia
debido a los efectos del estrés, de la actividad fisica y de otras multiples situaciones asocia-
das con la vida cotidiana que terminan influyendo en la glucemia del paciente, y por ende, en
su calidad de vida. Es por esto que regular automaticamente el nivel de glucosa en sangre en
DMT1 es un problema de larga data con sus inicios en la década de 1960. En esos primeros
pasos se consideraba tanto para la infusion de insulina como para la medicion de glucosa
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Fig. 1. Medicién continua de glucosa en el espacio intersticial.

la via intravenosa. A partir de alli, se analizé la factibilidad de diferentes rutas de infusién
y medicién, pero el mayor auge se experiment6 en la década de 1990 con la aparicién del
monitoreo continuo de glucosa 0 CGM (Continuous Glucose Monitoring) por sus siglas en
inglés. Esto permitia pasar de obtener mediciones puntuales a lo largo del dia, a mediciones
cada 5 min (o menos) a través de un procedimiento minimamente invasivo. En la Fig. 1 se
presenta un esquema de este sistema de medicion. Su principal desventaja es que existe un
retardo entre lo que se estd midiendo y lo que estd ocurriendo a nivel plasmaético, dado que
las mediciones ocurren en el espacio intersticial.

Con respecto a la infusion de insulina, las primeras bombas de infusién continua de insuli-
na subcutdnea o CSII (Continuous Subcutaneous Insulin Infusion) por sus siglas en inglés,
surgieron a mediados de 1970 de la mano de Dean Kamen. A pesar que las bombas im-
plantables en la cavidad peritoneal representan una alternativa mds acorde desde el punto de
vista fisioldgico, las bombas de infusion subcutdneas al ser menos costosas e invasivas ter-
minaron prevaleciendo, junto con los sensores CGM, como las principales opciones para la
constitucién de un PA. Sin embargo, lo que se conoce en el comunidad cientifica como PA,
necesita ademads del sensor CGM y de una bomba CSII, un elemento para cerrar el circuito.
Dicho elemento es el algoritmo de control que se encarga de calcular la cantidad adecuada
de insulina a infundir de acuerdo al nivel de glucosa medido (ver Fig. 2). Calcular la canti-
dad adecuada de insulina no es una tarea simple. Algunos de los mayores desafios a los que

Algoritmo .

' de Control [
L]

1]

Sensor

CGM Bomba CSII

Fig. 2. Esquema de un PA.
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se enfrenta el algoritmo de control son los siguientes:

e Con un esquema de medicion subcutdnea existe un retardo temporal de varios minutos
entre lo que se mide y lo que ocurre en sangre, es decir, lo que se mide es la historia
pasada de la glucemia. Ademas, las mediciones suelen tener un error significativo, por
lo cual los sensores requieren calibraciones diarias.

e Aligual que con la medicién subcutdnea existe un retardo temporal de varios minutos
asociado a la absorcion plasmaética de insulina que es infundida en el espacio subcu-
tdneo. Mds atn, el pico de accién de la insulina no ocurre hasta un tiempo después de
infundirse (= 1 h), y su efecto prevalece por varias horas. Esto quiere decir que las
decisiones que se tomen a cada instante en relacion a cudnto infundir, tienen conse-
cuencias prolongadas en el tiempo. Un efecto asociado a esto es la acumulacion de
insulina activa, o lo que se conoce como Insulin On Board (I0B). Esto quiere decir
que si no se toman en cuenta las infusiones pasadas, se puede generar una acumula-
cion de insulina y, en consecuencia, una hipoglucemia.

e Diferentes pacientes responden de manera diferente a la misma dosis de insulina (va-
riabilidad interpaciente).

e El mismo paciente en diferentes oportunidades puede responder de manera diferente
a la misma dosis de insulina (variabilidad intrapaciente).

Un aspecto fundamental para aumentar la celeridad en el desarrollo del PA fue el desarro-
llo de modelos computaciones de la dindmica insulina-glucosa. Generalmente, el disefio de
un algoritmo de control estd basado en un modelo matemadtico del proceso que se pretende
controlar. Es por eso que desde la década de 1970 se han propuesto numerosos modelos
de simulacién que describen la dindmica de DMT1. Estos modelos han permitido avanzar
rdpidamente no solo en el disefio de diferentes controladores, sino también en las pruebas
de factibilidad in silico necesarias previo a las pruebas in vivo con pacientes reales. Como
se menciond en la seccion anterior, el simulador UVA/Padova resulta ser la plataforma de
simulacién mds interesante para trabajar, considerando que ha sido elegido como la herra-
mienta para la validacién de controladores previo al desarrollo de pruebas clinicas.

4. Algoritmo ARG

En la Fig. 3 se ilustra el sistema de regulacion de glucosa a lazo cerrado con el algoritmo
ARG para un paciente #j. De la figura se desprende que el algoritmo estd compuesto por
dos elementos principales:

e un regulador Lineal Cuadrético Gaussiano (LQG, por sus siglas en inglés) conmutado;
y

- 905 -



La Bioingenieria en la Argentina

Paciente #j

Bomba —> —

r O e LQG
Conmutado

0
(9]
<
)

Fig. 3. Sistema a lazo cerrado con el algoritmo ARG.

e una capa de seguridad llamada SAFE (Safety Auxiliary Feedback Element) por sus
siglas en inglés.

A pesar que mds adelante explicaremos en detalle como funcionan cada uno de estos ele-
mentos, aqui comentaremos brevemente cémo interactian entre si a modo de introduccion.

Como es habitual en un lazo cerrado, hay una sefial de referencia deseada r, que en este
caso es la concentracion de glucosa que pretendemos alcanzar en situaciones de ayuno. La
diferencia entre la concentracion deseada y la medida por el sensor CGM generan la sefal
de error e que es la entrada del algoritmo ARG. Internamente el algoritmo ARG genera una
accion de control u¢, que es la salida del LQG conmutado. Como el controlador no tiene
accion integral para evitar la acumulacion de insulina, la sefial u¢ se suma a la infusién de
insulina basal del paciente 7, ; para generar la sefial u. Sin la existencia del bloque SAFE,
dicha sefal v seria la infusion de insulina con la que se comandaria la bomba del paciente.
Sin embargo, con la presencia del SAFE, cuya entrada es la sefial u y cuya salida es la sefial
v, se modula la infusién propuesta por el LQG conmutado a fin de evitar la sobredosificacion
de insulina. Es asi, que la accion de control que finalmente llega a la bomba es ., que es la
infusién propuesta por el LQG conmutado u multiplicada por la salida del bloque SAFE +.

4.1. Regulador LQG Conmutado

El regulador LQG conmutado estd formado por 2 reguladores LQG: uno K; orientado a
generar correcciones suaves en la infusion basal de insulina, y otro K, orientado a gene-
rar correcciones rapidas y agresivas. La conmutacion al controlador /Cy ocurre al momento
de las comidas y puede ser manual o automadtica. Si es manual, el paciente debe anunciar
al controlador, por ejemplo pulsando un botdn, el instante de la comida. Si es automatica,
debe existir un mecanismo de deteccidon que permita inferir, por ejemplo mediante la sefal
CGM, que el paciente ha comido. El problema con este mecanismo es que existe un fuerte
compromiso entre lograr inmunidad al ruido del CGM, que es elevado, frente a una detec-
cion rapida, que es necesaria para controlar adecuadamente la glucemia postprandial. Es
por esto que para las primeras pruebas clinicas los autores han optado por el mecanismo con
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anuncio manual de la comida, a pesar de haber obtenido buenos resultados in silico con el
mecanismo automatico [12, 13, 14, 20].

Es importante destacar que aunque el paciente debe anunciar el instante de la comida, no
debe contar la cantidad los carbohidratos que ingerird, traduciéndose asi en una menor carga
en sus tareas diarias. Una vez que el paciente anuncia la comida, no se conmuta inmediata-
mente al controlador agresivo Ko, sino que el algoritmo ingresa en un modo listening en el
cual se analiza la tendencia de la sefial CGM. Cuando se detecta un crecimiento sostenido
en las mediciones, ahi si se conmuta a Ko, con el fin de generar una accién de control similar
al bolo de insulina que el paciente se aplica en la terapia convencional. La conmutacién de
Ko a Ky es automatica. En esta etapa se ha optado por conmutar nuevamente a /C; luego de
1 hora, pero otras estrategias que involucran a la capa SAFE también pueden ser exploradas.

Un elemento fundamental en el disefio de los controladores son los modelos orientados al
control. Por un lado, el principal objetivo de los modelos de simulacién, como el caso del
UVA/Padova, es dar una respuesta lo mds cercana posible a una situacién real, por lo que
suelen presentar una complejidad matematica elevada. Por otro lado, la teoria de control
generalmente aplica a modelos mas simples que permiten obtener controladores de bajo or-
den y mejor condicionados numéricamente. Para ello normalmente se realizan suposiciones
sobre los modelos de simulacién, dando lugar a modelos simples (orientados al control)
durante la etapa de disefio de los algoritmos de control. El inconveniente que se suma a
la obtencién de modelos orientados al control en DMT1 es que lo que cominmente se co-
noce como la planta en ingenieria de control, en DMT1 son personas. Esto significa que
los procesos de identificacion habituales para otro tipo de sistemas, como lo podria ser un
motor, aqui por obvias razones no son extrapolables. Es por eso que habitualmente en esta
area se proponen inicialmente modelos promedio que describan de manera simplificada la
dindmica insulina-glucosa. No obstante, como se menciond anteriormente, existe una gran
variabilidad interpaciente que hace imposible disefiar un unico controlador para todos los
pacientes, entonces: ;Como se ajustan los modelos? La personalizacion de los modelos sue-
le realizarse en la mayoria de los casos a través de pardmetros clinicos del paciente como lo
son el peso, la Insulina Total Diaria (TDI), la relacién insulina-carbohidratos (CR, por sus
siglas en inglés), entre otros. Es decir, se toman en cuenta los pardmetros que los pacientes
usan diariamente para autocontrolarse, para ajustar los modelos con los que se disefian sus
controladores.

El regulador LQG conmutado del algoritmo ARG est4d basado en una versioén Lineal de
Tiempo Invariante (LTI) de un modelo orientado al disefio de controladores Lineal de Pa-
rdmetros Variante (LPV) que hemos desarrollado previamente [21]. Sin entrar en todos los
detalles, en [21] se propone inicialmente el siguiente modelo LTI de bajo orden, similar al
planteado en [22], cuya entrada es la infusién subcutdnea de insulina (en pmol/min) y cuya
salida es la desviacion de la concentracién de glucosa (en mg/dl):

S+ z

G<S) B k(s +p1)(s +p2)(s+p3)e_ - (1)
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Fig. 4. Proceso de ajuste del pardmetro k para un adulto de la base de datos del simulador
UVA/Padova. Izquierda: Excursion de glucosa ante 1 U de insulina para el modelo LPV prome-
dio (linea celeste) y el modelo no lineal (linea a trozos negra); concentracion de glucosa minima a
alcanzar estipulada por la regla del 1800 (linea a trozos roja). Derecha-arriba: Error absoluto entre
la caida de glucosa obtenida y la deseada. Derecho-abajo: Evolucién del parametro k.

Luego, se describe el comportamiento variante con el tiempo del sistema insulina-glucosa, a
través de la construccion de un modelo LPV promedio, haciendo variar el pardmetro p; con
respecto al nivel de glucosa g y manteniendo los otros parametros fijos: z = 0,1501, p, =
0,0138 y p3 = 0,0143. El pardmetro k£ también es invariante con el tiempo, pero su valor se
ajusta para cada paciente particular, utilizando un factor de sensibilidad a la insulina habitual
en la terapia convencional como la regla del 1800. Dado un paciente #j, la regla del 1800 se
calcula como 1800/TDI;, siendo TDI; la insulina total diaria para ese paciente particular, e
indica la caida de glucosa en mg/dl ante la inyeccién de 1 U de insulina rapida. Debido a que
la sensibilidad a la insulina del paciente depende, entre otros factores, de la concentracién
de glucosa, la regla del 1800 se verifica en promedio partiendo de una concentracién de
glucosa inicial de 235 mg/dl [21]. Por lo tanto, el proceso de ajuste consiste en obtener
el valor personalizado de k, es decir k;, tal que cuando el modelo es excitado con 1 U de
insulina a 235 mg/dl, el subvalor que se obtenga coincida con el determinado por la regla
del 1800. Cuanto més grande es esa caida, mds sensible es el paciente a la insulina, y por
consiguiente, mayor es el valor absoluto de k;. En la Fig. 4 se ilustra un ejemplo del proceso
iterativo utilizado (podria también calcularse analiticamente) para obtener el parametro k;,
cuyo valor se ajusta mediante un controlador Proporcional-Integral (PI) discreto, hasta que
el error relativo entre las caidas de glucosa obtenidas con la regla del 1800 y el modelo LPV
sea menor a 5 x 1073, En resumen, se propone primero un modelo LPV promedio de bajo
orden que luego se personaliza a través de un pardmetro de facil acceso y conocido por el
paciente.

Si bien habifamos disefiado previamente controladores LPV y obtenido resultados exitosos,
la idea original en el desarrollo del ARG era que tuviese el menor costo computacional
posible en vistas a su verificacion en pruebas clinicas. Es por eso que se opt6 por reguladores
LQG que permiten ajustar su agresividad de forma facil e intuitiva. Asi, para cada paciente
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#7 se disefian 2 reguladores LQG: K; ; coni € Z = {1, 2}, basados en el siguiente modelo:

S+ z _
e153

A P TP TPy

) (2)

el cual es la version LTI del modelo LPV personalizado con p} = p;(120). Es decir, se fija
p1 para una concentracion de 120 mg/dl que es la concentracion de glucosa basal promedio
determinada en el simulador UVA/Padova.

Como el sensor CGM no envia mediciones en forma continua, sino cada 5 min, el modelo
continuo G () se convierte al modelo discreto GG;(z) mediante un retenedor de orden cero,
y este tltimo se expresa a través de la siguiente realizacion:

z(k+1) = Ajz(k) + Bjua(k) 3)
ya(k) = Cjx(k)

con ua (k) = u(k) — iy, e ya(k) = y(k) — 120 mg/dl. Dada esa realizacion, se propone un
control por realimentacién de estados:

que minimiza el siguiente funcional de costo:

o

Ji(ua,ya) =Y (R + Qui) 5)

k=0

con Ry = 1, Ry = 0,5,y Q@ = 5 x 103. El pardmetro R, se define menor a R; con el fin
que Ko ;(z) sea mds agresivo que K; ;(z). Ademds, los estados se estiman con un filtro de
Kalman de la forma:

ik + 1|k) = Az (k|k — 1) + Byua(k) + Lislya (k) — Cy(klk — 1)] ©)

donde L; ; se obtiene asumiendo que los ruidos de proceso w(k) y de medicion v(k) son
ruido blanco que satisfacen:

Elw(k)w(k)') = Wi,  Elo(kyo(k)") =V, )

con W, =V, =W, = 3,y Vo = 45 x 107%. Aqui, V5 se define menor que V; a fin que
Ko ;(2) responda mds rapido que /C ;(2).

De acuerdo a la metodologia aplicada, ambos controladores Ky ;(2) y ICs ;(#) tienen una
estructura de observador con realimentacion de estados, que luego es utilizada para construir
el controlador conmutado de acuerdo a la teoria detallada en [23]. Los detalles de dicha
teoria estan fuera del alcance de este capitulo, pero la idea bésica es expresar el controlador
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Fig. 5. Diagrama en bloques de la capa de seguridad SAFE.

conmutado de forma tal de poder conmutar arbitrariamente entre ambos controladores LQG
sin necesidad de resetear los estados y de una manera muy simple (s6lo se conmuta parte de
la matriz C' del controlador conmutado).

4.2. Capa de Seguridad SAFE

La capa de seguridad SAFE estd basada en el acondicionamiento de sefiales por modos
deslizantes desarrollado en la Tesis de Doctorado de uno de los autores y explicada en mayor
detalle en [15]. Esta técnica, desarrollada en general para el control de sistemas dindmicos
con restricciones, fue aplicada por primera vez al problema de la DMT1 en [16], y luego
evaluada exitosamente en ensayos clinicos en Espafia. Su principal objetivo es modular la
ganancia del controlador para evitar que la insulina activa o IOB supere un determinado
umbral IOB;(t), reduciendo asf el riesgo de hipoglucemias en los periodos postprandiales
tardios.

Con el objetivo de programarla en el hardware provisto para los ensayos, la capa SAFE
original fue simplificada tal como se muestra en la Fig. 5. Como en todo control por modo
deslizante, el elemento clave es el bloque conmutado, cuya l6gica de conmutacion es:

wlt) = {1 si ogu(t) > 0 )

0 caso contrario

siendo la funcién de deslizamiento ogy(t) en este caso simplemente la diferencia entre la
insulina activa actual y su correspondiente limite:

osm(t) = I0B;(t) — IOB(t). )

A priori, consideraremos limites IOB, () constantes a tramos tal como se explica mds ade-
lante.

Debido a que la insulina activa IOB no puede ser medida en tiempo real, la misma debe ser
estimada. Para ello, se considerd el modelo presentado en [24], el cual tiene la ventaja de
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que puede ser personalizado basdndose solo en un tnico parametro clinico:

Toer (1) = —KpaLse () 4 uy(t) (10)

jch(t) = KDIA [[scl(t) - Isc2(t)]
I0B(t) = Ise1(t) 4 Lsea(t).

donde I, y I son, respectivamente, la cantidad de insulina no-monomérica y monoméri-
ca en el espacio subcutdneo, u,, es la tasa de infusion de insulina en [pmol/min/kg], y Kpia
[min~'] es una constante a sintonizar de manera de replicar la duracién de la accién de la
insulina (DIA) en cada paciente [25]. Cabe destacar que el DIA es uno de los pardmetros
que el médico debe ajustar en las bombas de insulina. Como punto de partida se eligié un
DIA poblacional de 5 horas, para lo cual el pardmetro Kpra se fijé en 16,3 x 10~3[min~!]
[18].

Al alcanzarse el limite IOB () se establece un régimen deslizante sobre la superficie ogy (t) =
0. Durante este modo, a partir de (8), la sefial w(¢) conmuta a muy alta frecuencia entre 0
y 1 de manera de cumplir con la restricciéon impuesta y forzar al sistema (10) a permanecer
dentro del conjunto invariante

¥ ={x(t) | osm(t) > 0} (11)

donde z(t) € R? son los estados de (10). La sefial de conmutada w(t) es suavizada por un
filtro de primer orden (o bien promediada entre intervalos de infusién), dando lugar a y(t),
que es el factor por el que se atenua la sefial comandada a la bomba.

Observacion: Es facil demostrar que la derivada de la funcién de conmutacion ogy(t) de-
pende de la accién u,,(t), y por tanto de la accién discontinua w(t), lo que es una condicién
necesaria para el establecimiento del modo deslizante, conocida como Condicién de Trans-
versalidad.

Al igual que el controlador, el algoritmo SAFE se implementa en forma discreta. A partir de
(10), resulta:

1= KpuT, 0 1
2k +1) = KpiaT, 11— KDIATT:| z(k) + [0] (k)
IOB(k) = [1 1] z(k) (12)

siendo 7, = 0,1 min el tiempo de muestreo. Notar que 7;. es mucho menor que 75 = 5 min
dado que el algoritmo SAFE se programa enteramente en software, con lo cual su frecuencia
de conmutacién solo estd limitada por la velocidad del microprocesador de la bomba.

Si bien pueden existir diversos criterios para definir el limite de IOB, en los ensayos clinicos
realizados el mismo se defini6 a partir de una clasificacion en el tamafio de las comidas, de
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la siguiente manera:

e Comidas pequefias < 35 gCHO. IOBy (t) = IOB ;(t) + 40 gCHO/CR;(t).
e Comidas medianas [35, 65) gCHO. IOB,, ;(t) = IOB ;(t) + 55 gCHO/CR;(t).

e Comidas grandes > 65 gCHO. IOB, ;(t) = IOB ;(¢) + 70 gCHO/CR;(t).

donde IOB; ;(¢) es el valor de estado estacionario del modelo (12) ante la tasa de insulina
basal correspondiente a cada paciente 4 ;(t), y XX gCHO/CR;,(¢) es el bolo de insulina
correspondiente a XX gramos de carbohidratos (gCHO) usando el factor CR(¢) del paciente
al momento de la comida. Cuando el sistema no se encuentra en situacion prandial, el limite
de IOB se fija como IO_BS,]- (t), es decir, el asociado a una comida chica. De esta forma, se le
da cierta libertad al controlador a realizar ajustes en la infusién basal cuando sea necesario.

5. Simulaciones

Todas las simulaciones se realizaron con el simulador metabélico UVA/Padova, consideran-
do:

e un sensor CGM Dexcom G4 Share®;

e una bomba CSII genérica de insulina con una cuantizacion de 0.1 U, y un bolo méxi-
mo de 25 U (caracteristicas andlogas a la bomba Accu-Check Combo® de Roche);

e una referencia de 120 mg/dl; y

e anuncio al controlador del instante de la comida.

En la Fig. 6 se ilustra un ejemplo del funcionamiento del algoritmo ARG. Como se muestra
en esa figura, normalmente el comando de la infusion de insulina estd a cargo del contro-
lador K1, mientras que el controlador K sélo se selecciona durante las ingestas. Una vez
seleccionado el controlador Ky se infunden bolos de insulina mayores a fin de minimizar el
riesgo de hiperglucemia postprandial. Dichos bolos son modulados por la accién del SAFE
mediante la sefial v, de forma tal que el IOB estimado no supere el limite impuesto. Asi,
se logra evitar la acumulacion excesiva de insulina activa y, en consecuencia, se reduce el
riesgo de hipoglucemia postprandial. De este andlisis se desprende que mientras el modo
agresivo del regulador LQG conmutado, es decir Ko, tiene como objetivo reducir el riesgo
hiperglucémico, el SAFE por su lado, tiene como objetivo reducir el riesgo hipoglucémi-
co. Ambos sistemas funcionan en conjunto de forma tal de conseguir que la glucemia del
paciente se mantenga dentro del rango deseado [70, 180] mg/dl o aceptable [70, 250] mg/dl.
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Fig. 6. Ejemplo de la respuesta a lazo cerrado obtenida ante una comida de 50 gCHO para un
paciente in silico del simulador UVA/Padova. La ingesta se produce 5 horas luego del inicio de la
simulacién.

También es importante destacar que, como se aprecia en la figura, el pico de infusién de
insulina ocurre tiempo después de producirse la ingesta de comida, a diferencia de la terapia
convencional en la cual el paciente se inyecta un bolo de insulina minutos antes o al instante
de comer. Este retardo temporal es producto de la estrategia de realimentacion. El efecto
de la ingesta de alimentos no se detecta inmediatamente en la sefial CGM medida, sino que
deben transcurrir algunos minutos. La consecuencia es que existe un crecimiento inicial de
la glucemia inevitable, que luego se compensa con la accion rdpida y agresiva del regulador
LQG, cuya agresividad, luego se modula con la capa de seguridad SAFE. Otras estrategias
de control aplican una estructura hibrida, en la cual el paciente se aplica el bolo de insulina
normalmente y el controlador se encarga inicamente de regular la infusion basal. De esa for-
ma, podrian reducirse los picos de glucemia postprandiales, dado que el bolo se adelantaria
temporalmente en relacion a la estrategia acd propuesta. No obstante, nuevamente recaeria
sobre el paciente la carga del conteo de carbohidratos, que en la practica suele no ser exacto.

En la Fig. 7 se grafican las respuestas a lazo cerrado promedio para la base de datos de
adultos del simulador UVA/Padova completo, junto con el grafico Control Variability Grid
Analysis (CVGA, por sus siglas en inglés). Las categorias del CVGA representan niveles de
control glucémico de la siguiente forma:

A-zone: Preciso.

Lower/Upper B-zones: Desviacion benigna a la hipo/hiperglucemia.

B-zone: Control benigno.

Upper/Lower C-zone: Sobrecorrecion de hipo/hiperglucemia.

Lower/Upper D-zone: Falla para controlar hipo/hiperglucemia.
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Fig. 7. Respuesta a lazo cerrado promedio para todos los adultos del simulador completo
UVA/Padova para una comida de 50 gCHO. Arriba-izquierda: La linea roja gruesa indica la gluce-
mia promedio y el drea sombreada £1 desviacion estandar. Las lineas punteadas indican los limites
de los rangos deseables (verde) y aceptables (naranja). Abajo-izquierda: Infusién de insulina pro-
medio. Derecha: Griafico CVGA.

e E-zone: Control erréneo.

Como se menciond previamente, producto de la mayor independencia que se le da al pacien-
te, existe una mayor densidad de casos que caen en Upper B-zone, aunque esto no implica
un riesgo en su salud. En la figura también puede detectarse que existe una respuesta que
cae en Lower D-zone, que indicaria de acuerdo a la descripcién anterior, una falla en la
correccion de hipoglucemia. Por un lado, hay que considerar que no todos los pacientes
presentan pardmetros con un sentido fisiolégico, dado que la base de datos se generd con
fines estadisticos. Por otro lado, la estrategia de control propuesta permite abordar dichos
casos particulares donde la accién de control resulté o muy suave o muy agresiva. A modo
de ejemplo, en la Fig. 8 se ilustra como un ligero ajuste en el limite de IOB para ese paciente
particular, permite evitar la hipoglucemia postprandial.

En la Fig. 9 se presentan resultados con comidas con diferentes cantidades de carbohidratos
o consecutivas, a fin de verificar el funcionamiento del algoritmo ante dicha variabilidad sin
considerar el clasificador de tamafio de comidas, es decir, definiendo siempre un limite de
IOB para comidas medianas. En la Tabla 1 se muestran los resultados promedios para todos
los casos considerados. Alli se analiza el periodo de simulacién completo y, particularmente,
el periodo postprandial definido como las 5 horas posteriores a la ingesta de la comida.
Ademads, se incluyen los indices de riesgo de hipoglucemia (LBGI) y de hiperglucemia
(HBGI). En [26] se definen las siguientes escalas para dichos indices:

e Riesgo de hipoglucemia: LBGI < 2.5 (bajo); 2.5 < LBGI < 5 (moderado); LBGI >
5 (alto).

e Riesgo de hiperglucemia: HBGI < 4.5 (bajo); 4.5 < HBGI < 9 (moderado); HBGI
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Tabla 1. Resultados a lazo cerrado promedio con el algoritmo ARG, analizando por separado el
tiempo de simulacién completo (C) y el periodo postprandial (PP).

Comidade50g Comidade25g Comidade75¢g Dos comidas de 50 g

C 132 126 141 139
Glucemia promedio [mg/dl]

PP 160 135 188 155

C 91.8 99.1 84.8 86.2
% tiempo en [70 180] mg/dl

PP 68.5 96.5 46.3 73.4

C 0.2 0.0 2.2 0.3
% tiempo > 250 mg/dl

PP 0.8 0.0 9.7 0.6

C 8.1 0.7 15.1 13.6
% tiempo > 180 mg/dl

PP 314 29 53.7 26.5

C 0.1 0.3 0.1 0.2
% tiempo < 70 mg/dl

PP 0.1 0.5 0.0 0.1
LBGI 0.1 0.1 0.0 0.1
HBGI 1.7 0.8 32 2.7

> 9 (alto).

De esta forma, los resultados presentados en Tabla 1 arrojan riesgos minimos de hipo- e
hiperglucemia. Aunque los resultados son satisfactorios, pueden ser mejorados con la incor-
poracion del clasificador de comidas para la definicion de un limite de IOB mds adecuado.
Por ejemplo, cuando el limite de IOB para comidas pequenas (<35 gCHO) se considera en
las simulaciones con una comida de 25 gCHO, el porcentaje promedio de tiempo con una
concentracion de glucosa menor a 70 mg/dl se reduce de 0.5 % a 0.2 %, manteniendo un
porcentaje promedio en el rango de [70, 180] mg/dl de 96.5 % durante la etapa postprandial.
Por otro lado, cuando se fija un limite de IOB para comidas grandes (>65 mg/dl) en las
simulaciones con una comida de 75 gCHO, el porcentaje promedio de tiempo en el rango
de [70,180] mg/dl aumenta de 46.3 % a 52.5 % durante la etapa postprandial, con un in-

300 T T T T T T T T T T T T T T

- n n
[ o (o))
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—
o
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Fig. 8. Respuesta a lazo cerrado para el adulto #090 del simulador UVA/Padova completo con un
limite de IOB estdndar (rojo) y con un limite de IOB 30 % inferior al estindar (azul). Las lineas
punteadas indican los limites de los rangos deseables (verde) y aceptables (naranja).
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Fig. 9. Respuesta a lazo cerrado promedio para todos los adultos del simulador completo
UVA/Padova para una comida de 25 gCHO (izquierda-azul), 75 gCHO (izquierda-rojo) y dos comi-
das de 50 gCHO (derecha). Arriba: La linea gruesa indica la glucemia promedio y el area sombreada
41 desviacion estdndar. Las lineas punteadas indican los limites de los rangos deseables (verde) y
aceptables (naranja). Abajo: Infusién de insulina promedio.

cremento minimo del porcentaje promedio de tiempo por debajo de 70 mg/dl de 0.0 % a
0.1 %.

6. Pruebas Clinicas

Las primeras pruebas clinicas con un PA en Latinoamérica se llevaron a cabo en dos etapas
en el HIBA. Una primera etapa en noviembre de 2016 con el algoritmo de control desarrolla-
do en la Universidad de Virginia, que ya habia sido probado en numerosos centros alrededor
del mundo, y una segunda etapa en junio de 2017 con el algoritmo ARG desarrollado en
Argentina en colaboracién con el ITBA, la UNLP y la UNQ. Ambas etapas contaron con la
misma cantidad de pacientes con DMT1 (5) y con el mismo sistema de comunicacién entre
componentes. Sin embargo, la principal diferencia es que en la segunda etapa el paciente no
se debia aplicar el bolo de insulina previo a las comidas como en la terapia convencional,
sino que solo debia anunciar el instante en que iba a comer. Aqui, nos centraremos en esta
segunda etapa.

6.1. Seleccion de los pacientes

La eleccién de los 5 pacientes con DMT1 que participaron en las pruebas clinicas se basé
en los siguientes criterios de inclusion y exclusion.

e Criterio de inclusion
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o Haber sido diagnosticados con DMT1 hace al menos 2 afios y que estuviesen
utilizando bomba de insulina con sensor de monitoreo continuo de glucemia por
un periodo no menor a 6 meses previos al inicio del estudio.

o Edad entre 18 y 65 afos.
o HbAlc >65%y < 10 %.

o Aquellas mujeres que fuesen potencialmente fértiles debian utilizar efectivos
métodos contraceptivos y presentar B-HCG negativa en el laboratorio de scree-
ning.

o Adecuado estado mental y cognitivo como para comprender las consideraciones
del estudio y para el manejo de los componentes del sistema cerrado.

o Pacientes entrenados en el conteo de carbohidratos.
o Individuos que hubiesen comprendido el presente protocolo y hubiesen firmado
el Formulario de Consentimiento Informado.

e Criterio de exclusion

o Haber sido hospitalizados por cetoacidosis diabética en los dltimos 12 meses.

o Haber presentado hipoglucemias severas con pérdida de consciencia en los ulti-
mos 12 meses.

o Presentar alguna enfermedad coronaria.
o Padecer hipertension arterial no controlada.

o Presentar cualquier otra condicién que a criterio del investigador aumente el
riesgo de hipoglucemia.

o Sospecha o diagnéstico de proceso infeccioso activo.
o Fibrosis quistica.
o Mujeres embarazadas, con intencidn de quedar embarazadas o en lactancia.

o Haber estado hospitalizados para tratamiento psiquidtrico en los ultimos 6 me-
ses.

o Sospecha o diagnéstico previo confirmado de enfermedad adrenal.

o Presentar alteracion hepatica con transaminasas elevadas > 2 veces por encima
del VSN.

o Presentar funcién renal disminuida, con FG < 60 ml/min/1.73m?.
o Insuficiencia cardiaca congestiva descompensada o sintomadtica actual.

o Padecer gastroparesia activa, definida como sintomatologia compatible con gas-
troparesia por mas de tres meses al menos tres veces por semana.

o Uso de paracetamol en los tltimos 72 horas previas al estudio.
o Uso de antidiabéticos orales e incretinas.

o Paciente en tratamiento por enfermedad oncoldgica.
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6.2. Hardware y software

Para la implementacion del PA en estas pruebas se utilizé para cada paciente:

e un sensor CGM Dexcom G4 Share®;
e una bomba de insulina Accu-Check Combo® de Roche; y

e un smartphone basado en Android con el sistema Diabetes Assistant (DiAs) [27].

El sistema DiAs es un software formado por una red de aplicaciones méviles que permite
cada 5 minutos la comunicacién del algoritmo de control con el sensor CGM (con Dexcom
por Android Bluetooth Low Energy) y la bomba insulina (con Roche por Bluetooth clasi-
co). Dado que el objetivo general del sistema operativo Android no estd relacionado con
aplicaciones médicas, para que sea aceptado por la FDA como un dispositivo médico Clase
III se removieron las funciones de llamadas, navegador, Android Market, juegos, musica y
demds. Ademads, el sistema cuenta con una base de datos SQLite para el manejo de datos,
y con actividades y servicios que pueden operar de manera asincronica en respuesta a la
interaccion del usuario con el sistema.

El sistema DiAs es un sistema modular, en donde el algoritmo de control representa uno
de dichos mdédulos. Por eso, para la migracion del algoritmo ARG al DiAs se escribi6 el
cddigo bajo el paradigma de la programacion orientada a objetos, lo que permitié encapsular
el codigo facilitando el proceso. Una vez migrado el cdigo, luego sélo resté compatibilizar
las entradas y salidas. Para llevar a cabo esta tarea de programacion se utilizé Eclipse IDE
for Java Developers version: Kepler Service Release 2, con el plugin Android Development
Tools (ADT).

6.3. Procedimientos clinicos/Comidas

Con relacion a los procedimientos clinicos, se convoco a los pacientes seleccionados al HI-
BA nueve dias antes, donde se explicé el estudio, se firmé el Consentimiento Informado, se
revisaron los criterios de inclusién/exclusion y se realiz6 una extraccidn de sangre para el
laboratorio de screening de los pacientes. Estos resultados se revisaron 2 dias antes del es-
tudio junto con un control rutinario de glucemia supervisado. En esa instancia se les coloco
la bomba de infusién de insulina y el sensor de glucosa, entrendndolos en los mismos. Se
verificé que la comunicacion entre los componentes del sistema fuera el correcto. El siste-
ma permanecié en lazo abierto y los pacientes realizaron sus controles usuales y registraron
ocho controles diarios de glucemia capilar hasta el dia de la internacion. Esto serviria para
comparar con el desempeio en lazo cerrado.

La internaciéon comenz6 a las 17 hs del dia 0 y finalizé a la mafiana del dia 2. Se cerr6 el lazo
de control y se realizaron cinco comidas en total: dos cenas, un almuerzo, un desayuno y una
merienda con un monitoreo continuo de los valores de glucemia y de insulina inyectados.
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El menu acordado con la nutricionista fue el siguiente:

e Desayuno y merienda

Alimento Cantidad (g) Cantidad de hidratos (g)
Infusion (té, café o mate cocido) C/N -
Pan integral fargo o 5 galletitas tipo de agua | 50 (2 unidades) | 20
Dulce diet 8 (1 pote) -
Queso untable 20 -
Total 28
e Cena
Alimento Cantidad (g) | Cantidad de hidratos (g)
Pasta integral Knorr con salsa fileto natural | 50 (crudo) 40
Carne magra 100 -
Fruta fresca 1 unidad 15
Total 55

e Almuerzo

Alimento Cantidad (g) Cantidad de hidratos (g)
Puré de papas con agua (285 cc) | 200 (2 unidades) | 40

Carne magra 100 -

Fruta fresca 1 unidad 15

Total 55

6.4. Resultados preliminares

El andlisis completo de los resultados obtenidos durante las pruebas es ain un trabajo en
proceso de elaboracion. No obstante, aqui se presentan algunos resultados preliminares.

Para el andlisis del periodo a Lazo Abierto (LA) se consider6 el intervalo temporal desde
el 21/09 a las 19 hs hasta el 23/09 a las 07 hs y para el periodo en Lazo Cerrado (LC) el
intervalo temporal desde el 23/09 a las 19 hs hasta el 25/09 a las 07 hs. La bomba de insulina
de uno de los pacientes tuvo una oclusion durante la primera noche en LC, por lo que dichas
horas no se consideraron en el andlisis. Ademds, es importante destacar que si bien los
pacientes no realizaron exactamente la misma dieta estando en LA que estando en LC, sirve

Tabla 2. Comparacién de los datos estadisticos obtenidos con los resultados de 36 horas en LA vs
36 horas en LC, considerando un Intervalo de Confianza (IC) del 95 %.

LA LC
Media IC95% Media IC95%
% tiempo [70, 250] mg/dl  82.9 [67.3,98.6] 88.6 [82.4,94.7]
% tiempo [70, 180] mg/dl  59.1  [41.9,76.2] 747  [68.1,81.4]
[

% tiempo < 70 mg/dl 76 [29.124] 58 1.6, 10.0]
% tiempo < 50 mg/dl 17 [03.,31 08 0.2,3.5]

LBGI 28  [1837 23 [14,3.1]
HBGI 72 [34,110] 49  [29,69]
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Tabla 3. Comparacion de los datos estadisticos obtenidos con los resultados de 15 horas en LA y las
ultimas 15 horas en LC, considerando un IC del 95 %.

LA LC
Media IC95% Media IC95%
% tiempo [70, 250] mg/dl  73.5 [49.8,97.2] 94.7 [83.8,98.4]
% tiempo [70, 180] mg/dl  49.8 [24.5,75.1] 82.6 [69.9, 95.2]
[

% tiempo < 70 mg/dl 13.6 [4.4,227] 4.1 0.8, 18.0]
%tiempo < 50mg/dl 54  [1.6,164] 02  [0.0,3.5]

LBGI 42 2162 18 [0.3,3.3]
HBGI 8.7 [2.9,14.5] 2.8 [0.1,5.5]

para tener una idea de como es la situacion habitual del paciente sin regulacién automatica
de insulina. En la Tabla 2 se presentan los datos estadisticos obtenidos en LC para las 36
horas del ensayo y su comparacion con los obtenidos con los pacientes en LA. Como puede
apreciarse, existe una mejora importante en la regulacién de la concentracién de glucosa del
paciente cuando se utiliza el algoritmo ARG. La hipétesis nula que la diferencia entre los
resultados obtenidos en LA y LC tenga media nula a un nivel de significancia del 5 % (p
= 0.05) no puede ser rechazada en el % tiempo promedio en el rango [70, 180] mg/dl (p =
0.0356). De acuerdo a eso, esa variable resulta estadisticamente significativa.

Dado que era la primera vez que se probaba el algoritmo ARG con pacientes reales, se
utilizaron las primeras 3 comidas para realizar los ajustes necesarios del limite maximo de
IOB. Es por eso, que si el andlisis de los resultados se concentra en las dltimas 15 horas
en LC, y su comparacién con 15 horas a lazo abierto que involucren el mismo periodo del
dia, se obtiene una mejora en el control ain mds significativa que se refleja en la Tabla 3.
La hipdtesis nula que la diferencia entre los resultados obtenidos en LA y LC tenga media
nula a un nivel de significancia del 5 % (p = 0.05) no puede ser rechazada en el % de tiempo
promedio en el rango [70, 180] mg/dl (p = 0.0142), en % tiempo promedio < 70 mg/dl (p =
0.049), en el indice LBGI (p = 0.0383) y en el indice HBGI (p = 0.0469). De acuerdo a eso,
esas variables resultan estadisticamente significativas.

Otro andlisis importante es el relacionado al periodo nocturno (desde las 23 horas hasta las
07 horas del dia siguiente). En la Fig. 10 se resalta la comparacion de los resultados obteni-
dos durante la segunda noche en LA y en LC donde el paciente no ingiere alimentos y en la
Tabla 4 se presentan los datos estadisticos. Nuevamente se destaca la mejora cuando se uti-
liza el algoritmo ARG. Aqui se obtiene significancia estadistica para el % tiempo promedio
en el rango [70, 180] mg/dl (p = 0.0351) y para el indice HBGI (p = 0.0309).
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Tabla 4. Comparacién de los datos estadisticos obtenidos con los resultados para la segunda noche
en LA y la segunda noche en LC, considerando un IC del 95 %.

LA LC
Media IC95% Media IC95%
% tiempo [70, 250] mg/dl  78.1 [29.1,96.9] 95 [66.9, 99.4]
% tiempo [70, 180] mg/dl  50.3 [23.2,774] 87.7 [76.5, 99.0]
[

% tiempo < 70 mg/dl 3.6 [0.3,29.5] 5 0.6, 33.1]
% tiempo < 50 mg/dl 0 [0.0, 0.0] 0 [0.0, 0.0]
LBGI 2.0 [0.6,34] 15 [0.4, 4.1]
HBGI 9.8 [2.8,168] 1.9 [0.4, 5.7]
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Fig. 10. Glucemia promedio para los 5 pacientes en LA (rojo) y en LC (azul) durante el periodo
nocturno. La linea gruesa indica la glucemia promedio y el drea sombreada +1 desviacion estandar.
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CAPITULO 6
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Resumen

El sistema cardiovascular tiene como principales funciones el transporte de oxigeno y nu-
trientes a todos los 6rganos del cuerpo humano. El volumen minuto cardiaco es la cantidad
de sangre que el corazon hace circular en un minuto, el cual depende de la frecuencia car-
diaca (FC) y de la descarga sist6lica del ventriculo izquierdo. El control de FC se realiza
fundamentalmente a través del sistema nervioso autonémico (SNA). En condiciones de en-
fermedad, tales como la diabetes, entre otras, el SNA deja de funcionar correctamente, pro-
duciendo un mal funcionamiento de los 6rganos controlados por el mismo, este estado se
denomina neuropatia autonémica. La modelizacién y simulacién del sistema cardiovascular,
ya sea en forma parcial, permite comprender mejor los mecanismos de regulacién tanto en
condiciones de salud como de enfermedad. En el presente capitulo se describe un modelo de
regulacién de la FC a través del SNA, basado en el modelo IPFM (integral pulse frequency
modulation), luego se describe un método de obtencién de la FC instantdnea, basados en
filtros de respuesta finita al impulso (FIR), y finalmente se evalda el desempefio del método
a través de simulaciones y con datos reales.

Palabras clave: Sistema nervioso autonomo, neuropatia diabética, control cardiovascular, variabi-
lidad del ritmo cardiaco, andlisis espectral.
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Abstract

Modeling and simulation of the Cardiovascular system. The main functions of the car-
diovascular system are the transport of oxygen and nutrients to all organs of the human body.
The cardiac minute volume is the amount of blood that the heart circulates in one minute,
which depends on the heart rate (HR) and left ventricular systolic discharge. The control
of HR is performed mainly through the autonomic nervous system (ANS). In conditions of
disease, such as diabetes, among others, the ANS stops working properly, causing a malfun-
ction of the organs controlled by it, this state is called autonomic neuropathy. The modeling
and simulation of the cardiovascular system, either in a partial way, allows a better unders-
tanding of the mechanisms of regulation in both health and disease conditions. This chapter
describes a model of regulation of HR through the ANS, based on the IPFM (integral pulse
frequency modulation) model, then describes a method of obtaining instantaneous HR, ba-
sed on finite impulse response filters (FIR), and finally its performance is evaluated through
simulations and real data.

Keywords: Autonomic nervous system, diabetic neuropathy, cardiovascular control, heart rate va-
riability, spectral analysis.

1. Introduccion

El sistema cardiovascular estd compuesto por el corazén y los vasos (arterias y venas), tiene
como principales funciones el transporte de oxigeno y nutrientes a todos los 6rganos del
cuerpo humano, y colabora con la remocidn de las resultantes del metabolismo celular y el
diéxido de carbono. Los nutrientes esenciales son la glucosa, los aminoédcidos, las vitaminas,
minerales y grasas. Entre otras funciones distribuye calor y controla su disipacion a través
de la piel y los pulmones, y provee proteccién a través de la coagulacién, y la inmunidad
basicamente por los globulos blancos y los anticuerpos. El volumen minuto cardiaco es la
cantidad de sangre que el corazén hace circular en un minuto, dicho volumen minuto depen-
de de la frecuencia cardiaca y de la descarga sistélica del ventriculo izquierdo. El control de
la frecuencia cardiaca regula en parte el volumen minuto, y en consecuencia permite adap-
tarse, a demanda de las necesidades, como el estado de reposo por un lado, o la necesidad
de correr ante una amenaza por otro lado, es decir de un estado de baja demanda de volu-
men minuto la primera, y de alta la segunda. El control de la frecuencia cardiaca se realiza
fundamentalmente a través del sistema nervioso autonémico, por medio de dos subsiste-
mas: el simpético que la acelera, y el parasimpético que la enlentece. Por lo tanto el estudio
de los mecanismos responsables del control neural y humoral de la frecuencia cardiaca y
de otras variables fisioldgicas como la descarga sistélica y la resistencia periférica, permite
el mejoramiento del diagndstico y tratamiento de enfermedades tales como la hipertension
arterial, complicaciones de la diabetes y el estado de shock en una terapia intensiva, asi co-
mo la verificacion de la efectividad terapéutica en estas patologias. La bioingenieria con el
desarrollo de modelos, y luego simulando dichos modelos en una computadora, permiten
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estudiar el control cardiovascular, comprender mejor sus mecanismos, y probar respuestas
ante diversas situaciones. El estudio de la variabilidad de la frecuencia cardiaca (VFC) y la
presion arterial (PA) provee una forma no invasiva de estudiar el sistema nervioso autonémi-
co (SNA). El sistema nervioso autonémico controla otros 6rganos, entre los cuales podemos
citar los pulmones, la elasticidad de arterias y venas, las glandulas sudoriporas, el sistema
digestivo, entre otros [1].

El SNA se divide en dos partes: el simpdtico y el parasimpdtico, delimitadas anatémica-
mente y funcionalmente. En el caso del control cardiaco por parte del SNA, el simpdtico
aumenta la frecuencia cardiaca, y por otro lado el parasimpdtico la disminuye, la frecuencia
cardiaca para un latido dado es el resultado del balance de los dos subsistemas del SNA; por
otro lado el simpdtico a través de sus inervaciones en las arterias, produce un incremento en
rigidez de las mismas, consecuentemente aumenta la resistencia hidratlica, que produce un
aumento de la PA media. El control cardiovascular cierra su lazo principal con el sensado
de la PA, que se produce en los baroreceptores situados en las arterias carétidas y la aorta,
luego los valores de PA arterial sensados son integrados en el sistema nervioso central, y
luego el SNA produce los cambios anteriormente descriptos [1]. La principal medicién del
lazo de control cardiovascular, el cual es un sistema de control realimentado, se denomi-
na sensibilidad barorefleja (SBR), y se expresa en cuantos milisegundos de duracién de un
latido cardiaco cambia por milimetro de mercurio de variacién en la PA (ms/mmH g).

En condiciones de enfermedad, tales como la diabetes entre otras, el SNA deja de funcionar
correctamente, produciendo un mal funcionamiento de los 6rganos controlados por el mis-
mo, este estado se denomina neuropatia autonémica, y en el caso de diabéticos se denomina
neuropatia autonémica diabética [2]. Por ejemplo se ha comprobado que la disminucién de
la VFC en diabéticos estd asociada con un incremento de un 25 % al 50 % en la mortalidad
a 10 anos [3] [4] [5] [6, 7].

La VFC y la SBR son estudiadas en otras enfermedades tales como la hipertensién arte-
rial y la insuficiencia cardiaca y la enfermedad de Chagas-Mazza, y han demostrado ser
marcadores importantes de riesgo cardiovascular [8] [9] [10, 11, 7].

Tanto para el diagndstico como para el seguimiento de un tratamiento, es necesario calcular
con la mayor exactitud posible la VFC y la SBR. Los métodos de célculo de la VFC se
pueden dividir de acuerdo a la longitud de los registros en estudios de corto y largo plazo,
y de acuerdo a la metodologia de cdlculo en estimaciones en el dominio del tiempo y de la
frecuencia [10] [11], otras metodologias mds modernas combinan el tiempo y la frecuen-
cia utilizando onditas [12]. En los casos de estimaciones en los dominios de la frecuencia
y tiempo-frecuencia, los métodos de estimacién espectral, basados en la transformada de
Fourier o en filtros digitales, necesitan que las series temporales de frecuencia cardiaca y la
PA estén equiespaciadas en el tiempo, es decir a una frecuencia de muestreo determinada;
para lograr dicha condicién es necesario interpolar las series de latidos, provenientes de la
medicidn de la frecuencia cardiaca.

El objetivo del presente trabajo fue estimar el efecto de la interpolacion en el cdlculo de las
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series temporales, en el estudio de la VFC y la PA, simulando oscilaciones conocidas de
frecuencia cardiaca, y con datos reales provenientes de una base de datos con bloqueos far-
macoldgicos y posturales del SNA [13]. El procesamiento del presente trabajo fue realizado
integramente con el lenguaje de programacién R [14].

2. Simulacion y medicion de la frecuencia cardiaca

2.1. Simulacion de la frecuencia cardiaca

Uno de los modelos mas utilizados para la simulacion de la frecuencia cardiaca es el modelo
IPFM (integral pulse frequency modulation) [15]. La figura 1 muestra el diagrama en blo-
ques del modelo IPFM, donde podemos apreciar que la sefial de entrada x(t) pasa a través
de un integrador, la salida del mismo yi(t) pasa a una de las entradas de un comparador, la
otra entrada del comparador estd conectada a un valor umbral V7, la salida del comparador
resetea el integrador y es a su vez la salida del modelo [7].

reset

) | at

yi(t) y(t)

comparador
V1

Fig. 1. Diagrama en bloques del modelo IPFM.

integrador

La salida del integrador en el modelo IPFM sigue las ecuaciones (1) y (2):

1 t
yi(#) :—/ dt Syit) < Vi e <t < tem ()
ty

yi(t) =0 siyi(t) =Vr t =ty (2)

De las ecuaciones (1) y (2):

- 118 -



Modelizacién y Simulacion del Sistema Cardiovascular

1 [t thor —t
Vp = — dp = k" Tk (3)

Tk J, Tk Tk

donde ¢, — t; es el intervalo entre dos latidos consecutivos.

De la ecuacién (3), obtenemos la ecuacién (4) que es la simulacién de la frecuencia cardiaca
latido a latido:

y(t) = o(t—ty) )

La figura 2 muestra una simulacién con el modelo IPFM, donde x(t) = zo+ Agsen( fo2nt)+
Aysen(fi2nt), parauna fo = 0.1 Hzy f; = 0.25 Hz; en dicha figura podemos apreciar = (t),
la salida del integrador yi(t), y la salida del modelo IPFM y(¢). En la presente simulacién
Vo = 1000 ms.

La figura 3 muestra la serie de latidos simulada por el modelo IPFM, con una modulacién
de dos sinusoides.

2.2. Medicion de la frecuencia cardiaca

La medicién de la frecuencia cardiaca se realiza a través del procesamiento del ECG, la
figura 4 muestra 5 latidos reales de electrocardiograma (ECG), la sefal derivada del ECG
denominada serie de latidos de FC, calculada a partir de la deteccion de las ondas R (picos)
del ECG, y finalmente la serie temporal equiespaciada a intervalos At.

Los algoritmos de deteccion de las ondas R se realiza mediante técnicas de procesamiento
de sefales que combinan filtros digitales con detecciones de umbrales [10]. Los algoritmos
de deteccion se ocupan primero de determinar el complejo QRS del ECG [16], dentro del
cual luego buscan el pico de la onda R, este punto de denomina fiducial, y determina el
comienzo de una latido cardiaco; por lo tanto el intervalo entre dos ondas R determina la
duracion de dicho latido, como podemos observar en la figura 4.

En la figura 4 note que la serie de latidos muestra durante la duracién de cada latido un
valor constante de frecuencia cardiaca, sin embargo la frecuencia cardiaca instantdnea que
se obtiene con la serie temporal equiespaciada en el tiempo, puede tener valores de frecuen-
cia distintos dentro de un mismo latido, la idea entre otras cosas es suavizar los cambios
abruptos.
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Fig. 2. Senales del modelo IPFM para una modulacién por dos sinusoides combinadas de
0.1 Hz y 0.25 Hz.

3. Meétodos de interpolacion

3.1. Método de splines cubicas

El método de interpolacion con splines cuibicas [17], estd basado en la construccion de un
polinomio de orden tres, que pasa a través de los puntos originales de la funcidn, y para el
cual se pone en cero su segunda derivada, proveyendo una condicién de contorno que com-
pleta el sistema de ecuaciones [7]. El método obtenido se denomina spline ciibica natural.

Por ejemplo dada una funcién y; = y(x;), para¢ = 1... N, si ponemos atencién en un
intervalo en particular entre x; y x;1; la interpolacion lineal en dicho intervalo es:

y = Ay; + By (5)
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Fig. 3. Serie de latidos simulada por el modelo IPFM, con una modulacién de dos sinusoides.

donde:

Tjy1 — T T — Ty

B=1-A=

Lj+1 = Xj Tj+1 — Tj

A= (6)

Las ecuaciones (5) y (6) son un caso especial del método de interpolacién de Lagrange [17]
[18]. La ecuacién (5) tiene una segunda derivada igual a cero en cada intervalo interior, y
valor indefinido o infinito en los extremos.

El objetivo de la interpolacion con splines cibicas es lograr una férmula mas suavizada para
la primera derivada y continua en la segunda derivada, tanto para cada intervalo como para
los extremos. Para el cédlculo de las splines ctibicas necesitamos construir un conjunto de
datos con los valores de la segunda derivada: 4" ; entonces para cada intervalo tendremos ; .

Entonces tenemos:

y = Ay; + Byj1 + Cy; + Dy, 4 (7)

donde:

C=—(A—A)(xj41 — ;)" D=—(B*—B)(zj1 — ;) (®)

|
| =

La derivada de la ecuacion (7) con respecto a x, utilizando las definiciones de A, B, C'y D
son dA/dx, dB/dx, dC/dz,y dD/dx:
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ECG

—/L_..\,]

FC (serie de latidos)

Ts

o T, I
T T2 T

FC (serie temporal)

t1 tz t‘j » at - t4 t5 tB

Fig. 4. Sefial de ECG; serie de latidos de FC derivada del ECG; T'(¢) en linea fina y en
flechas la FC instantdanea, muestreada a un intervalo constante At.

dy y 1_y' 3A2_1 " 3B2—1 "
dr xj; — wjj T TG (Tj1 — 23)y; + T(%‘H — )Y ©)
Entonces la segunda derivada es:
de " ”
@ = ij =+ Byj+1 (10)

La principal idea de las splines cubicas es requerir la continuidad de la primera derivada,
y de esta forma poder calcular la segunda derivada. Las ecuaciones que responden a este
requisito se obtienen cuando (9) es evaluada para x = z; en el intervalo (x;_q, ;) igual
a la misma ecuacién evaluada para z = z; pero en el intervalo (x;,z;;1). Entonces para
j=2,...,N—1:

Tj —Tj—1 » Tjpr — Lj—1 v Ljp1r — Xy v Y41 — Y5 Yj — Yj—1 11
6 Yi1 3 J 6 M g -, oz - (1)
J+1 J J J—1

De esta forma contamos con N — 2 ecuaciones lineales de las N derivadas segundas des-
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conocidas. Para obtener una unica solucion es necesario especificar una de las siguientes
dos condiciones, tomadas en los limites x; y x: a) igualar a cero una o las dos derivadas
segundas yi’ y y}(,, de esta forma se logra la denominada spline ciibica natural; y b) calcular
cualquiera de las dos derivadas segundas y; y 7/ con las ecuaciones (9).

La splines cuibicas son muy pracicas porque el conjunto de ecuaciones (11) estd compuesto
por ecuaciones lineales de facil resolucion.

La figura 5 muestra el resultado del calculo de la serie temporal con splines ctbicas para la
sefal simulada por el modelo IPFM, en el caso de la modulacién por dos sinusoides.

o
o _
o
A
/N N
o L
~ ! \
e . N
! \ 4 L] '
6\ , \ ."\.' \ i \
E 8 ' ' ’ \ ! \
7 8 - / L . \ 4 LEL NS
o - /.“., \ /’ ‘ ,."~./
[ ] '\.. [ ]
o -

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Tiempo (s)

Fig. 5. Serie temporal calculada con splines ctibicas para la sefial simulada por el modelo
IPFM por dos sinusoides.

3.2. Método con filtros FIR

Los métodos de interpolacion con filtros FIR se han utilizado para una cantidad de apli-
caciones, tales como procesamiento de voz, y se basan en la optimizacién de filtros FIR,
especialmente en la distorsion de fase [18].

El proceso de interpolacion con filtros FIR se puede categorizar como un procesamiento
multirate [19], en el cual se combinan cambios de frecuencia de muestreo, es decir decima-
ciones, con filtros FIR previos a cada etapa de decimacion.

En las aplicaciones que requieren cambios de frecuencia de muestreo grandes, general-
mente se concatenan varias etapas de conversion, de esta forma la reduccion total M =
My M, ... My, para un total de [ etapas. Cada etapa debe contar con un filtro pasabajos FIR
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y luego con un bloque decimador, el filtro pasabajos es necesario para evitar el efecto de
aliasing por la posterior decimacidn; si bien es posible utilizar otros filtros, como por ejem-
plo del tipo IIR, los filtros FIR cuentan con ventajas tales como estabilidad y la linealidad
de la fase.

=) FPB1 P 12 P FPBZP 15 P FPB3P 15 P

250 125 25 5

Fig. 6. Diagrama de las estapas del proceso de interpolacion utilizando filtros FIR y deci-
macion.

La figura 6 muestra tres etapas que juntas reducen la frecuencia de muestreo original de
250 a 5 muestras por segundo; al primer bloque le llega la serie de latidos a la frecuencia
original de muestreo (ver figura 3), entonces el filtro pasabajos 1 (FPB1) precede al primer
bloque de decimacién que reduce por un factor 2 la frecuencia de muestreo, es decir a la
salida del mismo la frecuencia es de 125 muestras por segundo. Luego en la misma figura 6
podemos apreciar las dos etapas siguientes, compuestas por los filtros FPB2 y FPB3, prece-
didos por dos bloques de decimacion que reducen cada uno por un factor de 5 la frecuencia
de muestreo, para logar finalmente 5 muestras por segundo [7].

Para el célculo de los filtros pasabajos FIR utilizamos el método de Remez [20], el cual per-
mite disefiar filtros optimizados del tipo de aproximacion de Chebyshev al filtro ideal FIR.
La férmula para calcular la cantidad de coeficientes del filtro FIR, para un ancho moderado
de la banda de paso es la siguiente:

—20 IOg vV 51(52 —13
1476<fs - fp)

N=1+ (12)

donde ¢; determina el ripple maximo de la banda de paso, J, determina la atenuacion de
la banda de atenuacion, f; y f, son las frecuencias de corte y atenuacién normalizadas
respectivamente.

En nuestra aplicacion §; = 0,025, y 62 = 0,001 para de esta forma lograr una atenuacién
de —60 dB en la banda de atenuacion. Si calculamos con la ecuacién (12) la cantidad de
coeficientes del FIR para una sola etapa de decimacion, las frecuencias de corte serian f, =
2/250'y f, = 1,5/250, obtenemos N = 1132, lo cual muestra claramente la necesidad de
utilizar multiples etapas.
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Fig. 7. Respuesta en frecuencia de los tres filtros pasabajos FIR del interpolador multirate,
donde los paneles A, B y C correspondes a los filtros FPB1, FPB2 y FPB3 respectivamente.

La figura 6 muestra el diagrama de las etapas implementadas en el presente trabajo, para las
cuales se calcularon las frecuencias de corte f; = 100/250 y f, = 5/250 para la primera
etapa FPBI, luego f; = 20/125y f, = 5/125 para FPB2, y finalmente f, = 4/25y
fr = 1,5/25 para FPB3, donde obtuvimos N1 = 7, N2 = 21 y N3 = 25, para la cantidad
de coeficientes de cada etapa, FPB1, FPB2 y FPB3 respectivamente. La figura 7 muestra la
respuesta en frecuencia de los filtros para cada una de las etapas.

4. Resultados

En el presente trabajo se realizaron dos estudios, el primero con la sefial simulada con el
modelo IPFM, y el segundo con datos reales de una base de datos con bloqueos al SNA.

4.1. Resultados con la simulacion

Con una sefial simulada con el modelo IPFM descripto en una seccion anterior, obtuvimos la
serie de latidos que observamos en la figura 3. Luego de aplicar los dos métodos descriptos
en secciones anteriores, obtuvimos las series temporales que podemos apreciar en la figura
8, donde podemos ver con puntos la serie de latidos, es decir la ocurrencia de ondas R en
tiempo y duracion, también podemos ver en linea continua la serie temporal calculada con
el método que utiliza filtros FIR, y en linea a rayas la serie temporal calculada con splines
cubicas [7].

En la figura 8, al igual que en la figura 5, podemos ver que el método de splines cubicas
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Fig. 8. Serie temporales de los intervalos RR para el método con filtros FIR (linea continua),
y el método con splines cubicas (linea a rayas); los puntos muestran las ocurrencias de las
ondas R y sus correspondientes intervalos RR.

tiende a interpolar con valores que sobre estiman los intervalos RR, esto lo podemos notar
en los picos maximos de dichas figuras. Esta sobre estimacion podria llevar a una sobre
estimacion en el dominio de la frecuencia; sin embargo esta sobre estimacion es apenas
apreciable, como podemos ver el la figura 9. El espectro de potencia fue calculado con el
método de Blackman-Tukey, que utiliza una ventana Gaussiana [10] [8].

En la figura 9 podemos ver una pequefia descalibracion en la frecuencia a la cual se encuen-
tran los dos picos, a 0.1 y 0.25 Hz, con la ayuda de las dos lineas verticales de la figura.
Para el método con los filtros FIR, el maximo correspondiente a la sinusoide de 0.1 Hz, fue
de 754032 ms?/Hz y se encuentra a 0.100098 Hz; mientras que para ls sinusoide de 0.25
Hz fue de 151243 ms?/Hz a 0.246582 Hz. El madximo correspondiente a la sinusoide de
0.1 Hz, para el método con las splines ctbicas, fue de 773225 ms?/Hz y se encuentra a
0.100098 Hz; mientras que para la sinusoide de 0.25 Hz fue de 131310 ms*/Hz a 0.25146
Hz.

Las energias para las bandas de baja frecuencia (BF, 0.04 a 0.15 Hz) y de alta frecuencia
(AF, 0.15 a 0.4 Hz), de acuerdo a los estudios de VFC [10] [8], fueron para el método con
los filtros FIR de 40603 y 9828 ms?, respectivamente. Por otro lado para el método con las
splines ctibicas la energia para BF fue de 40327 ms?, y la de AF fue de 11057 ms?. La
correlacion entre cada valor de potencia espectral, dentro del rango de 0.04 a 0.4 Hz, entre
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los dos métodos de célculo de series temporales fue de 0.993; la resolucién en frecuencia de
la estimacién de potencia espectral fue de 0.00244 Hz.

850000
J

PSD RR (msA\2/Hz)

[ I I I I I I I |
000 005 010 015 020 025 030 035 040 045 0.50

Frec (Hz)

Fig. 9. Espectro de potencia de las series temporales simuladas, calculadas para el método
con filtros FIR (linea continua), y el método con splines cubicas (linea a rayas); las dos
lineas verticales a 0.1 y 0.25 Hz son la referencia de las dos sinusoides simuladas con el
modelo IPFM.

Un andlisis mas preciso entre los espectros de potencia de los dos métodos en estudio se
puede realizar con un modelo de regresion. La figura 10 muestra los graficos de andlisis de
regresion entre las componentes de cada uno de los dos métodos en estudio, y el histograma
de residuos de dicha regresion, donde podemos ver en el grifico de regresion (panel A) la
mayoria de los puntos alrededor de la recta de regresion [7].

El analisis de regresion mostré un intercept de 2851 ms?/Hz (P = 0,001) y una pendiente
de 0.963 (P < 0,0001); el indice de determinacién fue r? = 0,9929. El panel B de la figura
10 muestra el histograma de los residuos del anélisis de regresion, el cual fue significativa-
mente distinto a una distribuciéon normal equivalente, probada con la prueba de normalidad
de Shapiro-Wilk [21]; en dicha figura podemos apreciar que los residuos menores a -30000
ms?/ H z corresponden al pico de sobre estimacion en la frecuencia de 0.2 Hz, que podemos
apreciar en la figura 9 [7].
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Fig. 10. Gréficos de andlisis de regresion entre las componentes de cada uno de los dos
métodos en estudio (A), y el histograma de residuos de dicha regresion (B).

4.2. Resultados con la base de datos

La base de datos utilizada en este estudio contiene registros de ECG, los cuales son una
combinacién de bloqueos farmacolégicos del SNA, durante periodos de 7 minutos y en
una combinacién de posturas [13]. Un total de 14 sujetos masculinos no fumadores fueron
estudiados (edades desde 19 a 38 afios, con una mediana de 21 afios) [13].

Los registros fueron realizados de acuerdo al siguiente esquema:

1. 12 sujetos del total fueron medidos en posicién supina para control (SUC), luego a 6
de ellos se les suministr6 atropina (SUA) y a los 6 restantes propranolol (SUP).

2. 9 sujetos del total fueron medidos de pie para control (STC), luego a 4 de ellos se les
suministrd atropina (STA) y a los otros 5 propranolol (STP).

3. Finalmente a los sujetos en SUA y STA se les suministrd propranolol, mientras que
a los sujetos en SUP y STP se les suministré atropina, en ambos casos estos sujetos
alcanzaron el bloqueo autonémico total (SUB y STB).

De esta forma la base de datos cubre una amplia gama de situaciones fisioldgicas, que cubre
tanto situaciones en reposo, en posiciones supina y parado, asi como situaciones de control
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cardiovascular solamente por el simpdtico o el parasimpdtico, o sin control en absoluto [13]
[10].

Las figuras 11 y 12 muestran las series temporales y los espectros de potencia, para cada
uno de los métodos en estudio, de dos registros ejemplo de la base de datos, los registros
CRCO3STC y CRCO7SUA respectivamente.
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Fig. 11. Series temporales y espectros de potencia del registro ejemplo CRCO3STC.

La figura 11 muestra en el panel de la izquierda, es decir las series temporales, que la serie
temporal calculada con las splines cubicas (linea a rayas) tienden en dos ocasiones a sobre
estimar la excursion hacia abajo de dicha serie, esta sobre estimacién en el dominio del
tiempo produce una sobre estimacién de la potencia espectral a bajas frecuencias, como
podemos apreciar en el panel derecho de la misma figura 11.

La figura 12 muestra las series temporales y espectros de potencia del registro ejemplo
CRCO7SUA, en este caso los dos métodos con filtros FIR y con splines ctibicas, son muy
similares.

El andlisis de Bland y Altman [22], permite comparar las energias para las bandas de BF
y AF de cada uno de los métodos en estudio. La figura 13 muestra el andlisis de Bland y
Altman para las BF y AF de los espectros de potencia para comparar los dos métodos de
célculo de series temporales.

El panel de la izquierda de la figura 13 muestra que para las BF el valor medio de las
diferencias fue de -46.5 ms?, y el desvio estdndar de 131.3 ms?. El andlisis de regresion
del grafico de Bland y Altman mostré un intercept no significativo, pero una pendiente
significativa de -0.031 (P = 0,0002), mientras que el coeficiente de determinacién fue
r? = 0,16. El 95 % aproximadamente de las diferencias, es decir dentro de £2DF), esta
dentro de un rango de 525 ms?.
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Fig. 12. Series temporales y espectros de potencia del registro ejemplo CRCO7SUA.

El panel de la derecha de la figura 13 muestra que para las AF el valor medio de las dife-
rencias fue de 3 ms?, y el desvio estdndar de 48 ms?. El anélisis de regresion del gréfico
de Bland y Altman mostré un infercept no significativo, pero una pendiente significativa de
0.06 (P < 0,0001), mientras que el coeficiente de determinacién fue r? = 0,27. El 95 %
aproximadamente de las diferencias, est4 dentro de un rango de 192 ms?.

5. Discusion

En el presente trabajo se compararon dos métodos para el cdlculo de serie temporales de
frecuencia cardiaca a partir de sus series de latidos. El método que utiliza splines ctbicas es
uno de los més difundidos en el estudio de la VFC [23], otros métodos utilizan interpolaciéon
lineal [10], asi como otros métodos basados en [24].

El método aqui presentado con filtros FIR y decimacién, prueba ser ttil para el cédlculo
de series temporales. En el andlisis de las series de latidos simuladas con el modelo IPFM,
podemos observar que el método con los filtros FIR permite calcular con mayor precision los
picos de las dos sinusoides simuladas, en parte porque el método se basa en la decimacién
por enteros, con lo cual la reduccién de la frecuencia de muestreo de 250 a 5 Hz se hace en
forma exacta, en cambio el método de splines cubicas debe calcular cada punto en el tiempo,
esto puede introducir errores de redondeo, a los cuales son sensibles el anélisis del espectro
de potencia.

Por otro lado la observacién de las series temporales calculadas con los dos métodos (figuras
5, 8 y 11), muestra que las splines ctibicas tienden a sobre estimar las fluctuaciones de los
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Fig. 13. Analisis de Bland y Altman para las BF y AF de los espectros de potencia para
comparar los dos métodos de calculo de series temporales.

intervalos RR, de esta forma la energia de la sefial serie temporal en el dominio del tiempo
se sobre estima, entonces lo mismo sucede con la estimacion del espectro de potencia. Esto
ultimo se verifica tanto para la simulacién como para los célculos con la base de datos reales.

Sin embargo podemos decir que los dos métodos mostraron ser similares para la simulacion,
cuando estudiamos la regresion de uno contra el otro. El anélisis de los residuos si bien
demostré que no tiene una distribucion normal (figura 10), puede explicar las diferencias
con la oscilacién a 0.2 Hz mediante el método de splines cubicas.

En el andlisis de los dos métodos con la base de datos reales, pudimos verificar que existen
diferencias entre dichos métodos, cuando calculamos las energias en las bandas de BF y AF,
con el método de comparacion de métodos de diagndstico de Bland y Altman [22]. En el
caso de BF el 95 % de las diferencias se encontré en el rango de 525 ms?, para una media
méxima de mds de 8000 ms?, esto sugiere que las diferencias entre mediciones son por lo
menos 15 veces menores que las medias maximas medidas. Por otro lado las AF muestran un
rango de diferencias de 192 ms?, para en este caso una media maxima de aproximadamente
3500 ms?, por lo cual sugiere que las diferencias son en este caso 18 veces menores que
las medias maximas medidas. En ambos casos las diferencias son tolerables para pruebas
médicas.

Siguiendo con el andlisis de Bland y Altman se verifica una tendencia negativa significativa
para las BF, en el andlisis de regresion de las diferencias versus las medias de las mediciones
(panel izquierdo de la figura 13), esto quiere decir que a medida que aumenta la magnitud de
la medicion el método de splines cubicas sobre estima la energia en esa banda. Para el caso
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de las AF se verifica un efecto contrario, es decir en este caso una pendiente significativa
positiva, que muestra que a medida que aumenta la magnitud medida se verifica una sobre
estimacién del método con filtros FIR (panel derecho de la figura 13). Estos dos efectos
pueden ser debidos a que las splines cubicas actian como un suavizador, con un efecto
pasabajos sobre las series temporales, mientras que las series temporales calculadas con el
método con los filtros FIR conservan cambios abruptos, propios de las series de latidos.
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Del laboratorio al paciente cardiometabdlico
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Resumen

Durante los ultimos 30 afios se ha avanzado en la construccién de un marco teérico pa-
ra facilitar la innovacién en tecnologia biomédica como ayuda al diagndstico no invasivo
y al posterior seguimiento de los efectos devastadores de los grandes flagelos del mundo
moderno: la aterosclerosis, la hipertension, la diabetes sin menospreciar los efectos del en-
vejecimiento sobre el sistema cardiovascular. A pesar de la posibilidad de prevenirla, de
conocer los principales factores de riesgo asociados a ella, y de contar con efectivos y segu-
ros tratamientos para reducir su impacto, la enfermedad cardiometabdlica continda siendo
en el mundo, causa principal de morbilidad y mortalidad. En este contexto, hemos dado res-
puesta a la necesidad de contar con abordajes de diagnoésticos y/o terapéuticos que permitan
reducir el impacto de la enfermedad sobre la base de consolidar e incrementar un equipo
interdisciplinario, con el fin de desarrollar actividades de investigacién y desarrollo en el
campo de la Ingenieria Cardiovascular. Estas actividades se llevan a cabo mediante la si-
nergia entre diferentes instituciones de Argentina, Uruguay, Francia, Grecia, y Espaiia. Este
trabajo ilustra la evolucion de nuestro conocimiento de la Ingenieria Cardiovascular desde el
inicio hasta el presente. Varias técnicas enfocadas en este tema a lo largo de nuestra historia
se discuten en el mismo.

Palabras clave: Pared arterial, mecdnica vascular, elastina, coldgeno, miisculo liso, endotelio, fun-
cion vascular, hipertension, dilatacion mediada por flujo, presion central, rigidez, edad vascular
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Abstract

Cardiovascular Engineering. From Laboratory Experiments to Point-of-Care of the
Cardiometabolic Patient. During the last 30 years, significative progress has been made
in the construction of a theoretical framework to facilitate innovation in biomedical techno-
logy helping to the non-invasive diagnosis and the subsequent monitoring of the devastating
effects of the great scourges of the modern world: atherosclerosis, hypertension, diabetes
without neglecting the effects of aging on the cardiovascular system. To evaluate arterial
physiopathology, complete arterial wall mechanical characterization is necessary. This study
presents a model for determining the elastic response of elastin, collagen, and smooth mus-
cle fibers and viscous and inertial aortic wall behaviors. We constructed the constitutive
equation of the aortic wall on the basis of three different hookean materials and two nonli-
near functions. The approach adopted by our group aimed at enlarging and encouraging the
creation of an interdisciplinary team to develop research activities in the field of Cardiovas-
cular Engineering, by means of the synergy between different institutions from Argentina,
Uruguay, Greece, France and Spain. This paper illustrates the evolution of our knowledge of
the arterial mechanics from the initial start times to the present. Several techniques focused
on this topic throughout our history are discussed. To aid in patient-specific risk stratifica-
tion and diagnosis, assessment of arterial structural and functional changes associated to a
vascular disease in both early and advanced stages has been proposed, in order to limit the
progression or revert vascular alterations.

Keywords: Arterial wall, Vascular mechanics, Elastin, Collagen, Smooth Muscle, Endothelium, vas-
cular function, hypertension, flow mediated dilation, central pressure, stiffness, vascular age

1. Introduccion

Las enfermedades cardiovasculares, especialmente la enfermedad coronaria y el accidente
cerebro-cardiovascular, siguen siendo en el mundo la causa mds comin de morbilidad y
mortalidad a pesar de la deteccion y tratamiento de los principales factores de riesgo tra-
dicionales como la hipertension arterial, la hipercolesterolemia, la diabetes y el tabaco. La
implementacion de diagnéstico de alto riesgo en individuos sin sintomatologia de enfer-
medad cardiovascular integrando muiiltiples factores de riesgo tradicionales a partir de la
determinacion de diferentes ecuaciones (Framingham en USA y SCORE en Europa) obte-
nidas en estudios prospectivos ha mejorado parcialmente la estrategia de prevencion. Sin
embargo, a pesar de que la estratificacion del multi-riesgo permite identificar a individuos
con muy bajo o muy alto riesgo de contraer en los proximos 10 afios un infarto de miocardio
o un accidente cerebro-vascular, la mayor parte de la poblacién estd ubicada en el grupo de
individuos con riesgo intermedio. Precisamente las complicaciones ocurren en individuos
de riesgo bajo o intermedio en los cuales el poder predictivo de los factores de riesgo es
bajo. Esto deja una importante poblacion sin tratamiento preventivo adecuado.
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Contrastando con su rol etioldgico en el desarrollo de la enfermedad ateroscleroética, los fac-
tores de riesgo cardiovasculares han mostrado sus limites para predecir si un individuo desa-
rrollard o no una complicacién cardiovascular. Dicho de otra manera, por ejemplo, mientras
es reconocido que el aumento de la presion arterial y del colesterol son una causa impor-
tante de accidente cerebro-vascular y de infarto de miocardio, y que la disminucién de estos
parametros suelen bajar sustancialmente el riesgo de estas enfermedades en una poblacion,
la medida de la presion arterial y del colesterol son un test de deteccién muy pobre a nivel
individual, puesto que son incapaces de distinguir aquellos que desarrollardn o no desarro-
llardn la complicacién. Las enfermedades cardiometabolicas evolucionan durante muchos
afos en forma asintomatica y silente, y frecuentemente su primera manifestacion clinica se
expresa con una complicacion cardiovascular. Los progresos recientes de los que trata este
articulo ofrecen la posibilidad de detectar diferentes anomalias de la funcion de las arterias
en el hombre o de la estructura de la pared vascular. Al decir de Nicholo Machiavello, en el
siglo XVI: “Al comienzo una enfermedad es fécil de curar pero dificil de diagnosticar; pero
al pasar el tiempo y no haber sido reconocida o tratada, se convierte en facil de diagnosticar
y en dificil de curar”. Sin técnicas invasivas ni utilizacién de radiacién ionizante con nues-
tros desarrollos actuales, puede conocerse el estado global del arbol arterial de un paciente
y por ende su edad arterial puesto como ya decia Sydenham en 1928: “Un hombre es viejo
como sus arterias’.

Desde el afio 2007, la guia Europea para el manejo de la Hipertension Arterial, incluye entre
los marcadores de dafio de 6rgano blanco a la mayoria de los marcadores que han surgido
de nuestros laboratorios. El formalismo desarrollado en estas paginas, ha dado lugar a la
realizacion de estudios que permiten para valorar la salud arterial y el riesgo de eventos
en los pacientes afiosos, diabéticos, hipertensos; asi como los efectos devastadores de la
hipercolesterolemia, la arteriosclerosis y la ateroesclerosis entre otras patologias.

La Ingenieria Cardiovascular integra elementos de la biologia, la ingenieria eléctrica, la in-
genieria mecdnica, la matemadtica y la fisica con el fin de describir y comprender al sistema
cardiovascular. Su objetivo es desarrollar, comprobar y validar una interpretacion predictiva
y cuantitativa del sistema cardiovascular en un adecuado nivel de detalle, y aplicar conceptos
resultantes hacia la solucion de diversas patologias. La dindmica del sistema cardiovascular
caracteriza al corazén y al sistema vascular como un todo, y comprende la fisica del sistema
circulatorio incluyendo el continente (las paredes arteriales) y el contenido (sangre), asi co-
mo la interrelacién entre ambos. Este marco conceptual posibilité desarrollar un alto grado
de especifidad para abordar el fendmeno relativo a la interface pared arterial fluido (sangre)
donde emergen las principales causas de las enfermedades cardiometabolicas. Esta interac-
cion, ademads de potenciar la generacion de tecnologia a partir de desarrollos innovadores en
las ciencias bdésicas, permite el desafio de la utilizacion de tecnologia nacional, en centros
de excelencia mundial en el diagndstico y tratamiento de las enfermedades cardiovasculares
relevantes. El abordaje multidisciplinario que converge en este proyecto, permite completar
practicamente todas las etapas de un proceso de investigacion cientifica moderno: modeliza-
cién matematica, simulacién numérica, equipamiento “a medida”, innovacién tecnoldgica y
fisiopatologia, sentando las bases para un grupo de con orientacion a la biologia molecular
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y la ingenieria de tejidos. Para intentar abordar, entender y dar respuesta tecnoldgica a estos
complejos mecanismos se estableci6 en 1986 una sociedad cientifica entre el Instituto Na-
cional de la Salud y la Investigacion Medica de Francia (INSERM) y el Consejo Nacional de
Investigacion Cientifica y Tecnoldgica (CONICET, Argentina) para desarrollar actividades
de investigacion y desarrollo en los dominios de la ingenieria cardiovascular mas especifi-
camente en el campo de la dindmica del sistema arterial y honrar la trascendente meta de
incrementar y fomentar la creacién de un grupo multidisciplinario para investigar y formar
recursos humanos, cumpliendo la inevitable funcién social de acceder a la innovacién tec-
nolégica para el mejoramiento de la salud publica a través de la sinergia entre la Facultad
de Ingenieria (UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA, URUGUAY), el Instituto Langevin
(PARIS VII DIDEROT), el Instituto Jean le Rond D’ Alembert, (SORBONNE UNIVERSI-
TES, FRANCIA), el Laboratorio de Polimeros Biomédicos del Instituto de Investigaciones
en Ciencia y Tecnologia de los Materiales INTEMA, FACULTAD DE INGENIERIA, UNI-
VERSIDAD DE MAR DEL PLATA), la Universidad Politécnica de Madrid (Espala) y el
hospital europeo Georges-Pompidou (Facultad de Medicina Universidad Paris Descartes,
Paris, Francia). Trabajando integradamente con los grupos mencionados, venimos inves-
tigando el desarrollo de técnicas que permitan cuantificar en forma localizada y con un
elevado grado de precision, marcadores precoces de la enfermedades cardiometabdlicas. La
fortaleza del trabajo conjunto se encuentra basada en la sélida experiencia en el campo de la
ingenieria biomédica, fisiologia, biomecdnica, biomateriales, métodos numéricos y técnicas
de mediciones no invasivas, que aportan los integrantes de estos equipos multinacionales y
multidisciplinarios. Este apartado ilustra la evolucién de nuestro conocimento en el desarro-
llo del marco conceptual y formalismo desde los tiempos fundacionales hasta el presente.
Se detallan los abordajes tecnoldgicos para llegar a la aplicacién biomédica.

1.1. Un largo y fascinante periplo

El maridaje de la fisica (propiedades hidrodindmicas y mecénicas) del sistema cardiovascu-
lar, y su relacidn con datos fisiolégicos y patolégicos ha sido el objetivo de varios cientificos
desde tiempos muy remotos. Aristételes (384-322 a.C.) fue un elocuente defensor de la rela-
cion entre la Fisica (que €l entendia como la descripcion general del Universo) y el estudio
de las cosas vivientes. El documento mds antiguo que trata este tema se atribuye al papi-
ro Ebers, 1550 a.C., donde se establece cierta relacion entre la pulsatilidad y los latidos
cardiacos. Las antiguas culturas china, egipcia e india establecieron relaciones entre las pul-
saciones sanguineas observadas en diferentes puntos y los latidos cardiacos. Por ejemplo,
cientos de afios atrds practicantes chinos usaban la palpacion de las pulsaciones en la ar-
teria radial como un medio para el diagnodstico del estado fisiolégico de sus pacientes. En
1615, William Harvey (1578-1658) describid la circulacién en un descubrimiento que puede
ser catalogado como un desarrollo teérico debido a que llegé a tamizar sus convicciones a
través de razonamientos 16gicos, sin la necesidad de una comprobacién experimental, pos-
tulando la obligada y 16gica existencia de los vasos capilares, demostrados efectivamente en
un microscopio por Marcello Malpigie (1628-1694) 45 afios después. Un contemporaneo de
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Harvey fue Galileo Galilei (1564-1642), quien fue estudiante de medicina antes de trascen-
der como un fisico famoso. El descubri6 la constancia del periodo del péndulo y la utilizé
para medir la frecuencia cardiaca; fue asimismo inventor del termoscopio y disefiador de un
microscopio (en el sentido actual), pero su mayor contribucién al campo de la medicina fue
tal vez su prédica sobre estos topicos en Padua, donde Harvey era estudiante. Otro colega de
Galileo fue Santorio Santorio (1561-1636), profesor de medicina en Padua y pionero en el
uso de las mediciones fisicas en medicina; disefi¢ y experimentd con una gran balanza para
estudiar cambios metabdlicos, por lo cual podria ser considerado el fundador del estudio
moderno del metabolismo.

Los descubrimientos de Galileo y las demostraciones de Harvey y Santorio impulsaron la
explicacion de los procesos vitales mediante métodos fisicos. Los fundamentos mateméticos
de la fisiologia inspiraron a René Descartes (1596-1650) a proponer una teoria fisioldgica
sobre bases mecanicas en el que se considera el primer libro moderno sobre este enfoque de
la fisiologia (publicado después de su muerte en 1662). Sobre bases tedricas desarrollé un
complicado modelo animal incluyendo las funciones nerviosas. Estudios posteriores no pu-
dieron comprobar la veracidad de este modelo lo cual provocé una gran pérdida de confianza
en el enfoque de Descartes. A Giovanni Alfonso Borelli (1608-1679) celebre matematico,
astréonomo y amigo de Galileo, se le atribuy6 la escuela “iatrofisica” o “latromatemadtica’.
En su obra maestra, el libro De motu animalium (1680-1681), presenta una fisiologia me-
canistica basada enteramente sobre la naturaleza corpuscular de la materia, en un intento de
extender a la biologia el riguroso estilo del anélisis geométrico usado por Galileo en meca-
nica. Robert Boyle (1627-1691) estudi6 los pulmones y Robert Hooke (1635-1703) postuld
la famosa ley de la elasticidad y fue ademas quién acufi6 la palabra célula para designar a
la unidad anatomica y fisioldgica de los seres vivos. Thomas Young (1773-1829), el creador
del médulo que lleva su nombre, fue un célebre médico londinense; sus trabajos sobre la
teoria de la luz estaban dirigidos al astigmatismo en lentes y al color de la visién. En 1773,
Hales registr6 la magnitud de la presidn sanguinea alrededor de la cual se desarrollan las
oscilaciones, pero para el conocimiento de la forma del pulso se debi esperar hasta 1863
cuando Chaveau y Marey registraron la presion cardiaca. Si bien el concepto de la onda re-
flejada fue tempranamente analizado por Harvey se debe a Frederick Mahomed (1872-1874)
la descripcion de la influencia de la onda reflejada en la modificacién de las formas del pul-
so en pacientes con elevada presion arterial. De la propagacion de ondas en las arterias se
ocup6 Leonhard Euler (1707-1783) en 1775. Mientras era estudiante de medicina, Jean Poi-
seuille (1799-1869) invent6 el mandometro de mercurio para medir la presion en la aorta de
un perro y desarroll6 su ley de flujos viscosos luego de la graduacién. Pero quién ha recibido
el titulo de Padre de la Bioingenieria ha sido Hermann von Helmholtz (1821-1894), quién
fue profesor de fisiologia y patologia en Konigsberg, profesor de anatomia y fisiologia en
Bonn, profesor de fisiologia en Heidelberg y finalmente profesor de fisica en Berlin (1871).
Sus contribuciones abarcaron la Optica, la actstica, la termodindmica, la electrodindmica,
la fisiologia y la medicina. Se deben mencionar otros nombres por demds conocidos en los
ambitos de la ingenieria y la fisiologia. Adolf Fick (1829-1901) fue el autor de la ley que
rige la transferencia de masa, mientras que Diederik Johanes Korteweg (1848-1941) y Ho-
race Lamb (1849-1941) escribieron excelentes trabajos sobre la propagacién de ondas en
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arterias. Otto Frank (1865-1944) trabaj6 sobre hidrodindmica cardiaca, y Balthazar Van der
Pol (1889-1959) modeliz6 en 1929 el corazén con realidad. Para completar esta amalgama
entre la fisica y la biologia seria interesante recordar que Thomas Young, cuando intentaba
conocer la formacién de la voz humana justificaba su licenciatura en fisica, diciendo que
sin ella jamdas hubiera podido escribir su disertacion médica ni entender los temas referi-
dos a ella. En ultimo 50 afios y conjuntamente con el advenimiento de nuevas técnicas de
medicion se han desarrollado los conceptos modernos de la transmisién del pulso como los
tratados por Mc Donald y Taylor, sin olvidar los reveladores trabajos de la teoria del flujo
oscilante de Womersley .

1.2. A la Ingenieria Cardiovascular la trajo un cisne negro (no la ci-
giiena)

Un “cisne negro” segin dicen, es un hecho fortuito que satisface tres propiedades: gran
repercusion, probabilidades imposibles de calcular y efecto sorpresa. En 1982 estaba culmi-
nando mis estudios de ingenieria electrénica con cierta insatisfaccién vocacional, porque no
me resultaba muy cémodo el ropaje de ingeniero: faltaba la componente vital, las aplicacio-
nes paradigmaticas sobre las cuales vibraban mis compafieros eran para mi algo inerte, me
parecia todo muy ramplon y superestructurado. Mi interés estaba en los sistemas vivientes y
no en la ingenieria cldsica porque en esos momentos se los veia como algo diametralmente
opuesto, irreconciliables en estas latitudes pero no asi en el mundo académico de los paises
centrales. Y la repuesta llego de la mano de mi cisne negro, el Dr. René G. Favaloro (1923-
2000 prestigioso cardiocirujano argentino, reconocido mundialmente por ser quien realizé
el primer bypass cardiaco en el mundo). Gracias a €l, se ha prohijado una singular trayec-
toria en el campo de la Ingenieria Biomédica area Cardiovascular, desde sus fundamentos
tedricos hasta su aplicacion en la prictica clinica, la que en mi posiciéon como lider de pro-
yecto me condujo a conseguir a conseguir dos titulos de doctorado: el primero en Ciencias
Fisioldgicas en la Universidad de Buenos Aires (1984), y el segundo en Biomecdnica de la
Universidad de Paris VII Diderot (1999). Posteriormente estos estudios me han conducido
a dos postdoctorados, uno en el departamento de Fisiologia de la Facultad de Medicina de
la Universidad de la Republica en Uruguay con el Profesor Ricardo Vellutti y como Becario
Fondo Clemente Estable CONICYT en el area Fisiologia Cuantitativa (2002-2003) otro a
través de una beca senior Bourse, de la Ville de Paris en el drea de Modelos predictivos de
riesgo cardiovascular bajo la direccion del profesor Alain Simon en el Hopital Européen
Georges Pompidou, Universite de Paris V Descartes en Paris Francia (2008-2009). Desde
alli hasta el presente se han formado en este grupo y bajo mi direcciéon 15 doctores en el
campo de Ingenieria Cardiovascular.

Este nueva campo comenzd facticamente tres afios antes de mi graduacién como Ingeniero
Electrénico, mediante una beca de pregrado en el Departamento de Ingenieria Biomédica
de la Fundacion Favaloro, para el desarrollo de equipos para la investigaciéon biomédica.
All{ recibi una formacidn intensiva en “Procesamiento digital de sefiales y modelizacion de
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sistemas bioldgicos”. En 1986 siendo investigador independiente en el Departamento de In-
vestigacion y Docencia de la Fundacién Favaloro obtuve mi primera beca de investigacion
concedida por el en el Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale INSERM
(Francia) — CONICET (Argentina), en el marco de un acuerdo de cooperacién, para investi-
gar en Mecdnica Arterial en el Centro de Medicina Preventiva Cardiovascular del Hospital
Broussais, en Parfs, Francia, bajo la direccion del Dr. Jaime Levenson. Desde alli hasta el
presente, se han realizado los avances que se detallan en este articulo comenzando con el es-
tudio de las propiedades mecdnicas de la aorta tordcica descendente en animales conscientes
en estados fisioldgicos, bajo la accion de distintas drogas vasoactivas (angiotensina II, nitro-
glicerina, adrenalina y noradrenalina), en diversas condiciones de bloqueos farmacoldgicos
(atropina, propranolol y atropina asociada con propranolol) y en condiciones fisiologicas
normales sin ninguin tipo de bloqueo [1, 2]. En esos afios inicidticos se concentraron en la
construccién de modelos in vivo para su uso en el laboratorio. Y esto fue la llave maestra
porque la utilizacién de modelos in vivo de animales sigue siendo hoy en dia un imperati-
vo cuando hablamos de investigacion concerniente a fendmenos fisiolgicos, especialmen-
te aquellos relacionados a mecanismos fisipatoldgicos de las enfermedades. Los modelos
tradicionales de animales pequefios (por ejemplo, ratas, ratones, conejos de indias, hdmste-
res y conejos) han proporcionado a la comunidad cientifica acceso a modelos fisioldgicos
in vivo para estudiar mecanismos relacionados con enfermedades humanas y sus procesos
biolégicos basicos. Al considerar modelos animales apropiados para la investigacion, el in-
vestigador y la institucion patrocinadora deben primero evaluar sus responsabilidades con
respecto a las regulaciones existentes. Todos los laboratorios que utilizan animales deben
reconocer y cumplir con las definiciones actuales de cuidado y uso humano de los animales.
En este sentido, cuanto mas cercana esté la evaluacion in vivo de una situacidn clinica, mas
clinicamente aplicables serdn los resultados de la evaluacion. En particular, la oveja es a
menudo el modelo superior en la investigacion cardiovascular, ya que es relativamente facil
de controlar muchas de sus variables fisioldgicas. Ademas, los pardmetros hemodindmicos y
metabdlicos de las ovejas a menudo se aproximan a la condicién humana, especialmente con
respecto a la trombogenicidad [3]. Nuestros primeros estudios relevantes aparecen en 1991,
mostrando que la relacion entre la tension y la deformacién de la pared adrtica en animales
conscientes es estrictamente no lineal y dicha relacion estd constituida por la caracteristica
eléstica de las fibras de elastina, las cuales soportan la resistencia a la deformacién a bajos
niveles de presion, la caracteristica eldstica de las fibras de coldgeno, las cuales soportan
la resistencia a la deformacién a muy altos niveles de presion, y una funcién no lineal que
representa el reclutamiento de la fibras de coldgeno conforme la arteria es distendida [4].

Fueron estudiados los efectos de la calcinosis experimental inducida por vitamina D3 sobre
las propiedades viscoeldsticas de la pared arterial en perros conscientes. A los mismos, se
les indujo calcinosis a través de una dieta conteniendo 500.000 UI de vitamina D3 por dia
durante 10 dias. Antes y durante la administracion de la vitamina D3 se estudiaron las pro-
piedades viscoeldsticas de la pared arterial. Este trabajo mostrd que la calcinosis severa y
acelerada que produce significativos depdsitos de calcio a lo largo de todo el arbol arterial,
estd parad6jicamente acompafiada de una reduccién en la rigidez de la pared adrtica, debi-
do principalmente a los cambios estructurales y funcionales a las que fueron sometidas las
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fibras coldgenas. Este fendmeno tiene importantes implicancias fisiopatolégicas concernien-
tes al desarrollo de aneurismas [S]. En animales con hipertension renovascular, se demostré
que la accién de un inhibidor de la enzima de conversion actia sobre la elasticidad de la
pared arterial distendiéndola hasta restaurar los niveles compatibles con la normalidad ade-
mads de la consabida disminucion de la presion arterial, principalmente actuando sobre la
conducta elastica de las fibras de elastina y musculo liso [6].

La contribucién eldstica del musculo liso vascular en animales conscientes ha sido llevada a
cabo [7], utilizando un modelo de Maxwell modificado de tres elementos consistiendo en un
componente contrictil que actia como un simple elemento viscoso (en el misculo en reposo
no ofrece resistencia permanente al estiramiento). Dos afios despues, se realizé la caracte-
rizacion total de las propiedades mecénicas que posee la pared arterial como todo sistema
fisico: elasticidad, viscosidad e inercia se realiz6 en animales cronicamente instrumenta-
dos [8]. La parte eldstica pura se subdividi6é en las correspondientes a elastina, colageno
y musculo liso. Se desarrollaron un conjunto de procedimientos para la cuantificacion de
la histéresis que presenta la relacion presion-didmetro de la pared arterial en términos de
viscosidad e inercia. Con la totalidad de las propiedades mecanicas parietales identificadas,
se desarrollé un modelo para una mejor comprension de la fisiologia y fisiopatologia de las
arterias.

La influencia del endotelio sobre el comportamiento biomecdnico de la pared arterial, se
estudi6 mediante la dependencia endotelial sobre la elasticidad arterial modulada por la
viscosidad sanguinea y la frecuencia cardiaca [9, 10, 11]. Dichos trabajos muestran que la
elasticidad parietal de las arterias estd influenciada por las condiciones reoldgicas de la san-
gre, probablemente debido a la presencia o ausencia de factores de relajacion endotelial.
Una accidn directa del cizallamiento sobre el muasculo liso vascular, a través de las células
endoteliales, aumenta su elasticidad. Por otro lado, un incremento en la elasticidad arterial
fue también observada luego de remover la adventicia, probando asi la existencia de una
funcion adventicial [12, 13, 14]. Fue también caracterizado los efectos del flujo retrogra-
do en las funcidn arterial [15]. La presion, el flujo y el didmetro adrtico, se medieron en
ovejas en situacion basal y bajo solicitaciones extremas de flujo oscilatorio y retrogrado.
Durante condiciones de flujo retrogrado extremo, forzado por un balén de contrapulsacion
se encontré un patrén de contraccién y activacion del musculo liso, con un incremento en
la funcién de amortiguacién y un decrecimiento en la funcion de conduccién de la grandes
arterias [15]. Para una mejor comprension de las propiedades viscoelasticas de las arterias, y
del comportamiento dindmico de la pared a diferentes excitaciones, se desarrollé un modelo
simplificado para la obtencién simultdnea de los mddulos eldsticos, inerciales y viscosos
y se evalu6 el médulo complejo de Young en funcién de la frecuencia, en animales cons-
cientes. Se utilizé un modelo paramétrico para caracterizar la dindmica del sistema a partir
de la medicion de presion y didmetro de las arterias en condiciones basales y después de
activacion del musculo liso. En activacién por fenilefrina, los tres médulos anteriores au-
mentaron significativamente sugiriendo una disminucién en la funcién de amortiguamiento
[16, 17]. La utilizacién de modelos lineales autoregresivos es tan robusta y operativa que fue
implementada posteriormente [18, 19], para evaluar in vitro la funcion del amortiguamiento
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vascular (damping) de las arterias cordtidas comunes humanas. En este trabajo que tuvo alto
factor impacto se concluy6 que, las células de musculo liso, son amortiguadores viscoeldsti-
cos inteligentes, que ejercen un efecto protector contra el estiramiento de la pared arterial en
las altas frecuencias, ajustando la disipacion de energia para proteger las fibras parietales de
la usura mecdanica producida por e pulso de presion. Estos resultados sugirieron que durante
la hipertension arterial, esta accion vascular protectora (modulada por la inhibicioén de la
enzima convertidora de angiotensina) reduce la carga extra al corazén y mantiene un mayor
amotiguamiento de la pared arterial.

Las propiedades mecdnicas de la pared arterial fueron posteriormente modeladas como una
red fractal de resortes y amortiguadores viscosos. Este orden fractal, que puede ser entendi-
do como una distribucion infinita de elementos en un arbol o escalera, conduciendo al disefio
de los denominados modelos fraccionarios [20]. En este sentido, la génesis fractal de todo
el arbol arterial es incuestionable. Por esta razon, se evalué también el comportamiento tem-
poral de las variables hemodindmicas asociadas, aplicando metodologias de procesamiento
(andlisis de series cronoldgicas) en linea con dicha concepcidon. La caracterizacion de los
cambios morfoldgicos sufridos por la forma de onda de la presién en hipertension aguda
arterial result6 en la acufiacion del término "desarrugamiento"(unwrinkling) de la onda de
presion [21].

2. Dinamica de la pared arterial

2.1. Animales cronicamente instrumentados

Se entiende por animal crénicamente instrumentado a aquél que ha sido sometido a una
cirugia, bajo estrictas normas de asepsia, en la cual se han implantado los instrumentos de
medicion (transductores de presion, catéteres intravasculares o intracardiacos, sensores de
dimensiones, dispositivos para alterar o interrumpir el flujo sanguineo por un determinado
vaso, etc.) en una primera etapa, y que luego de un periodo de recuperacion postoperatoria
es estudiado usando aquellos instrumentos [7]. Todos los procedimientos realizados para la
concrecion de este trabajo han estado de acuerdo a las normas de ética de nuestra institucion,
las cuales estdn en concordancia con los lineamientos de la American Physiological Society
y de la Declaracion de Helsinki concernientes al cuidado y uso de animales de laboratorio
publicada por el US National Institutes of Health [22].

Debido a que la instrumentacion ha sido realizada con antelacion, el investigador dispone
de un acceso directo e inmediato de las variables a estudiar sin necesidad de anestesiar al
animal, pudiéndose hacer estos estudios con el animal en estado consciente. Entiéndase por
animal consciente, al animal que, sin ningun tipo de sedacién y en estado de vigilia, conser-
va integramente su relacion con el medio, es decir, que durante las sesiones experimentales
tanto el sistema nervioso central como el sistema nervioso auténomo estan trabajando nor-
malmente. Esto es muy importante cuando se esté estudiando el sistema cardiovascular dada
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la activa participacion del sistema nervioso en la regulacion hemodindmica. Es importante
remarcar que es un modelo de fisiologia integrativa donde los mecanismos compensatorios
fisioldgicos estdn operativos e intactos [7]. Si bien esto dificulta el “control de variables”,
facilita la extrapolacion de los resultados a la situacidn clinica.

La mejor forma de medir la presion dentro del sistema cardiovascular por medio de micro-
transductores de estado sélido. Este tipo de microtransductores de presion tiene la ventaja
de no requerir una columna fluida porque la parte sensora queda en contacto directo con la
sangre, y por lo tanto poseen mayor respuesta en frecuencia que el sistema de catéter con
columna fluida. Un tipo de estos microtransductores varia sus dimensiones entre 2.5 y 7 mm,
y han sido disefiados para que puedan permanecer dentro del organismo por periodos largos
de tiempo. Existe otro tipo de microtransductores intravasculares de estado s6lido que estdn
preparados para ser usados por cateterismo, pero no pueden quedar implantados en forma
cronica dentro de un animal. Sin embargo, estos cuentan con la posibilidad de ser calibra-
dos in vitro inmediatamente antes de ser usados. Consisten en un catéter que en su extremo
posee un sensor de presion en sentido lateral al eje longitudinal. Una variante de este tipo
de catéteres de estado sélido posee dos sensores de presion separados por una distancia de
10 cm.

La sonomicrometria es una técnica que mide la distancia entre pares de pequefios trans-
ductores implantados en el musculo o en tejidos similares. Franklin y Rushmer fueron los
primeros en describir esta técnica en 1956. A partir de entonces, Franklin y otros han mejo-
rado y refinado la sonomicrometria [7]. La distancia es determinada midiendo el tiempo de
trénsito del ultrasonido entre el par de transductores (microcristales ultrasonicos). El tiempo
es calibrado a una distancia equivalente. Para que la medicion sea vélida, la velocidad del
sonido en el medio debe ser conocida y constante, independiente del tiempo, temperatura,
orientacion de las fibras, etc. Es sabido que la velocidad del sonido en el musculo cardiaco
y en la sangre es muy cercana a un mismo valor (aproximadamente 1580 m/s). La enorme
ventaja de esta técnica es que permite estudiar dimensiones cardiovasculares en animales
cronicamente instrumentados a térax cerrado. Los microcristales son fabricados en nuestro
laboratorio con cerdmica de zirconato titanato de plomo, de forma circular, con una fre-
cuencia de emision de 3 6 5 MHz, con un didmetro que varia de 2 a 7 mm. La cerdmica
piezoeléctrica tiene soldado un cable a cada una de sus caras, las cuales estdn recubiertas
con resina poliuretdnica en forma semiesférica a modo de lentilla. La morfologia de los
pares de microcristales depende de la distancia y el tejido para el cual han sido construidos.

El aparato que activa el cristal emisor y recibe la sefial captada por el receptor se denomi-
na sonomicrometro. Este aparato (Triton Technology, San Diego, California) posee cuatro
canales por lo que permite medir cuatro sefiales en forma simultdnea. Cada canal posee un
modulo de calibracidon independiente que permite calibrar cada sefial en milimetros lineales
en un rango de 2 a 123 mm.
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Moédulo Integrado (adquisiciéon y almacenamiento) de sefales fisiolégicas

La adquisicién y tratamiento simultaneo de sefiales cardiovasculares tiene que realizarse
con mddulo integrado que es el encargado de acondicionar las sefiales provenientes de sen-
sores de presion invasivos de alta respuesta en frecuencia (Konigsberg, 1200Hz), senales
de electrocardiografia (ECG), sefiales de velocidad Doppler (velocidad center line) y se-
flales de didmetros arteriales provenientes de cristales piezoeléctricos (sonomicrometria).
Este médulo permite conectar los distintos tipos de sensores, teniendo en cuenta que se
requieren 2 canales de didmetros, 2 de tonometria 0 mecanogréficos, 3 canales de ECG (de-
rivaciones), 2 de velocidad Doppler y 2 de presion invasiva (Konigsberg). Para realizar un
pre-procesamiento de las sefiales y convertir al médulo en un sistema semi-independiente,
se dispone de un microcontrolador de bajo consumo, conversores analdgico/digital (12bits,
S5KHz max.) integrados y una conexion a una PC. Todo el procesamiento, visualizacion,
almacenamiento, impresion y confeccion de resultados se realiza directamente a través de
un software especialmente disefiado que cuente con las prestaciones de cada caso particu-
lar. Un sistema de bases de datos integrado, permite enviar los datos en formatos estandar
para el intercambio de informacién remota con cualquier otra estacion de trabajo, ain den-
tro de una red local. El sistema permite el ingreso de imagenes (secuencias), provenientes
de un ecégrafo en modo B. Estas imdgenes tienen un formato estdndar (NTSC/PAL) y son
ingresadas a través de una placa digitalizadora de imagenes. El software especializado se
encarga del procesamiento de las imagenes y su almacenamiento en tiempo real. La placa
de adquisicion cuenta con una sefial de disparo que podra ser calibrada con la sefial de ECG
proveniente del médulo de adquisicion de sefiales para coordinar determinados estudios no
invasivos.

2.2. Estudios in vitro

Se desarroll6 para el abordaje experimental una estacion de ensayos para estudios hemo-
dindmicos in-vitro de venas y arterias, para estudiar el comportamiento in-vitro de interfa-
ces sangre pared vascular (pared-fluido), en ambientes fisiolégicos simulados (Temperatura,
Presion, PH), de vasos, arterias y prétesis vasculares. Este conjunto que funciona como
un corazon y sistema vascular artificial, permite interponer un segmento vascular y sobre el
mismo imponer las mismas condiciones hemodindmicas que tenia el sistema in vivo del cual
fue obtenido el segmento vascular [23, 24]. Este sistema permite la adicion de un biorreactor
para su aplicacion a la ingenieria de tejidos.

2.3. Biorreactor

Esta plataforma desarrrollada por nuestro grupo en cooperacién con un centro de la Uni-
versidad de Patras, permite generar condiciones de temperatura, tension de cizallamiento,
PH y presion, cuyo correcto establecimiento es vital para asegurar la viabilidad de las célu-
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las en cultivo. El disefio fue llevado a cabo por procesamientos numéricos computarizados
(CFD), para la simulacién dindmica de fluidos dentro de la cdmara de flujo del biorreactor y
simulacién del fendmeno de conduccién térmica en el material constitutivo del mismo. Esta
ultima asegura una temperatura constante en el drea de cultivo. Otro aspecto de relevancia,
consiste en la seleccion de las geometrias adecuadas para realizar este tipo de experiencias
y la solucién a distintos tipos de problemas para el uso del dispositivo con microscopia en
tiempo real. Es por ello que en lo concerniente al estudio de los resultados, resulta nece-
sario el uso de microscopia de fluorescencia y de contraste de fases. Esta técnica permite
efectuar un estudio sobre la orientacion celular, diferenciacién y respuesta a estimulos de
distintas indoles, obteniéndose asi una caracterizacion de la evolucién del tejido en funcién
del tiempo. Adicionalmente, son necesarias mediciones espaciales de 6xido nitrico, tension
de cizallamiento y glucosa, con el objeto de determinar la capacidad de difusién [25, 26].

2.4. Instrumentacion quirdrgica

Durante los 30 dias previos a la cirugia los animales fueron controlados clinicamente. La
cirugia de instrumentacion se realiza bajo anestesia general, inducida con tiopental s6édico
(20 mg/kg intravenoso). Luego de realizada la intubacién endotraqueal, la anestesia es man-
tenida con enflurano (1.5 % en oxigeno a 4 L/min) a través de un tubo de Bain conectado a
un respirador Bird Mark VIII (Palm Springs, California). Una toracotomia a nivel del quinto
espacio intercostal permite visualizar al corazén, envuelto en el pericardio, al cayado adrtico
y sus ramas y la aorta tordcica descendente, luego de haber desplazado hacia el diafragma
al pulmén izquierdo. Esta cirugia permite posicionar los sensores y posibilitar el estudio de
las variables hemodindmicas en un enterno de fisiologia integrativa.

2.5. Ecuacion Constitutiva de la Pared Arterial

El desarrollo de un modelo representativo del comportamiento de la pared arterial impli-
ca, como primera premisa, la identificacion apropiada de los pardmetros que gobiernan su
funcion. En el andlisis de la respuesta mecdnica vascular, la presion arterial constituye el
fendmeno responsable de la excitacion del modelo, mientras que la variacién de diametro
arterial se manifiesta como su respuesta asociada [27]. El enfoque clésico, sugiere utilizar
componentes elementales que presentan una caracteristica dominante, con el objeto de que
su respuesta combinada permita estimar el comportamiento observado. El andlisis de la tra-
yectoria del bucle tension-deformacion de la pared arterial, da cuenta de la presencia de
componentes eldsticas puras (resortes ideales), inerciales puras (masas ideales) y viscosas
puras (amortiguadores ideales). La accion conjunta de las mismas representard a la tension
ejercida por la pared para oponerse al estiramiento o demanda mecénica aplicada la misma

[8].

Los resortes ideales se encuentran caracterizados por su constante eldstica E, conforme lo
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expresado por la ley de Hooke. La misma supone una relacion lineal entre la tension apli-
cada (o) y la deformacién longitudinal experimentada (¢). En el caso de los amortiguadores
ideales, la constante de amortiguamiento (7)) constituye la relacién existente entre o y la
tasa de cambio temporal de €. Las componentes eldsticas presentan reaccién a la magnitud
de la deformacion, mientras que las componentes viscosas reaccionan a la velocidad con
que dicha deformacién tiene lugar. En virtud de lo expuesto, las componentes inerciales (M)
reaccionan a la tasa de cambio de la velocidad. Estas dltimas suelen ser despreciadas debido
a su escasa contribucién [27]. La misioén del componente eldstico es la de absorber los im-
pactos producidos por la pulsatilidad caracteristica de la onda de presion arterial. E1 mismo
acumula energia cinética durante la sistole, la cual serd devuelta durante la didstole, ante la
ausencia del estimulo. El objetivo del amortiguador viscoso es el controlar la intensidad en
la devolucién de dicha energia, protegiendo al elemento elastico de reacciones bruscas que
conduzcan a la pared, al impactar contra el fluido, hacia un régimen de oscilacién perma-
nente. Resumidamente, la funcién del amortiguador es la de disipar en forma de calor parte
de la energia entregada por el elemento eldstico [18, 27].

El modelo adoptado para representar la conducta de la pared arterial, contempla la capacidad
de la misma para regular activamente su efecto de amortiguamiento. La ecuacién constitu-
tiva desarrollada en nuestro laboratorio permite realizar una biopsia matematica de la pared
vascular carcaterizando la respuesta eldstica individual de la fibras de elastina, colageno y
musculo liso asi como el componente viscoso e inercial de la pared asociada a procesos
de hipertrofia e hiperplasia de la células musclares [7, 8, 18]. El tejido vascular se com-
porta como un material inteligente, con capacidad de ajustar los valores correspondientes a
las componentes eldstica y viscosa, con el fin de adaptarse en forma Optima a las diversas
condiciones de pulsatilidad u oscilacion, ya sea a corto, mediano o largo plazo [18].

2.6. Arreglo musculares de resortes-amortiguadores inteligentes

Las vibraciones de alta frecuencia tienden a producir injurias mecdnicas en todo sistema
fisico. En un articulo que tuvo alto impacto biomédico e ingenieril [18] hemos demostrado
que las celulas de musculo actudn como un arreglo de resortes amortiguadores inteligentes,
ejerciendo una accion protectiva contra el estiramiento de altas frecuencias, ajustando la di-
sipacion de energia como sucede justamente en el caso de la hipertension arterial donde la
hiperpulsatilidad tipica de la enfermedad produce alta energia vibracional como lo haria un
terremoto sobre las estructuras civiles tales como edificios o puentes o cualquier estructuras
de hormigon armado. En este articulo mostramos el andlisis in vitro e in vivo de arterias
carétidas comunes humanas utilizando tecnicas de modelizacion adaptativa para calcular la
impedancia mecdnica, la fluencia y el relajacion de tensiones. A partir de esos datos hemos
demostrado que las células de musculo liso actuan como resortes amortiguadores inteligen-
tes disipando componentes de alta frencuencia que pueden ser las responsables finales de los
efectos danifios que provocan usura mecanica sobre la pared arterial. En los pacientes hi-
pertensos la disipacion de energia se encuentra fuertemente aumentada protegiendo la pared
arterial en si misma pero produciendo una carga extra a la eyeccion ventricular, concluyendo
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que las celulas de musculo liso modulan su grado de activacion y el remodelamiento de la
pared arterial, previniendo las vibraciones de alta frecuencia que dafian los componentes de
pared arterial [19].

2.7. Mapeo viscoelastico de la pared arterial y modelos in silico

Unos de los puntos mas robustos de nuestro aporte en la caracterizacion de la conducta vis-
coeldstica de venas y arterias fue realizado mapeando diferentes regiones del arbol vascular
evaluando vasos de diferente composicién y dimensiones [28, 29, 30]. Estudios in vitro de
presion y diametro vascular fueron medidas en 4 venas diferentes y en 11 diferentes arte-
rias usando el sistema in vitro anteriormente descripto. Para una completa caracterizacion se
modelo la respuesta viscoleastica con una funcién transferencia diametro presion arteriales
a partir de la cual las propiedades viscosas, elasticas e inerciales pueden calcularse latido a
latido asi como la energia disipada por el damping parietal y la funcién amortiguamiento de
cada segmento. Se realizé un mapeo viscolastico de las diferencias regionales de los vasos
sanguineos ovinos con la disipacion de energia de cada segmento. Venas y arterias muestran
un comportamiento mecanico correspondiente a la funcién biomecanica que cumplen para
su estructura, localizacién y geometria. Las 11 arterias seleccionadas para el mapeo fueron
[31] cardtida, tronco braquiocefdlico, aorta ascendente, aorta proximal, medial y distal, y
arteria femoral. El sistema circulatorio in vitro se utilizé para imponer formas de onda de
presion, las cuales fueron evaluadas internamente usando microtructores de estado sélido
insertados en cada arteria a través de una pequefia incision. Para la obtencion de las for-
mas de onda del didmetro externo se recurrio a la técnica sonomicrométrica anteriormente
mencionado.

En este trabajo hemos demostrado como un simple modelo viscoleastico como el modelo de
Kelvin puede ser puede ser usado para predecir simultdneamente el didmetro crosseccional
y la presion arterial caracterizando como las propiedades viscoleasticas son modificadas en
el espacio y el tiempo desde el corazon y hasta la periferia. Para un mayor formalismo se
ha desarrollado un modelo matemético basado en las mediciones de presion y didmetro de
las vasos sanguineos y aplicando técnicas de optimizacion no lineal para computar aquellos
parametros de modelos viscoelasticos que minimizan la diferencias entre los valores esti-
mados y los medidos. Fue demostrado, en este trabajo, que el modelo viscoleastico captura
las caracteristicas esenciales de los datos en forma significativamente mejor que el modelo
eléstico tradicional.

Estos estudios han confirmado que el modulo elastico cambia a los largo del arbol vascular,
siendo mas rigidas aquellas que estdn ubicadas mas lejos del corazon, en los vasos pro-
ximales, mientras que el tiempo de relajacion viscoeldstico que permanece constante 0 no
significativamente estadistico a lo largo de diferentes puntos de medicion del arbol arterial.
En forma andloga pero mas elegante se aplicé la teoria viscoelastica cuasilinear [32], en
mediciones obtenidad en la aorta tordcica descendente y arterias cardtidas de arterias ovi-
nas y humanas. En un paso mas elaborado se aplic6 un modelo 1D para una mimificar una
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red dindmica del sistema arterial con 14 vasos para asimilarlo luego a una serie de datos
temporales ex vivo OD para determinar la dindmica de la relacion presion drea croseccio-
nal en 11 segmentos de oveja Merino macho [33]. El modelo se utiliz6 concomitantemente
para estimar el perfil de entrada y los pardmetros correspondientes a la resistencia y la com-
placencia total de la red distal y para demostrar los efectos de la incorporacién viscosidad
parietal. En uno de los mas reciente trabajos, la viscoelasticidad fue descrita por un modelo
de Kelvin-Voigt no lineal en el que los coeficientes se ajustaron utilizando series tempora-
les de presion y radio medidas obtenidas experimentales en una red arterial ovina [34]. Un
hallazgo singlular consistié en el que que el tiempo de relajacion viscoeldstico (definido por
la relacién entre el coeficiente viscoso y el modulo de Young) era casi constante a lo largo
de la red arterial elucidando una nueva constante bioldgica. Utilizando este mismo esquema
de un modelo 1D paciene especifico [35] se llegd a evaluar las reflexiones de onda de pul-
so cuando de utilizan diferentes técnicas de reparacion endovascular de aneurisma de aorta
abdominal.

2.8. Estudios de Criopreservacion

Un injerto arterial ideal seria aquel con idénticas propiedades funcionales con la arteria hués-
ped. En este sentido, la reconstruccion quirdrgica de la arteria carétida comun se realiza en
varias situaciones clinicas, utilizando prétesis de politetrafluoroetileno expandido (ePTFE)
o injertos de vena safena (SV). El uso de una arteria fresca o criopreservada / descongelada
aparece como una alternativa interesante a partir del criterio anteriormente descripto. Uno
de las aplicaciones de nuestro marco conceptual consistié en calcular propiedades funcio-
nales de las arterias cardtida y femoral, frescas y crioconservadas, y de injertos venosos y
sintéticos [36]. Se llegd a establecer que las arterias carétida y femoral frescas y criopreser-
vadas / descongeladas eran mds parecidas, tanto a nivel viscoeldstico como funcional, que
los injertos de ePTFE y SV.

Es bien conocido que la impronta de donacion y trasplante de tejidos difiere entre paises
latinoamericanos y europeos, pero el comun denominador es la deficiencia de tejido. Para
dar respuesta a este problema, se evalué la viabilidad de establecer una red intercontinental
para el intercambio de tejidos estudiando la distensibilidad de las arterias ovinas divididas en
tres grupos: intacto (pruebas in vivo, animales conscientes), control fresco (pruebas in vitro
inmediatamente después de la extirpacion de la arteria, Uruguay) , y crioinjertos (pruebas
in vitro de las arterias criopreservadas-transportadas-descongeladas, Espafia). Este trabajo
aporto el trascendente resultado que entre el control fresco y los crioinjertos no hay altera-
ciones de la distensibilidad arterial, ni debidas a la crioconservacion ni a la red de intercam-
bio intercontinental, a pesar de los cambios histoldgicos esperados en los crioinjertos. Como
resultado, los crioinjertos serian capaces de garantizar un menor desajuste biomecanica [37]
si son usados para reemplazar a los injertos de ePTFE y SV.
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3. Dinamica Endotelial

La dindmica del sistema arterial conlleva el anédlisis de sus componentes principales: las
paredes arteriales, el flujo sanguineo y la interrelacion entre ambos, la cual esta gobernada
con procesos complejos que puden dar lugar a enfermedades arteriales [9, 11]. Uno de los
los objetivos finales de este marco conceptual es conocer la relacién entre el comportamien-
to eldstico de la pared y el cizallamiento de la sangre en la pared causada por el endote-
lio. Para este fin, se caracteriz6 el comportamiento eldstico arterial de segmentos arteriales
(tronco braquiocefalico) ovinos intactos y des-endotelizados y posteriorente se sometieron
a diferentes niveles de viscosidad sanguinea, manteniendo los niveles de flujo constantes.
Esencialmente, los cambios en el didmetro arterial medio causados por un aumento en la
viscosidad de la sangre fueron mas pronunciados en las arterias intactas que en las arterias
sin endotelio. Para los mismos niveles de viscosidad sanguinea, las variaciones del médulo
eldstico en relacion con su valor basal, antes y después de la eliminacién del endotelio, fue-
ron significativamente diferentes. Estos resultados muestran que la elasticidad de la pared
arterial determinada por su moédulo eldstico incremental esta fuertemente influenciada por
la viscosidad sanguinea (y por su esfuerzo de corte), probablemente debido a la presencia
o ausencia de factores de relajacion del endotelio o la activacién del misculo liso arterial
causada por la tesnsion cizalla directa sobre el musculo cuando se eliminaron las células
endoteliales. La hipdtesis subliminal del articulo es que el endotelio sano podria proteger
la integridad del acoplamiento ventricular-arterial y caso contrario en presencia de disfun-
cién endotelial, el aumento de la viscosidad sanguinea podria implicar cambios en el tono
muscular con aumento de la rigidez arterial, afectando asi a la funcién ventricular izquierda
como una bomba de presion adaptativa [9, 11].

4. Dinamica Nolineal Aplicada

4.1. Aplicacion de Modelos Fraccionales

Los modelos viscoeldsticos son utiles para comprender mejor la mecédnica de las paredes
arteriales en condiciones fisioldgicas y patologicas. Como se ha indicado anteriormente,
el comportamiento de los materiales viscoeldsticos suele estar representado por modelos
sencillos compuestos por elementos eldsticos y viscosos, que pueden ser resortes lineales y
amortiguadores. Modelos viscoelasticos fraccionales posibilitan dar un paso mas elegante en
la caracterizacion de dindmica arterial, ya que ellos pueden incluir un elemento fraccional,
también conocido como resortiguador apocope de resorte y amortiguador, en inglés spring-
pot. Puede establecerse una correspondencia con una ’red fractal’ de resortes y amortiguado-
res, con el fin de construir modelos dindmicos de orden fraccional similares para abordar las
propiedades biomecénicas de los tejidos. El elemento de spring-pot representa un compor-
tamiento intermedio entre un resorte lineal y un amortiguador lineal, ha demostrado ser muy
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eficiente en la descripcion biomecanica de los tejidos reoldgicos. Se propusieron dos mode-
los fraccionarios alternativos [20], con uno y dos spring-pots, aplicados sobre datos reales
de animales anestesiados en estado de control y durante activaciéon del musculo liso vas-
cular. Sélo el modelo con dos spring-pots reproduce correctamente el estado de activacién
muscular con la mejor aproximacion entre modelo y realidad. La relajacion de tensiones de
las arterias humanas se describié adecuadamente con esta metodologia en [38] y su mode-
lo numérico se desarrolld en una tesis doctoral que di6 lugar a una importante publicacién
cientifica sobre los modelos fraccionales in silico [39].

4.2. Complejidad del arbol arterial: Analisis de las formas de onda de
presion

Los componentes de los modelos de orden fraccional pueden estar también relacionados con
estructuras fractales que podrian a su vez estar asociadas a estructuras complejas de cola-
genos, presentes en los tejidos arteriales [40]. Este concepto fractal, fuertemente asociado
a la génesis de la red arterial, di6 lugar a un “enfoque holistico sobre las variaciones de la
dimension fractal a lo largo de la red arterial”, basado en el andlisis de complejidad de la
forma de onda de presion arterial, tanto en condiciones de salud como de enfermedad. La
idealizacion del sistema arterial como un tnico conducto cerrado, con propiedades cons-
tantes o variables a lo largo de su longitud, ha generado resultados aceptables en relacién
con las perturbaciones de baja frecuencia [41]. Sin embargo, en el caso de frecuencias al-
tas, las discrepancias son evidentes. La justificacion de esta ultima situacion reside en el
hecho de que, aunque el sistema arterial no es un conducto tnico, estd constituido por un
conjunto de ramificacidnes tubulares. Ademads, debe también considerarse el efecto de ate-
nuacién producido por la viscosidad de la pared arterial sobre las ondas que se propagan a
través de la red. Uno de los aspectos mds relevantes es la relacion inversa que existe entre
la frecuencia y la longitud de onda, ya que las longitudes de onda correspondientes a altas
frecuencias producirdn diferencias de fase significativas entre las ondas procedentes de di-
ferentes sitios de reflexion. Por esta razon, la consideracion del gradiente de rigidez junto
con la naturaleza distribuida de las ramificaciones terminales afecta significativamente el
comportamiento general del sistema arterial [41]. Las referencias explicitas a la creacion
de redes vasculares a partir de reglas fractales estas profusamente decriptas en la literatura
[42], las cuales estdn en linea con las observaciones realizadas embrionariamente por Taylor
[41] Un fractal es una estructura compuesta por subunidades en mdltiples niveles o escalas
(auto-similitud), que se asemejan a la estructura de todo el objeto, y tiene una dimensién
fraccional, rompiendo asi los valores de las dimensiones enteras definidos para los objetos
euclidianos (1, 2 o 3). La fraccion obtenida (Fractal Dimension, FD) describe la existencia
de una estructura altamente detallada cuya representacion es absolutamente ignorada por la
geometria tradicional. Varios patrones encontrados en la naturaleza (y particularmente en
biologia) manifiestan un comportamiento fractal. Pueden observarse en las ramificaciones
arteriales y venosas, estructuras cardiopulmonares, conductos biliares y también en series
de tiempos fisioldgicos como la frecuencia cardiaca y la presion arterial.
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El efecto de la estructura del arbol arterial en el comportamiento fractal de la presion arte-
rial se llegé a comprobar en la estudios en animal in vivo [21]. En primer lugar, se aplic
la dimension fractal, como medida no lineal, con el fin de cuantificar complejidad a través
de la morfologia de la forma de onda (o rugosidad) de la presion arterial aortica. Seguida-
mente, se evaluo la rigidez de la pared arterial adrtica utilizando la primera derivada de la
relacion presion-deformacion, mientras que el efecto de la reflexion de la onda se estimé a
partir de las mediciones del indice de aumento (AIX). Con el fin de evitar las reflexiones de
las ondas periféricas lejanas, se implant6é un oclusor neumatico hecho de goma de silicona
posicionado alrededor de la aorta tordcica descendente, proximalmente a los transductores
presion y didmetro arterial (piezoresistivos y ultrasonicos, respectivamente) accionado ex-
ternamente con un manguito. Se procedid al calculo de la rigidez adrtica por medio de la
relacion presion — didmetro puramente eldstica P-D elast tanto en estado basal como de
oclusién (activacion del manguito e induccion de la reflexion total de ondas). Se ajustd un
modelo bifasico, donde la pendiente a la relaciéon a P-D elast a bajos niveles de presion se
relacioné con la respuesta eldstica de elastina, mientras que la pendiente a P-D elast en la
zona de alta presion arterial indicé el reclutamiento de fibras de coldgeno. Como resultado
destacado, se observd una disminucién significativa en la complejidad de la forma de onda
de presion adrtica (sefialada por una disminucién de FD) durante el intervalo de oclusién
concomitante a la rigidificacién de la pared adrtica adértico y al aumento de AIX. Esta singu-
lar situacién también se constaté durante la evaluacion del efecto del pinzamiento cruzado
arterial [43], (una estrategia comun utilizada en cirugia vascular) sobre la rigidez arterial,
en los seres humanos. El indice de aumento normalizado a 75 latidos por minuto (Alx @
75) y FD se calcularon a partir de series de presion arterial radial durante la cirugia. En las
intervenciones adrtica e iliofemoral, después del pinzamiento arterial, la media de AIx @ 75
aument6 y FD disminuy6 significativamente siguiendo una imagen especular; lo contrario
ocurri6 después de liberar el campleo arterial. La complejidad de la presion arterial depende
de las reflexiones.

4.3. Modelando la presion arterial por medio de solitones

Como uno de los objetivos mas elevados sobre todo a nivel formal se abord6 la propaga-
cién de la presion del pulso idealizandolo como una combinacién de solitones (un paquete
de ondas solitario que mantiene su forma mientras se propaga a una velocidad constante)
a lo largo de la circulacién sistémica. Se utilizé y se validé para tal fin la aplicabilidad de
un modelo compartimental, en relacién con la variaciéon de la amplificacion del pulso de
presion asociada con el envejecimiento arterial [44]. Las formas de onda de la presion san-
guinea arterial se sintetizaron usando solitones y luego se validaron mediante formas de
onda obtenidas de individuos de grupos etarios bien diferenciados. Se verificaron cambios
morfolégicos en la forma de onda de la presion sanguinea como consecuencia del proceso
de envejecimiento (debido al aumento de la rigidez arterial) y se modelaron mediante fend-
menos de interaccion no lineal presentes en la propagacion de ondas mecdanicas no lineales.
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5. Desde la mesa del Laboratorio a la cabecera de la cama
del paciente. Estado del Arte

Cuando se modela la circulacion sanguinea, el corazén suele ser considerado el elemento
principal, el Unico que tiene una relevancia real en el funcionamiento del sistema, despre-
ciando asi los vasos sanguineos, que son considerados simples conductos que conectan la
bomba cardiaca con los 6rganos. Este enfoque béasico subestima el papel prominente de-
mostrado por los vasos sanguineos en general y por las arterias en particular (especialmente
la aorta) en la regulacion del flujo sanguineo impuesto periédicamente por la eyeccidn car-
diaca. Por lo tanto, el estudio del sistema arterial es muy importante, ya sea para entender
su funcionamiento intrinseco o para evaluar las condiciones de acoplamiento ptimo con
el corazén. La carga hidrdulica arterial exhibida por la circulacién hacia el ventriculo iz-
quierdo puede dividirse en tres componentes principales: la resistencia vascular sistémica,
la elasticidad arterial y la onda reflejada presente en la circulacién, ya que su existencia es
mandatoria en un sistema distribuido [45].

Aunque la resistencia arterial tiene el efecto mds significativo sobre la eyeccion ventricu-
lar, es bien sabido que un aumento en la rigidez arterial resulta en un acoplamiento menos
eficiente entre el corazén y las arterias, lo que es concomitante a un uso ineficiente de la
energia suministrada por el ventriculo izquierdo. En particular, una caida en la capacitancia
arterial podria causar un aumento en la presion sistélica [46] y por lo tanto imponer una
carga suplementaria sobre el corazon [47]. Por otra parte, a pesar de ser un fluido hetero-
géneo, no newtoniano y por lo tanto dificil de estudiar, la sangre proporciona informacion
extremadamente ttil [48]. La viscosidad de la sangre depende de las condiciones de velo-
cidad de la sangre, y por ende de los fenémenos de agregacion y deformacion eritrocitarios
y por supuesto del nivel de hematocrito [9]. Todos estos pardmetros estan interrelaciona-
dos y estdn presentes en nuestro abordaje experimental pensando en lo clinico. Entre las
aplicaciones mas relevantes de este marco conceptual puede mencionarse a la Ingenieria
de tejidos que surge como una alternativa futurista, pasando del laboratorio al paciente, y
que ha prohijado la Medicina Regenerativa. La ingenieria tisular se define como la aplica-
cién de principios y métodos de la ingenieria y las ciencias de la vida a la comprensién
de las relaciones estructura-funcién en condiciones normales o patoldgicas. Esta tecnologia
multidisciplinaria se utiliza actualmente para desarrollar sustitutos bioldgicos para reparar o
regenerar tejidos y organos funcionales. Los tres pilares de la ingenieria tisular son la bio-
logia celular, las ciencias de la ingenieria y la medicina clinica. Estas disciplinas enfrentan
los siguientes retos: identificar los tejidos y 6rganos que pueden ser reemplazados; recolec-
cion de células madre embrionarias y adultas; la comprension de la sefializacion celular; la
realizacion de vascularizacion in vitro € in vivo; el desarrollo de matrices de construccion
y biorreactores en desarrollo. Los estudios preliminares de nuestro grupo direccionados es-
ta nueva impronta se basaron en la evaluacion de las propiedades mecanicas de los injertos
vasculares electrohilados (monocapa y bicapa), para ser utilizados en la ingenieria de tejidos
y actuar como reemplazos vasculares [49, 50, 51] utilizando una gran parte de las técnicas
desarrolladas en este articulo.
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Las mismas técnicas han sido aplicadas para estudiar enfermedad cardiometabolica clini-
camente contintia siendo la principal causa de morbilidad y mortalidad en el mundo. En
este contexto, los nuevos abordajes medicos han llamado a la necesidad de tener enfoques
diagnésticos y terapéuticos para superar las limitaciones de las acciones tradicionales para
prevenir o tratar la enfermedad cardiaca, sobre la base de la determinacion de los factores de
riesgo y la reduccion del impacto de este flagelo [52, 53, 54]. El cable a tierra del formalismo
anteriormente desarrollado se tendié para evaluar los efectos intrinsecos de la hipertensiéon
arterial en grandes arterias humanas, utilizando mediciones de didmetros arteriales y com-
placencia de la pared arterial [55]. Para avanzar con la caracterizacion de la enfermedad
arterial se aplicé un modelo viscoeldstico [56] que permitié la evaluacion de las propieda-
des mecdnicas de la pared en pacientes hipertensos esenciales. Una variacion de este modelo
logré mimificar las relaciones presion-didmetro de las arterias carétida y femoral, obtenidas
de forma no invasiva de sujetos normotensos e hipertensos [57]. La determinacién de la
viscosidad arterial esta intrinsicamente relacionada con la cantidad y calidad del musculo
liso arterial, y para comprobar esa hipétesis se correlacionaron las alteraciones de la visco-
sidad de la pared en pacientes hipertensos y su relacion con el espesor intima-media (IMT)
[58]. Y para este fin se desarrolld un sistema de procesamiento de imagenes para medir el
IMT que posterioremente fue validado clinicamente [59] con el fin de obtener mediciones
de las formas de onda del didmetro arterial y el IMT a partir de imdgenes de ultrasonido en
modo B. Los efectos vasculares de los farmacos antihipertensivos en hipertensos hiperco-
lesterolémicos también fueron estudiados [60] a partir de las relaciones presion-didmetros
carotideos.

La traslacion del marco conceptual se ve complementado con el calculo de la inercia de
la pared de la arteria carétida que también se evalué en sujetos normotensos € hipertensos
utilizando un modelo autorregresivo, discreto y lineal (ARMA) que permiti6 la estimacion
simultdnea de la contribucién eldstica, viscosa e inercial de la dindmica de la pared [61].
Una vez completada la determinacion de estas 3 propiedades mecanicas parietales, se impo-
nia como proximo paso la caracterizacién mecanica del endotelio pero en arterias humanas
in vivo. Para éste fin, se desarroll6 una nueva técnica para estudiar la reactividad arterial en
humanos, ofreciendo la posibilidad de detectar una alteracion en la funcién arterial relacio-
nada con la aterosclerosis precoz [62]. Posteriormente, se procedié a una comparacién de
los efectos de un betabloqueante frente a un inhibidor de la enzima de conversidn en pacien-
tes hipertensos [63], a fin de determinar los diferenciales de efectos mecanicos e intrinsecos
de ambas medicamentos sobre la elasticidad de la arterial braquial. Un paso concluyente
fue determinar en humanos la modulacién del amortiguamiento inteligente en la energia
disipada de la pared carotidea en pacientes hipertensos [18].

Ya llegando a un enfoque holistico de la enfermedad cardiometabdlica, se procedio a ca-
racterizar la estructura y la dindmica de la pared arterial en diabetes mellitus tipo 2 [64]. Y
finalmente se logré asociar el riesgo cardiovascular con el marcador mas poderoso de en-
fermedad coronaria, el calcio coronario de forma tal que esta sea una evaluacion integral de
estado de salud de un paciente especifico [65, 66].

Finalmente este mismo marco conceptual pudo aplicarse al estudio biomecanico y funcional
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de homoinjertos vasculares crioconservados de humanos y animales, con andlisis pre y post-
implantes en términos de mecdnica de la pared vascular, incluyendo la implementacién de
un sistema intercontinental de intercambio de tejido vascular [67, 68, 69, 37].

5.1. Laboratorio vascular no invasivo

Nuestros desarrollos llevados a un abordaje no invasivo permiten la realizacion -en una hora-
de los estudios necesarios para valorar la salud arterial y el riesgo de eventos de los pacientes,
a través de los llamados biomarcadores tisulares, que se integran en el laboratorio vascular
no invasivo [70], con cuatro médulos principales:

1. velocidad de onda de pulso: rigidez arterial
2. vasodilatacién mediada por flujo: funcién endotelial
3. espesor intima media: edad arterial-remodelado arterial

4. caracterizacion de placas: vulnerabilidad personal

Este gran aporte clinico que surge de la ingenieria cardiovascular permite la deteccién de
la enfermedad cardiometabdlica antes de la complicacion cardiaca o cerebral y ofrece una
oportunidad unica de prevenir muchos eventos cardiovasculares y cerebrales. Por lo tanto la
combinacion de la estimacion de los factores de riesgo con la deteccion precoz de la enfer-
medad cardiometabolica que brindan nuestros desarrollos puede ayudar al médico a iden-
tificar aquellos pacientes que necesitan una terapéutica cuya agresividad deberia adecuarse
al nivel de riesgo. Este enfoque ademds de aumentar la objetividad en la individualizacién
del riesgo vascular permite decidir que individuo necesita o no un tratamiento preventivo,
permitiendo ademads un seguimiento de la eficacia del tratamiento.

5.2. Edad Vascular

Con el fin de desarrollar y aplicar estrategias para mejorar la estratificacion del riesgo car-
diovascular y la deteccion de enfermedades vasculares subclinicas, se disefid, desarroll6 e
implement6 una herramienta informdtica para promover el diagnéstico de la enfermedad
subclinica. Se desarroll6 una base de datos centralizada para almacenar informacién obte-
nida en forma no invasiva desde cualquier lugar, y con este abordaje desarrollar un modelo
biomatemdtico integrando los valores de estructura y funcién arterial en la evaluacion tra-
dicional de riesgo cardiovascular. El objetivo fue generar un informe detallado e integral
para el especialista comparando datos de pacientes con datos de referencia de la poblacién
sana y generar un informe similar utilizando una algoritmo de edad arterial estructural y
funcional evaluar el estado de las arterias de los pacientes [54]. El enfoque adoptado se basé
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en la determinacién de la presencia de placas en las arterias cardtidas comunes, internas
y externas, IMT y valoracion del didmetro instantdneo, cdlculo de PWYV, andlisis de ondas
de pulso periféricas y centrales, funcién endotelial (dilatacién mediada por flujo). y el in-
dice tobillo-brazo [70]. El riesgo de enfermedad cardiovascular a 10 afios se estimé con el
modelo de riesgo tipo Framingham [17, 65], considerando la edad, colesterol LDL y HDL,
presion braquial (variables continuas), sexo (sexo), tabaco y diabetes (variables categdricas).
Para un procedimiento mas sistematico se aplicé un modelo de regresion lineal para obtener
una edad (calculada o tedrica) en funcién de los marcadores vasculares no invasivos (Ve-
locidad de onda del pulso, IMT y Alx @ 75). En consecuencia, la edad obtenida se utilizé
para calcular el riesgo de de Framingham de enfermedad coronaria a 10 afios. La considera-
cién de los marcadores vasculares no invasivos resulto en diferencias entre la edad calculada
(tedrica) y cronoldgica en sujetos con enfermedad cardiovascular, siendo mayor la prime-
ra. El riesgo de Framingham estimado (o reajustado) para la enfermedad cardiovascular de
10 afos (considerando la edad tedrica) fue mayor que el puntaje de riesgo de Framingham
calculado antes de la evaluacion vascular. La integracion de los pardmetros vasculares para
calcular la edad arterial o bioldgica para calcular el riesgo global podria ayudar en la indi-
vidualizacién y la precision del riesgo [54, 70]. Las plataformas digitales para el monitoreo
cardiaco remoto incluirdn mediciones de variables cardiometabdlicas para luego tener esa
informacién directamente subida a la nube y asi analizar el estado de un grupo de pacientes
y la evolucién de su tratamiento [71] en forma remota y no invasiva.

6. Comentarios Finales

Hay pruebas suficientes para sugerir que las grandes arterias estdn claramente involucrados
en el diagndstico y evaluacion de las complicaciones de las enfermedades cardiometaboli-
cas [72]. El desarrollo de nuestras herramientas asociadas a la epidemiologia cardiovascular
mediante mediciones no invasivas permiten evaluar (y también reducir) el riesgo de enfer-
medad cardiovascular (o eventos) y mejorar la prevencion primaria. Los mecanismos de las
complicaciones circulatorias deben concebirse dentro de su naturaleza constante y pulsa-
til. La presion pulsatil desempefia un papel importante en la patogénesis de la enfermedad,
sobre todo después de la mediana edad; una mayor pulsatilidad se relaciona con eventos
clinicos significativos [73, 74]. Debe tenerse en cuenta que si estamos frente a un conducto
rigido (por ejemplo la aorta) se aumenta el suministro de energia pulsatil a la circulacion,
transfiriendo asi esta naturaleza pulsatil hemodindmica a la microvasculatura vulnerable de
los tejidos perifericos que conduce a un inexorable dafio estructural. A la luz de halagos
recientes, la velocidad de la onda del pulso carotideo-femoral (un método estdndar de oro
para la evaluacion de la rigidez arterial y un predictor independiente de la mortalidad por
cardiovascular), el AIx (informacién sobre la amplitude y posicionamento de la onda re-
trograda de presion y flujo) y las evaluaciones de la presion pulsatil en la aorta ascedente
pueden utilizarse como biomarcadores de dafo vascular [72].

La calcificacion adrtica abdominal (AAC) y la rigidez arterial central son predictores inde-
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pendientes de mortalidad y eventos cardiovasculares no fatales en pacientes en dialisis. La
evaluacion de AAC vy la rigidez arterial es factible en un entorno clinico y ambos se pue-
den utilizar para la estimacién exacta del riesgo CV en una poblacion heterogénea [61, 75].
Las estrategias de tratamiento deben centrarse en suprimir o inhibir las calcificaciones de
la formacién vascular, manteniendo la funcién arterial. La reduccion de la rigidez arterial y
el amortiguamiento de la presion arterial podrian mejorar ain més el enfoque actual para el
tratamiento de la enfermedad arterial, reduciendo el riesgo de infarto o acidente cerebrovas-
cular.

Es bien sabido que la disfuncién endotelial es un factor fisiopatoldgico importante en la
enfermedad cardiomatabdlica y precede a las alteraciones morfoldgicas en la pared arterial,
desempefiando asi un papel critico en el contexto de la aterogénesis. Dado que la medicion
de la function endotelial es la técnica mds utilizada, y como esta requiere un especialista
altamente cualificado para la adquisicion y el post-procesamiento de las imdgenes obtenidas
de ecografia utilizando criterios unificados relacionados con el sitio especifico de las medi-
ciones, esto se transforma en el principal obsticulo en la prictica clinica [76]. En contraste,
la tonometria arterial periférica se desarroll6 como una técnica relativamente novedosa, re-
producible y simple, donde se analizan los cambios en las formas de onda del pulso de
volumen, adquiridas en la zona de microvasculatura de las arterias periféricas del dedo. Sin
embargo en este nueva tecnica, las sefiales adquiridas pueden verse afectadas por variables
que no estdn relacionados con los factores endoteliales y, debido a que estas medidas estdn
realizadas en la microvasculatura, este enfoque podria ser indtil en pacientes con enferme-
dades vasculares periféricas [77]. Nuestra propuesta es realizar la evaluacion simultdnea de
ambas técnicas para ayudar a mejorar la evaluacion de la reactividad vascular [77].

Conclusiones

La prevenciéon médica tiene como objetivo identificar los individuos aparentemente sanos
de aquellos que desarrollan una enfermedad y asf iniciar el tratamiento preventivo de estos
ultimos. Esta identificacion de los pacientes en riesgo asintomadticos es parte de una medi-
cina preventiva que seglin se preconiza tendrd que tomar una relevancia cada vez mayor en
el correr de los proximos afios. Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de
muerte de ambos sexos en el mundo occidental, una muerte cada tres minutos es de origen
vascular, cardiaca o cerebral. Los factores regionales, especialmente los psicosociales, han
contribuido a una epidemia de diabetes tipo II asi como al sindrome metabdlico, las cuales
involucran factores de riesgo cardiovasculares tales como la resistencia a la insulina, la obe-
sidad visceral, la hipertension y la dislipemia aterogénica. Gracias a los avances tecnoldgi-
cos en la exploracion no invasiva de los vasos humanos, ahora es posible detectar alterciones
preclinica y asi seleccionar entre los grupos de riesgo, las personas con alteraciones silen-
te de los que estdn libres de la misma. Aquellos modelos fisico-matemédticos que integren
todos los factores hemodindmicos cardiovasculares, podrian ser de un notable interés en la
practica clinica diaria para predecir la ocurrencia de eventos cardiacos en mayor detalle que
con el uso de los factores de riesgo tradicionales. Con este nuevo enfoque se reducirian los
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costos, se podria optimizar el manejo terapéutico, y mejorar los resultados en el seguimien-
to y tratamiento del paciente. El enfoque cardiometabolico se concentrd en la ingenieria del
sistema arterial, en el marco conceptual de la aplicacion de la fisica a las ciencias de la vi-
da en un entorno realista tendiente a los dominios de la Fisiologia Integrativa. Este desafio
viene a llenar un vacio en la literatura especializada que se podria atribuir al hecho de que
los organismos vivos son sistemas dindmicos altamente complejos: multirealimentados, no
lineales y con cierta organizacion jerarquica. Estas condiciones que se refieren al estudio
de las propiedades reoldgicas de los materiales vivos plantean una serie de problemas es-
pecificos, y requieren a menudo, un enfoque diferente que se utiliza las ciencias exactas.
Las relaciones entre cantidades mensurables y los pardmetros que describen las propieda-
des mecdnicas de los materiales son extremadamente complejas e imponen en consecuencia
modelos mateméticos mds o menos complicados, basado en aproximaciones que tienden a
ser mds realista a medida que las técnicas de medicion se hacen més precisas. Por esta ra-
z6n el planteamiento tedrico articulado con el abordaje experimental debe ser considerado
como un todo, una sola unidad conceptual. En esta idea la gran ventaja son los estudios
in vivo en la experimentacion animal puesto que constituye la aproximacion mds cercana
al ser humano para probar nuevos medicamentos, para mejorar los enfoques terapéuticos y
diagndsticos no-ortodoxos sin someter al paciente a procedimientos de riesgo.

Es mediante el trabajo en la experimentacion cientifica y la colaboracion con grupos interna-
cionales interdisciplinarios que el autor descubri6 la inmensa riqueza de esta investigacion
no convencional. Este articulo estd destinado a posicionarse dentro de un contexto mas am-
plio, mds fundamental que el de la aplicaciéon inmediata habida cuenta de su caracter formal
contribuyendo a su manera, a responder a esa pregunta constantemente renovada sobre los
particularidades de los mecanismos puestos de la naturaleza al servicio del hombre, pero
que el hombre todavia no ha puesto a su servicio.
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