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Caracterizacion de la Lampara Flash-LED: EBNeuro Usada
para Adquirir Potenciales Evocados Visuales en Ratas

Characterization of the Flash-LED Lamp: EBNeuro Used to Acquired
Visual Evoked Potentials in Rats

Z. Ortiz-Arzate', M. A. Camacho-LdpeZ., P. Ballesteros-Zebadua?, J. Franco-Pérez?, C. Trevifio-Palacios®, R. Oros-Pantoja’
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RESUMEN

La sefal de la amplitud en analisis de Potenciales Evocados Visuales (PEVs) es una variable que depende del tipo
de los electrodos, de la fuente luminosa, del estimulo visual y por consecuente, de la intensidad luminosa por lo
que es fundamental reportarla para cada disefo experimental y asi, garantizar su reproducibilidad. El objetivo de
este trabajo es caracterizar una lampara con 96 LEDs para la adquisicion de PEVs en ratas. Se midi6 la iluminancia
y la intensidad luminosa promedio en un sistema espacial XYZ de 8 cm? aplicable a un sistema estereotaxico para
la fijacion de ratas. Se realizaron desplazamientos cada 2 cm en cada plano. Se observo que debido a la distribucién
geomeétrica de los LEDs la distribucion de la iluminancia no sigue la ley del inverso cuadrado, ya que aumenta con-
forme lalampara se aleja. Finalmente, se seleccion6 una coordenada para la colocacion del ojo de la rata empleando
una intensidad luminosa promedio para la adquisicion del PEV de 1.043 cd e iluminancia de 128.77 luxes a una
distancia ojo-lampara de 9 cm. Una vez caracterizada la intensidad luminosa y de acuerdo con los PEVs obtenidos,
esta lampara puede utilizarse para estudios PEV en ratas en investigaciones posteriores.

PALABRAS CLAVE: Lampara Flash-LED; iluminancia; intensidad luminosa; Potenciales Evocados Visuales; ratas.
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ABSTRACT
Signal amplitude for recordings of Visual Evoked Potentials (VEPs) is a variable dependent on the type and position
of the electrodes, the source, the stimulus and consequently the luminous intensity; therefore, it is relevant to
report it to assure experimental reproducibility. The objective of this work is to characterize a flash lamp with 96
LEDs in order to perform the acquisition of VEPs in rats. We measured the illuminance and mean light intensity on
a space system XYZ of 8 cm3 corresponding to a stereotaxic frame for rodents. Displacements were performed every
2 cm in each plane. Because of the geometric distribution of the LEDs in the EBNeuro lamp the spatial distribution
of illuminance does not follow the law of the inverse square, because the illuminance increases with the distance
to the lamp. Finally a spatial coordinate was selected for the rat eye positioning were the mean luminous intensity
was 1.043 cd and 128.77 luxes of illuminance at an eye-lamp distance of 9 cm. According to the obtained VEPs and
spatial characterization this lamp can be used for the acquisition of recordings PEV in rats for further investigations.

KEYWORDS: Flash-LED lamp; illuminance; luminous intensity; Visual Evoked Potentials; rats.

Correspondencia Fecha de recepcion:

DESTINATARIO: Miguel Angel Camacho Lépez 27 de junio de 2017
INSTITUCION: Universidad Autonoma del Estado de
México (UAEMéx)

DIRECCION: Laboratorio de Fotomedicina, Biofoténica y 8 de noviembre de 2017

Fecha de aceptacion:

Espectroscopia Laser de Pulsos Ultracortos, Facultad
de Medicina, Universidad Auténoma del Estado de
México, Jesus Carranzay Paseo Tollocan S/N, C.P.
50120, Toluca, Estado de México, México

CORREO ELECTRONICO: macamachol@uaemex.mx




Z.0rtiz-Arzate. Caracterizacion de la Ldmpara Flash-LED: EBNeuro Usada para Adquirir Potenciales Evocados Visuales en Ratas 23

INTRODUCCION
Los Potenciales Evocados Visuales (PEVs) son pruebas
neurofisiologicas que se consideran no invasivas y tie-
nen como objetivo medir la integridad de la via visual.
El estudio se lleva a cabo registrando electrografica-
mente la actividad combinada de potenciales postsi-
napticos generados a nivel de la corteza estriada 3.

Los PEVs han sido usados en investigaciones para
estudios farmacologicos y en la evaluacion de efectos
neuroprotectores, ya que proporcionan un medio para
monitorear la actividad neural y el procesamiento sen-
sorial in vivo. Los PEVs han sido adquiridos en diver-
sos modelos animales . Sin embargo, las ratas son la
especie mas utilizada en laboratorio para estudios de
PEVs, debido a que son de facil acceso y poseen un
ciclo de crecimiento corto . Los registros de PEVs han
sido descritos en la literatura considerando parame-
tros como el tipo de electrodo y la fuente de estimula-
cion 25101 Sin embargo, hay escasos reportes en los
que se ha medido la intensidad luminosa suministrada
para la adquisicion del registro de PEVs. Esto es muy
importante ya que garantiza la reproducibilidad de los
resultados de PEVs, independientemente del modelo
experimental empleado. Actualmente se desconoce la
caracterizacion espacial de la intensidad luminosa de
una lampara con un conjunto de miltiples LEDs, dise-
fiada para estudios neurofisioloégicos en seres huma-
nos, la cual se empleara en la adquisicion de PEVs en
rata (marca EBNeuro-Italia).

El propésito de esta investigacion fue caracterizar
espacialmente la intensidad luminosa promedio de la
lampara Flash LED (marca EBNeuro-Italia) para eva-
luar si es apta como fuente de estimulacion visual para
la adquisicion de PEVs en un modelo murino.

La metodologia propuesta consiste en evaluar la dis-
tribucion de iluminancia a partir de la medicién de los
luxes a cada 2 cm de distancia en un espacio XYZ de 8
cm3 usando un marco estereotaxico para roedores. La

intensidad luminosa promedio se calcul6 a la distancia
mas cercana y mas lejana de la lampara. Finalmente, a
partir de los datos de iluminancia y de la intensidad
luminosa promedio se obtuvo un PEV en rata.

Lampara Flash LED
(0,7,0)

2

Luxémetro a 7 cm
de la ldmpara

W
Desplazamientos
cada 2 cmen los

ejes XYZ*

Medir
iluminancia
(luxes)

Medir
intensidad
luminosa
promedio

Registros
de PEVs en
rata

* Desplazamientos con respecto a la lampara. Plano X:
Lateral , Plano Y: Longitudinal y Plano Z: Vertical . ** La
intensidad luminosa promedio se calcul6 a7 cmy a 15
cm de la l[dmpara.

FIGURA 1-A. Metodologia propuesta.

MATERIALES Y METODOS

En primera instancia, fue necesario un medidor digital
de luminancia (luxémetro HER-410, Japon), este instru-
mento cumple con el espectro de color estandar que
establece la Comision Internacional de Iluminancia
(CII). El luxémetro cuenta con un fotodiodo de silicio
con filtro como sensor con dimensiones de 83x52x20.5
mm y con una precision de respuesta de +/- (5% + 2d) 4,

El dispositivo empleado para estimulacion visual fue
la lampara Flash LED stimulator (Modelo BE Plus,
EBNeuro S.P.A, Italia) diseflada con propoésitos médi-
cos para la adquisicién de PEVs acoplado a un sistema
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de registros electroencefalograficos (EEG). La lampara
es un estimulador fotico que genera flashes de dura-
cion corta de luz blanca por medio de 96 LEDs de
estado s6lido con una distribucion rectangular y con
dimensiones de 20.95x6.35x5.08 ¢cm y un peso de
201.28 g. Los flashes se controlan desde el host de una
PC tipicamente sobre una tasa de repeticion de entre 1
y 60 Hz. La lampara emite un flujo luminoso estandar
de 182.4 liimenes. La duracion de los flashes es de 5 ms
(milisegundos). Sus interfaces son un cable macho
TRIAD de 5 pines, una fuente de alimentacién y la
sefial de control (disparador). La tasa de disparo de
flashes es de 60 por segundo (control externo). Las
respuestas a los estimulos visuales se registraron
mediante un sistema electrografico (EBNeuro, Italia) y
se amplificaron con una configuracién de filtros pasa
banda bajo y alto de 1 y 100 Hz, respectivamente
(NEMUS 2 Amplificador, EBNeuro, Italia) "?. Para el
estudio se us6 una tasa de disparo de flash de 100 Hz
con una anchura de pulso de 20 ms.

El espacio tridimensional fue definido por un marco
estereotaxico normalmente empleado para cirugia de
roedores guiada mediante coordenadas (Kopf, Estados
Unidos). La metodologia propuesta para realizar la
caracterizaciéon de la lampara se divide en tres etapas,
como se muestra en la Figura 1a.

La lampara se coloc6 en la posicion inicial o de origen
(0,7,0) y a partir de este punto se realizaron los despla-
zamientos a cada 2 cm a lo largo de los planos XYZ,
adquiriéndose 15 valores por cada posicion. El luxo6-
metro se fijo a la torre de estereotaxia a la altura del
porta canula de esta manera se garantizo el libre movi-
miento a través del espacio en estudio. La coleccion de
datos se realiz6 bajo la luz natural del ambiente y se
tomaron en cuenta los luxes iniciales para la correc-
cion de la iluminancia por fondo.

El espacio definido del marco estereotaxico fue un
cubo de 8 cm de longitud (ver Figura 1b).

Q31 yseld eredwe

7 cm

FIGURA 1-B. Distribucién del espacio coordenado para
evaluacion de la intensidad promedio de la lampara LED
para su uso en un modelo en rata. Se muestrala
coordenada inicial en la que se colocé el luxémetro (0,7.0)
a partir de la cual se hicieron desplazamientos de 2 cm.

Adquisicion del Potencial
Visual Evocado en rata

De acuerdo con la intensidad luminosa promedio eva-
luada, se seleccionoé lailuminancia de 128.7 luxes corres-
pondiente a una intensidad luminosa promedio de
1.043 cd observada a 9 cm de la lampara en la coorde-
nada (2, 9,-4) donde se colocé el ojo de la rata. Se selec-
ciond esta posicion de la lampara por tratarse de una
posicion facilmente reproducible con base a referencias
fisicas del marco estereotaxico. Se adquirié un PEV a
esta intensidad luminosa empleando ratas Wistar (n= 4)
con peso de 230-260 g. Los animales se mantuvieron en
cajas esterilizadas con camas de aserrin a 24 + 1 °C de
temperatura, 85% de humedad y ruido constante con
periodos de luz/oscuridad de 12/12 h. La manipulacion
de los animales se realizo bajo las regulaciones especifi-
cadas por el Comité de Uso y Cuidado Animal del
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel
Velasco Suarez y también de acuerdo con las reglas y
regulaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999. Los animales fueron anestesiados con una
mezcla de ketamina: xilazina (80:10 mg/kg).

Mediante una intervencion quirargica se implant6 el
electrodo de referencia y el electrodo activo. El elec-
trodo de referencia fue colocado 5 mm atras de bregma
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y el electrodo activo 7 mm delante de bregma y lateral a
3 mm de la linea media . El electrodo tierra se coloco
en la oreja de la rata. Para garantizar una buena absor-
cion de luz se coloco un midriatico (T-P Ofteno, Sophia)
en el ojo izquierdo de la rata y se adapt6 a oscuridad por
5 min, posteriormente se adquirio6 el PEV. Se analiz6 la

latencia y la amplitud de los componentes PEV: P1, N1,
P2, N2y P3.

ANALISIS DE RESULTADOS

Distribucion de la iluminancia
Se estudio6 la distribucién de la iluminancia de la Iam-
para sobre el espacio del marco estereotaxico usado en
ratas y se encontré como la iluminancia cambia con la
posicion vertical o plano Z del luxémetro (de arriba- a

abajo). La iluminancia minima (92.57 + 9.19 luxes) y

maxima (546.90 + 10.472 luxes) se encontraron a una
distancia Y entre la lampara y el luxémetro de 7 cm en
las coordenadas (4,7-4) y (0, 7,4), respectivamente. La
coordenada (4,7,-4) representa el extremo derecho de
la lampara a una distancia de 7 cm del luxémetro en la
posicion inferior del espacio y la coordenada (0,7,4) es

el centro de la lampara en X a 7 cm de distancia del
luxémetro en la posicion superior del espacio Z. La
distribucién de la iluminancia en el espacio XZ para
cada valor de Y se muestran en las Figuras 2.1-2.5.

Distribucion de Intensidad
Luminosa Promedio

La intensidad luminosa promedio se calcul6 en uni-
dades de candelas (cd) y fue la resultante del producto

de la iluminancia (luxes) y la distancia al cuadrado

entre la lampara y el luxémetro (m?). En la Figura 3 se

muestra la distribucién de la intensidad luminosa pro-
medio en el plano X con respecto a los valores extre-
mos (superior e inferior) de la coordenadaZ (z=4yz=
-4, respectivamente). La intensidad luminosa prome-

dio maxima y minima fue de 4.494 + 0.109 cd y de

0.455 + 0.012 cd localizadas en las coordenadas (0,15,4)
y (4,7,-4), respectivamente.

21 y=7Tcm

g

R e

uminancia Quxes)
2888

$R88
ottt

2B

flurminancia (uxes)

FIGURA 2. Distribucion de la iluminancia de la Lampara
Flash LED: EBNeuro. Las imagenes 2.1a 2.5 muestran grafi-
cas de superficie de la distribucién de iluminancia sobre el
plano X a cada 2 cm desplazados sobre el eje Y.
Considerando como punto de origen (0,7,0) de lalampara.
La iluminancia se cuantificé en unidades de luxes.
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La coordenada (0,15,4) representa el centro de la lam-
paraen el plano X a 15 cm de distancia de lalampara en
la parte superior del espacio y la coordenada (4,7,-4)
representa el extremo derecho de la lampara a 7 cm de
distancia a la lampara de la parte inferior del espacio
estereotaxico. Por lo tanto, la mayor cantidad de luz se
concentra en la parte central del marco estereotaxicoy
disminuye conforme se aproxima a los extremos. A
partir del punto de origen, la intensidad luminosa pro-
medio se incrementa conforme la lampara se aleja;
hallando el valor maximo de intensidad a 15 cm de la
lampara y la minima a 7 cm. El comportamiento antes
descrito se visualiza en la Figura 3.
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FIGURA 3. Perfiles de intensidad luminosa promedio
en el plano X. 3a) Minima (z = -4) y 3b) Maxima (z = 4).
Los datos muestran el valor promedio + error estandar.
*Denota el perfil de intensidad luminosa promedio
minimo y maximo correspondiente.

Potencial Visual Evocado en ratas
Enla Figura 4 se muestra la traza de un PEV adquirido
en ratay en la Tabla 1 se muestran los valores de laten-
cia y amplitud de los componentes de PEV.
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FIGURA 4. Representacion de un Potencial Evocado Visual
experimental en rata. Software: Galileo NT.

TABLA 1. Comparacion de latencia y amplitud de PEV
en ratas obtenidos con valores previamente publicados.

Componente Latencia (ms) Amplitud (uV)
Ortiz Z. Ref. [2] Ortiz Z. | Ref. [2]

P1 421428 | 2409+1.6 |[P1-N1| 231 28
N1 723+4.38 36.29+ 1.6 | N1-P2 7.8 36.09
P2 100.1+5.8 | 56.21+£2.5 |P2-N2| 11.82 | 41.65
N2 131.3+1.4 | 8533+6.3 |N2-P3| 5.99 66.23
P3 1523+£7.2 | 163.29+7.2

Los valores de latencia y amplitud se muestran como el valor promedio

+ desviacion estandar.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Dentro del procedimiento para la adquisicion de PEVs
es fundamental proporcionar un valor de la intensidad
luminosa que posee el estimulo visual para lograr ini-
ciar la cascada sinaptica que inicia en la retina y fina-
liza en la corteza visual, de esta manera poder colectar
una traza electrografica que permita realizar la evalua-
cion de la via visual en estudio. En el presente trabajo
fue posible conocer la intensidad de luz promedio
suministrada por la lampara EBNeuro con un arreglo
de 96 LEDs para la adquisicion del PEV en ratas a partir
de variables fotométricas como la iluminancia y la
intensidad luminosa promedio.

La distribucién de intensidad luminosa promedio de
la lampara Flash LED a través del marco estereotaxico
muestra un fendémeno 6ptico que va aparentemente en
contra de la ley del inverso al cuadrado de la distancia
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para fuentes puntuales de la luz (I a 1/r?), ya que la
lampara Flash LED EBNeuro tiene un arreglo geomé-
trico definido (rectangular) de LEDs que se comporta
como una fuente extendida. En el intervalo de 7 cm a
15 cm de distancia lampara-luxémetro no logra com-
portarse como una fuente puntual. Por esta razoén, el
valor maximo de la iluminancia se encuentraa 15cmy
no a 7 cm como debiera esperarse al existir menor dis-
tancia entre la lampara y el medidor luminico. A
menor distancia de la lampara hay una menor ilumi-
nancia ya que hay menor contribuciéon de los 96 LEDs
y viceversa a 15 cm. Si la cuantificacion de iluminancia
se realizara a distancias mayores de 15 cm segura-
mente la iluminancia aumentaria hasta lograr que la
lampara se considere una fuente puntual y asi, la ilu-
minancia seria proporcional al inverso del cuadrado de
la distancia.

La latencia de los componentes tardios (N2 y P3) de
los PEV en ratas muestran una variabilidad que puede
deberse a la forma de metabolizar la anestesia la cual
es variable entre cada animal y ante el estimulo visual
de luz blanca puede estimular el nivel de conciencia.
Sin embargo, la desviacion estandar observada es
similar a los reportados en otros modelos experimen-
tales en roedores previamente publicados ®. En la
Tabla 1 se muestra una comparacion de valores obteni-
dos de latencia y amplitud con los reportados en la
literatura. La forma del potencial registrado electro-
graficamente (Figura 4) y los valores de latencia para
los diferentes picos son similares a los reportados por
You et. al. 2. Claramente se observan diferencias en la
amplitud, las cuales pueden deberse a las diferencias
del estimulo empleadas en la intensidad luminosa, ya
que en éste trabajo se utiliz6 una intensidad luminosa

promedio de 1.043 cd y You et. al. emplearon una
intensidad de 3 cd observandose por ello, un claro
incremento en la amplitud de la respuesta como es de
esperarse. También pueden influir otras variables
como el tipo y posicionamiento del electrodo usado, la
fuente de estimulacion, el tipo de anestesia o el disefio
experimental.

Otro punto importante, es el medidor de luz utilizado
en la presente investigacion, el cual es un instrumento
sencillo, de bajo costo y empleado principalmente para
propositos fotograficos, sin embargo, comprobamos
que puede arrojar datos confiables. Para demostrarlo,
se cuantifico la intensidad luminosa promedio a 15 cm
con nuestro disefo experimental y se comparé con el
valor reportado en la literatura  siendo de 3,39 + 0.57
cd y de 3 cd, respectivamente.

Finalmente, con la metodologia propuesta se logro la
caracterizacion de las variables fotométricas como la
iluminancia y la intensidad luminosa promedio de la
lampara Flash LED: EBNeuro dentro del espacio tridi-
mensional del marco estereotaxico empleado para
estudios en ratas bajo anestesia. La caracterizacion
espacial de la intensidad luminosa promedio y la
adquisicion de PEVs en ratas mostraron que la lampara
puede ser usada como fuente de estimulacion visual
en un modelo murino para estudios de investigacion.
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