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Introduccion - Doppler Ultrasonico
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Nos permitira medir el CBV (cerebral blood volume)
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Evans et al, Ultrasonic colour Doppler imaging (2011) y Szabo, Diagnostic ultrasound: imaging and blood flow measurements (2005)
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Introduccion - Imagenes ecograficas

¢Gomo se forma una imagen ecografica?

i o
ﬁm D—%L :§ e /\“ﬂu{\
4 Beamforming
A-mode B-mode



Introduccion - Imagenologia ultrarrapida
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Montaldo et al, Coherent Plane-Wave Compounding for Very High Frame Rate Ultrasonography and Transient Elastography (2009) IEEE Transactions on Ultrasonics, Ferroelectrics and
Frequency Control. Tanter and Fink, Ultrafast imaging in biomedical ultrasound, 2014 IEEE Transactions on Ultrasonics, Ferroelectrics and Frequency Control.



Dispositivo experimental

Sistema Vantage Verasonics en el Laboratorio de Actstica en IFFC

e  Ratones Wild Type y Trembler-J de 3 meses de edad

e Anestesia: solucion de Ketamina y Xylacina e

e  Control de temperatura (~37°C)

e  Depilacion de la cabeza

Sistema de
posicionamiento 3D

Sonda ultrasonica ,
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Adquisicion de imagenes - Ultrasonido Funcional
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Antecedentes

scientific reports Microscopia Confocal
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Inten5|ty distribution segmentation
in ultrafast Doppler combined

with scanning laser confocal
microscopy for assessing vascular
changes associated with ageing

in murine hippocampi

Maximiliano Anzibar Fialho%2:°, Lucia Vazquez Alberdi*®, Mariana Martinez>?,
Miguel Calero*, Jerome Baranger®, Mickael Tanter®, Juan Pablo Damian®, Carlos Negreira?,
Nicolas Rubido?’, Alejandra Kun®#" & Javier Brum!**

Imagenologia Doppler Ultrarrapida
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Antecedentes - Modelo Trembler-J (TrJ)

e TrJ es un modelo de la enfermedad Charcot-Marie-Tooth (CMT). Es la
principal neuropatia periférica hereditaria humana (1:2500). wid type (+/9) rembler-d (T

e TrJ porta una mutacion espontanea en la proteina de la mielina
compacta PMP22, idéntica a una mutacion humana observada en CMT.

e Su mayor expresion se observa en las células de Schwann mielinizantes,
se asocia a una afeccion del sistema nervioso periférico.
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Rosso et al, Early phenotypical diagnose in Trembler-J mice model (2010) Journal of Neuroscience Methods. Rosso et al, Myelinating and demyelinating phenotype of Trembler-J mouse (a
model of Charcot—Marie—Tooth human disease) analyzed by atomic force microscopy and confocal microscopy. (2012) Journal of Molecular Recognition.



Antecedentes - Modelo Trembler-J (TrJ)

Ultrasonido funcional

Mace et al, Functional ultrasound imaging of the brain (2011) Nature Methods.
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Damian et al, Central Alteration in Peripheral Neuropathy of Trembler-J Mice: Hippocampal pmp22 Expression and Behavioral Profile in Anxiety Tests. (2021) Biomolecules.
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Wilson et al, “Neonatal lead exposure impairs development of rodent barrel field cortex”, PNAS (2000) y Allen Atlas: Brain connectivity map



Mapas de activacion

Alta correlacion |2
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Activacion de S1BF - %CBV en cada pixel
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Seccionamiento de la imagen

O Primary somatosensory cortex,
barrel field (S1BF)

e Association cortex/ retrosplenial
dysgranular cortex (AC/RDC)

o Retrosplenial granular cortex
(RGC)
O Hippocampus (Hip)
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Senal temporal de la region S1BF

A partir de la respuesta al estimulo estudiamos
para ambos genotipos (WT y TrJ):

Correlacion

e Valor de correlacion de STBF
e Tiempo de respuesta: pendiente de la senal
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Resultados: respuesta al estimulo - correlacion
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(+) test t-student para datos normales (a = 0.05), (++) test Mann-Whitney para datos no normales (a = 0.05)



Resultados: respuesta al estimulo - pendiente

Comparacioén entre genotipos por estimulo (++)

Estimulo 1 | Estimulo 2 | Estimulo 3 | Estimulo 4

Ratones WT 10 10 10 9 1
Todos los estimulos (++)
Ratones TrJ 8 8 8 7
Mediana WT (%CBV/seg*px) |4.245 4.332 4.321 4.280 2T % % %k %k
Mediana TrJ (%CBV/seg*px) | 2.280 2.837 2.583 2.625 . ' '
D 15 .
P-valor <0.0001  |<0.0001  [<0.0001 | <0.0001 0
DIferenCIaS *kkk *kkk *kkk *kkk -kx .
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(+) test t-student para datos normales (a = 0.05), (++) test Mann-Whitney para datos no normales (a = 0.05)



Analisis: conectividad
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Resultados: conectividad fUS vs RS en WT

fUS (n=6)
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Resultados: conectividad en fUS
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Alteracion en la lateralidad de S1BF
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Resultados: conectividad en RS
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Conclusiones y perspectivas

e Afeccion en la via de los bigotes para Tr), marcada por la variacion en el tiempo de
respuesta y la correlacion con el estimulo.

e Laconectividad se ve afectada, tanto en el experimento realizando el estimulo (fUS)
como en el estado de RS, sugiriendo cambios en la dinamica vascular a nivel central
en el modelo Tr). Es la primera vez que se describen alteraciones vasculares en TrJ,
como componente del fenotipo neurodegenerativo CMT1E.

e [l ultrasonido funcional resulta una técnica no invasiva capaz de detectar variaciones
neurovasculares, y |a posibilidad de realizar un seguimiento del sujeto de estudio en el
desarrollo de la enfermedad (Ej: tratamiento con Curcumina)

e Unico laboratorio a nivel regional actualmente realizando fUS

e |mplementar la técnica de “Ultrasound Localization Microscopy (ULM)” y
ULMF

Imagen: Errico, C., Pierre, J., Pezet, S. et al. Ultrafast ultrasound localization microscopy for deep super-resolution vascular imaging. Nature 527, 499-502 [2&5].
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Anexos

Pixeles por areas
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(+) test t-student para datos normales, (++) test Mann-Whitney para datos no normales
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Matrices de conectividad (desviacion estandar) L

WT (n=6) TrJ (n=6)
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