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Abstract

Las enfermedades cardiovasculares constituyen una de las causas de muerte con mayor prevalencia
en las sociedades occidentales industrializadas. En los mecanismos fisiopatolégicos interviene la
disfuncion endotelial, que es considerada como un sindrome con manifestaciones sistémicas
asociadas a morbilidad y mortalidad cardiovasculares significativas. El concepto de disfuncion
endotelial podria extenderse hasta los vasos que irrigan la pared vascular y mas aun, la médula 6sea
y las células progenitoras del endotelio. El objetivo de este proyecto es la implementacién de un
sistema integral para la obtencién y procesamiento en tiempo real de presiones, flujos, dimensiones
vasculares, campos de velocidades y tensiéon de cizallamiento parietal, en forma simultanea. El
mismo constituira el estandar oro de una inmediata miniaturizacién, con miras al desarrollo de
sensores implantables con capacidad de adquisiciébn de magnitudes adicionales, como temperaturas,

PH y oxido nitrico, entre otras.
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Introduccion

La aterosclerosis es una enfermedad
cronica, sistémica y difusa con complicaciones
focales en diferentes lechos vasculares. No se
conocen los mecanismos que expliquen por qué
un sitio especifico presenta mayor
predisposicion al desarrollo de la enfermedad
sintomatica y eventos subsecuentes. Sus
caracteristicas fisiopatoldégicas sugieren la
hipotesis de que la interfase y la interaccion
entre la pared vascular y la circulacién, es el
sitio primario de estos mecanismos [1]. En esta
interfase se ubica el endotelio, una monocapa
de células que limitan el lumen de los lechos
vasculares, estratégicamente ubicada bajo el
punto de vista mecanico y metabdlico,
separando la pared vascular de la circulaciéon y
los componentes sanguineos [1,2]. Es
necesario conocer la naturaleza y funcion del
endotelio para entender los mecanismos por los
que alteraciones en su funciéon pueden conducir
a eventos morbidos.

Normalmente, los vasos sanguineos estan
dinamicamente sometidos a fuerzas ejercidas
por accion de la presion sanguinea (stress
circunferencial) y por accion del flujo de sangre,
cuyo perfil de velocidad ejerce sobre la capa
celular mas interna de la pared, el endotelio, un
efecto mecanico conocido como tension de

cizallamiento parietal o wall shear stress (WSS)
[3]. La precisa caracterizacion del WSS en el
sistema arterial, es un punto critico si se busca
dilucidar los efectos espaciales y temporales del
cizallamiento sanguineo sobre la actividad
biolégica de la células endoteliales (CE).
Efectivamente, el WSS regula la morfologia de
las CE asi como su compleja actividad
biolégica. En experiencias in vivo, los campos
de velocidades eritrocitarias son asimétricos
debido a la geometria del sistema arterial y
como consecuencia de la variacion de las
componentes temporales y espaciales del flujo
pulsatil. En su impronta micro, el WSS ha sido
determinado por métodos directos e indirectos.
Los ultimos estan basados en el efecto de
anemometria térmica [4,5]. Este fendmeno se
fundamenta en la transferencia de calor por
conveccion, a través del WSS, proveniente de
un elemento resistivo calentado previamente.
En forma no invasiva se utiliza el ultrasonido
(efecto Doppler) o la resonancia magnética
nuclear (MRI). Ambas tecnologias requieren de
una geometria conocida para correlacionar
adecuadamente y caracterizar el cizallamiento.
Debido a su caracter no invasivo, la resolucién
espacial cerca de la pared es dificultosa de
establecer.

Finalmente, es bien sabido que el &xido
nitico (ON) actia como un mensajero
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intercelular endotelial involucrado
mecanicamente en enfermedades vasculares,
tales como los accidentes cerebrovasculares, la
insuficiencia cardiaca crénica y la epilepsia.
Puede especularse que la actividad del ON,
relacionada a la funciéon endotelial, podria estar
reducida en la disfuncién endotelial sistémica y
la aterosclerosis.

El presente trabajo tiene como objetivo
primario el desarrollo de un banco de ensayos
in vitro, para la obtencién y procesamiento en
tiempo real de presiones, flujos, dimensiones
vasculares, campos de velocidades y WSS en
forma simultanea, mimificadas en un simulador
circulatorio hidraulico. Este desarrollo, patrén

oro del procesamiento de parametros
fisiologicos, posibilitara una inmediata
miniaturizacion, con miras al disefio de
biosensores  implantables e integrados

(bioMems), que constituye la segunda fase del
mismo. Estos ultimos contaran con capacidades
adicionales, tales como la medicién de
temperaturas, PH y ON. La caracteristica de
estos sensores permitira, en una primera etapa,
que puedan ser cronicamente instrumentados
en paredes arteriales con o sin placas de
ateroma, con y sin endotelio, en el banco de
ensayos disefiado a tal efecto. Posteriormente
se procedera a la experimentacion animal, con
el objetivo final de ser utilizados en arterias
humanas, posiblemente obtenidas en un banco
de 6rganos, en instancias mas alla del alcance
de este proyecto.

Material y Métodos

El abordaje de la tematica fue efectuado
integralmente desde las TICs, utilizando un
enfoque basado en tiempo real con alto poder y
velocidad de calculo, de modo obtener el patrén
oro requerido en estudios realizados en un
banco de ensayos in vitro. Consecuentemente,
la evaluacién integral cuenta con el desarrollo
de los siguientes subsistemas:

A. Mobdulo integrado de adquisicion y
procesamiento de senales fisiolégicas

Fue desarrollado con el objeto de acondicionar
y preprocesar las sefiales provenientes de
sensores de presion invasivos de alta respuesta
en frecuencia (Konigsberg instruments inc,
1200Hz, Pasadera, USA), sefiales de
velocimetria doppler multipuerta (VDM), sefiales
de diametros arteriales provenientes de cristales
piezoeléctricos (sonomicrometria) y sefales
provenientes de sensores de anemometria
térmica (WSS). Permite conectar los distintos
tipos de sensores, teniendo en cuenta que se
requieren 2 canales de diametros, 2 de
tonometria o mecanograficos, 3 canales de
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electrocardiografia (derivaciones ECG), 2 de
velocimetria doppler y 2 de presién invasiva
(Konigsberg). Para llevar a cabo el
preprocesamiento de las sefales y convertir al
modulo en un sistema semi-independiente, se
dispuso de un microcontrolador de bajo
consumo, con conversores analégico/digital
integrados (12bits, 5KHz max.) y una conexion
a PC. El sistema permite ademas, el ingreso de
imagenes (secuencias), provenientes de un
ecografo en modo B. Estas ultimas tienen un
formato estandar (NTSC/PAL) y pueden ser
ingresadas a través una placa digitalizadora de
imagenes. El software especializado se encarga
del procesamiento de las imagenes y su
almacenamiento en tiempo real, siendo critica la
velocidad de 15 imagenes/segundo, minima
indispensable para  adquirir  secuencias
completas. El software cuenta con un sistema
de visualizacién y almacenamiento simultaneo.
La placa de adquisicion dispone de una seial
de disparo que puede ser calibrada con la sefial
de ECG, proveniente del médulo de sefales,
para coordinar determinados estudios no
invasivos. Los algoritmos de procesamiento,
entre los que pueden destacarse técnicas de
identificaciéon de sistemas y aplicacién de la
transformada ondita, fueron desarrollados en su
totalidad bajo plataforma MatLab® (Mathworks
inc., Massachusetts, USA)

B. Sistema de circulacioén in vitro

Es un conjunto constituido por un motor de
corriente continua y una bomba centrifuga, de
manera de alcanzar la impulsion fluidica
requerida (1 L/min.). Para poder montar un
circuito de circulacién cerrado, se apeldé a un
reservorio de almacenamiento, que se comporta
ademas como una camara compliante, y a un
sistema de sujecion del segmento a estudiar.

Figura |.- Médulo Simulador Circulatorio de ensayos in
vitro, para medicién de presiones, diametros y perfiles de
velocidad Doppler.

El caracter pulsati de la circulacion se
sistematizé mediante un sistema de control
digital, desarrollado a tal efecto, utilizando como
senal de realimentacién la presién interna a la



Ibersensor 2010, 9-11 November 2010, Lisbon, Portugal

que se encuentra sometida el segmento (Figura
).
El sistema de sujecibn mencionado, sobre el
cual se monta el segmento, puede sumergirse
en una cuba con una soluciéon adecuada, bajo
un sistema de temperatura controlada. Como
objeto de analisis se utilizaron elastomeros, de
modulo elastico normalizado. La medicion del
gradiente de presion intraluminal fue realizada
mediante dos microtransductores de presion
Konigsberg, dispuestos en el segmento a 30cm
de distancia uno del otro. Las sefales se
digitalizaron a 200Hz, utilizando el mddulo de
adquisicion previamente descrito (A). El fluido
utilizado para alimentar el circuito hidraulico
consisti®© en una solucion de (glicerina
combinada con agua destilada y particulas en
suspensiéon (para la VDM), de manera de
obtener un grado de viscosidad similar a la del
flujo sanguineo (3.5 cP).

C. Médulo de simulacién numérica

El sistema de simulacion numérica y mecanica
mediante dinamica de fluidos computacional
(CFD), se gestd a partir de un cluster de
computadoras  equipadas con unidades
procesamiento grafico de propodsito general
(GPGPU), para el procesamiento de imagenes y
sefiales con alto rendimiento. Consiste en
cuerpos computacionales conectados a través
de una red de datos de alta velocidad, libre de
colisiones, por medio de placas basadas en el
protocolo Infiniband (velocidades de hasta 5
Gbps, libres de colisiones), vinculados a través
de un router especifico para el mencionado
protocolo.

D. Modulo ultrasénico para la medicién de
perfiles de velocidad

Para la medicién de los perfiles de velocidad
(correspondientes al fluido interior del segmento
bajo analisis), se utiliz6 un velocimetro
ultrasonico  multipuerta. Su  principio de
funcionamiento estd basado en el efecto
Doppler. El mismo permite la medicién en forma
simultanea de velocidades a diferentes
profundidades, de modo que se dispone de
informaciéon instantdanea de la velocidad
eritrocitaria, en cuanto a profundidad y tiempo.
La matriz de velocidades obtenida, constituyo el
patron de validacion de las simulaciones
numéricas y de mecanica computacional
mediante CFD, pertenecientes al madulo
detallado previamente (C).

E. Abordaje médulo MEMS para medicién de
tension de cizallamiento en tiempo real

Se parte del desarrollo de sensores
implantables, constituidos por una capa de
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Titanio y Platino embebida en un polimero
flexible. Los mismos operan bajo el principio de
transferencia de calor, que consiste en medir el
enfriamiento convectivo de un elemento
resistivo al ser sometido a temperatura, como
consecuencia del flujo circulante, del cual se
infiere el WSS [4,6]. Existe una relacién lineal
entre la potencia de entrada al sensor y el
cizallamiento a estimarse (VAR o WSS")
debiendo minimizarse de la pérdida de calor
hacia el sustrato [7]. La etapa de validacién sera
puesta en marcha durante la experimentacion
animal, contrastando simultdneamente con las
mediciones indirectas del WSS por Doppler.

F. Abordaje de sensores de oxido nitrico

La mediciéon de sefales biolégicas de ON posee
multiples aspectos a considerar. En primera
instancia, el ON in vivo posee un tiempo de vida
medio reducido, inferior a los 250ms, por lo cual
el sensor a desarrollar debe presentar una
respuesta elevada en frecuencia. Ademas de
ello, las concentraciones también son
reducidas, requiriendo simultdneamente alta
sensibilidad. Si bien las técnicas o6pticas o las
de deteccion quimica indirecta han demostrado
resultados sustentables, la reduccién-oxidacion
electroquimica (redox), en la superficie de un
electrodo, pareceria contar con las mejores
prestaciones para el sistema de deteccion que
se pretende desarrollar, debido a su capacidad
de respuesta a una amplia gama de
neuroquimicos [8]. La etapa de validacion se
pondra en marcha en la fase correspondiente a
la experimentacion animal.

Resultados

En esta primera fase, se configurd el Sistema
de circulacion in vitro (B), de modo de generar
una sefial de presion interna al segmento, de
frecuencia y morfologia especificas, acorde a un
estado fisiolégico similar al del comportamiento
arterial.

PROCESAMIENTO P1P2__ 120810

P1 [mmHg]

P2 [mmHg]

GP [mmHg/em]

Figura Il.- Panel superior: Senal de presioén, primer extremo
de medicién. Panel central: Senal de presion, extremo
opuesto. Panel inferior: Gradiente de presion resultante.
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Posteriormente, se adquirieron las sefiales de
presién intraluminal provenientes de los
sensores adheridos al segmento, con el objeto
de obtener el gradiente de presion
correspondiente (Figura Il). Simultdneamente,
se adquirié la matriz de perfiles de velocidad
mediante el modulo ultrasénico desarrollado a
tal efecto (Figura Ill). Las sefales en su
conjunto fueron pre-procesadas en el hardware
del médulo de adquisicion.

MEDICION PROFILOMETRIA: P__120810

v [emis]

Figura Ill.- Perfiles de velocidad de flujo obtenidos mediante
del Médulo Ultrasénico de adquisicién por efecto Doppler.

0.107997

Figura IV.- Panel superior: Simulacion numérica de la
distribucién del gradiente de presion del segmento bajo
estudio. Panel central: Distribucién del WSS. Panel inferior:
Perfiles de velocidad de flujo obtenidos (corte en U).
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El procesamiento final fue efectuado por el
software complementado al mismo, donde se
calcularon parametros instantaneos derivados,
tales como la velocidad central del fluido, WSS,
flujo instantaneo y diametro pulsatil, entre otros.
La conclusién del analisis consisti6 en la
transferencia de la totalidad de los datos
generados al modulo de simulacion numérica,
basado en CFD. Se obtuvo un esquema
dinamico en tres dimensiones del segmento
analizado, donde pudieron observarse los
parametros dinamicos de interés: gradiente de
presion, WSS y perfil de velocidades estimado
(Figura 1V). La capacidad computacional del
cluster permiti6 que la simulacién fuera
implementada practicamente en tiempo real.

Discusion

El objetivo primario de este trabajo consistio en
implementacién de un banco de ensayos in vitro
para la adquisicion de parametros fisiolégicos,
apelando técnicas de alto poder de célculo y en
tiempo real. El desarrollo permitié la medicion
simultanea de presiones, perfiles de velocidad y
dimensiones intraluminales, que fueron
procesados por un modulo de simulacion
numérica con resultados de rendimiento
temporal aceptables. Los resultados obtenidos
constituiran la informaciéon de validaciéon de los
biosensores en desarrollo y valida en una
segunda etapa, aquellos de los que ya se han
efectuado ensayos preliminares a escalas
superiores. El WSS se ha propuesto como el
factor fundamental en la localizacion
enfermedad aterosclerética. Esta hipotesis,
aunque apoyada por amplias pruebas en
cultivos celulares y estudios realizados en
modelos animales, ha sido dificil de probar en
seres humanos, debido a la larga latencia de la
aterogénesis y la complejidad de la
determinacion de WSS en arterias nativas. Las
técnicas mas exitosas para la determinacién del
WSS son altamente costosas y muy
dependientes de la geometria. Los datos
adquiridos, se utilizan posteriormente para su
tratamiento CFD, de manera de obtener el WSS
indirectamente en la interfase lumen-endotelial.
En contraste con la aterosclerosis, que lleva
afios en desarrollarse, los injertos de vena,
como los utilizados en cardiologia y cirugia de
bypass periféricos, generan estenosis a menudo
(en unos meses 0 unos pocos afos) derivada
de la hiperplasia miointimal. Es por ello que
constituyen un modelo adecuado para estudiar
la relacion del WSS con los fenémenos
relacionados con los crecimientos neointimales.
Para la correcta determinacion del WSS y sobre
todo de los efectos sobre la interfase lumen-
endotelio, se requiere de una medicién in situ
simultdnea de presiones, diametros, ON vy
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temperatura, esta ultima asociada también a los
fendmenos de disipaciéon de energia propios del
musculo liso (ML) de la pared arterial. La
mencionada accion relacionada con el ML, tiene
la misién de evitar que las altas frecuencias en
el pulso de la presion vascular injurien el tejido,
reduciendo las oscilaciones de la aceleracion
del estiramiento en la pared. Todas estas
mediciones, en adicion a la modelizacion en
tiempo real por CFD, permitiran tener una
completa caracterizacion de la pared arterial,
del flujo y de la interrelacion entre ambos a
través del WSS medido in situ, validado por
VDM. La medicion concomitante del ON
permitira conocer la actividad vasodilatadora de
las células endoteliales y su accion sobre el
musculo liso de la pared, evaluado a través de
la disipacion de energia. Estas mediciones se
realizaran en arterias con y sin endotelio y con y
sin placas de ateroma. Estos datos constituirian
el estandar oro primario y seran de gran utilidad
para los estudios no invasivos. No obstante, el
objetivo a posteriori es que esta plataforma sea
implementada a través de BioMems, de modo
que estos sensores puedan ser implantados en

la pared arterial de animales de
experimentacion, para lo cual el abordaje
computacional desarrollado en el presente

proyecto se trasladaria inmediatamente.
Finalmente, se manifiesta un analisis inédito del
WSS, que gracias a la potencia de calculo
podra ser también procesado en tiempo real
(recurriendo a la transformada ondita, bajo un
analisis temporal — frecuencial simultaneo), a fin
de encontrar marcadores de la dinamica
endotelial enmascarados en el mismo. Debido a
que estos ultimos se alteran en base a distintas
geometrias, pueden evaluarse cambios en la
dinamica endotelial, y su relacibn con la
liberacion de ON.

Conclusioén

En sintesis, el desarrollo de un simulador
circulatorio in vitro con técnicas de analisis de
del alto poder computacional, no solo constituye
un patrén de referencia en el estudio de la
actividad endotelial, sino que sienta las bases
fundacionales para el desarrollo de un
biosensor implantable integral.

Contar en un futuro con simultaneidad de
parametros relacionados con la actividad
arterial, adquiridos en tiempo real in vivo,
constituye uno de los mayores desafios que
enfrenta la compresion del fendbmeno de la
aterogénesis en los seres vivos. El analisis del
WSS vy su incidencia sobre el comportamiento
desarrollado por las células endoteliales,
representa en la actualidad uno de los objetos
de estudio de mayor prevalencia en el marco de
la medicina cardiovascular, consecuencia del rol
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ejercido por la disfuncién endotelial
marcador inicial de patologias vasculares.
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