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RESUMEN

Las técnicas de analisis del EEG se han convertido en una herramienta de gran
utilidad para evaluar de la actividad cerebral e interacciones entre regiones
corticales. Hasta el momento, se ha estudiado el efecto en de algunos farmacos
en el EEG mediante andlisis espectral y en menor medida mediante algunas
técnicas lineales y no lineales de acoplamiento. Recientemente se han disefado
nuevos indices basados en las fases de la sefal robustos a problemas como el
retraso de fase y el volumen conductor, los cuales han demostrado buenos
resultados en campos como el diagndstico de la enfermedad de Alzheimer. En el
presente proyecto se ha estudiado el efecto del farmaco psicoactivo alprazolam
mediante nuevas técnicas que no han sido anteriormente utilizadas para la
determinar de la conectividad cerebral bajo farmacos, como son el Phase-Lag
Index, el Weighted Phase Lag Index y la Imaginary Coherency, con el objetivo de
evaluar la idoneidad y eficacia de los nuevos indices para el analisis de
conectividad cerebral bajo la influencia de farmacos. Los resultados de estos tres
indices sobre la sincronizacion en la banda alfa 1, una de las bandas mas
afectadas por el alprazolam, concuerdan con el efecto farmacoldgico medido por
la concentracion sanguinea.

RESUM

Les tecniques d’analisis del EEG s’han convertit en una eina de gran utilitat per
avaluar l'activitat cerebral y les interaccions entre regions corticals. Fins a dia
d’avui, s’'ha estudiat I'efecte en alguns farmacs en el EEG mitjancant analisis
espectral i en menor mesura algunes tecniques lineals i no lineals d’acoblament.
Recentment s’han dissenyat nous indexs basats en les fases de la senyal
robustos a problemes com el retard de fase i el volum conductor, els quals han
demostrat bons resultats en camps com el diagnostic de la malaltia de
I’Alzheimer. En el present projecte s’ha estudiat el efecte del farmac psicoactiu
alprazolam mitjangant noves técniques que no han estat previament utilitzades
per determinar la connectivitat sota efectes farmacologics, com son el Phase-Lag
Index, el Weighted Phase-Lag Index i la Imaginary Coherency, amb |‘objectiu
d’avaluar la idoneitat i eficacia dels nous indexs per l'analisi de connectivitat
cerebral amb farmacs. Els resultats d’aquests tres indexs en quant a la
sincronitzacio a la banda alfa 1, una de les bandes més afectades per
I'alprazolam, concorda amb l'efecte farmacologic mesurat per la concentracié
sanguinia.



ABSTRACT

EEG analysis techniques have become a very useful tool to assess brain activity
and the interactions between cortical regions. The effects of some drugs have, so
far, been studied using spectral analysis and, to a lesser extent, some linear and
non-linear techniques. New indexes have recently been designed based on the
synchronization of phases. These indexes are more robust in phase lags and duct
volume and have proved good results in some fields, such as diagnostics in
Alzheimer illness. In this project it has been studied the effect of the
psychoactive drug alprazolam using new techniques never used before in order
to determine cerebral connectivity under drug effects, such as Phase-Lag Index,
Weighted Phase Lag Index and Imaginary Coherency. The purpose is to assess
the suitability and effectiveness of the new indexes for the brain connectivity
analysis under the drug influence. The results of these three indexes of
synchronization in the alpha-1 band, one of the most affected bands by
alprazolam, match with the pharmacological effect measured by blood levels.



CAPITULO 1:
INTRODUCCION

En éste capitulo se realiza una descripcion de las ideas, métodos y conceptos
generales para facilitar la comprension del trabajo realizado y describir la
terminologia utilizada en el presente documento. Ademas, también se valora la
importancia diagndstica y clinica de los estudios mediante senales
electroencefalogréficas.

1.1. Anatomia basica del cerebro

El sistema nervioso central (SNC) esta compuesto por dos estructuras conocidas
como médula espinal y encéfalo, que se encargan de controlar todas las
funciones del organismo enviando impulsos y flujos de informacién mediante
varios tipos de células nerviosas organizadas. Se estima que tenemos entre 50 y
100 mil millones de neuronas [Andreasi, 2000, Williams y Herrup, 1988], las
cuales ademas de recibir la informacidén captada por los receptores, la procesan y
generan respuestas.

El encéfalo esta compuesto por tres partes: el cerebro, el cerebelo y el
tronco encefdlico. El cerebro es la parte mas voluminosa dividida en dos
hemisferios y separados por un surco central llamado cisura longitudinal. La
regidon mas voluminosa e interna del cerebro se compone de una sustancia
blanca estructurada por fibras nerviosas, donde los denominados surcos
diferencian cuatro zonas llamadas lébulos:
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e El I6bulo temporal, que estad basicamente relacionado con la memoria. La
parte dominante engloba el recuerdo de palabras y nombres de objetos,
mientras que la no dominante trata la memoria visual como el
reconocimiento de caras e imdagenes.

e El Iobulo parietal, que se encarga de procesar la informacion sensorial
procedente de diversas partes del cuerpo, el conocimiento de los nimeros,
calculos y manipulacién de objetos.

e El Iébulo frontal, relacionado con el control de los impulsos, el juicio, la
memoria funcional a corto plazo, el comportamiento sexual, las funciones
motoras, la socializacién y la espontaneidad. Esta region regula la
planificacion, la conducta y la coordinacién motora.

e Finalmente, en el I6bulo occipital reside las funciones visuales, por lo que
esta region regula y procesa nuestra capacidad para ver, y también para
interpretar lo que vemos.

Surco central

Lébulo parietal
Lébulo frontal
Surco
parietooccipital

Lébulo
occipital

Lébulo temporal

Cerebelo
Surco lateral

Figura 1. Lobulos y surcos del encéfalo Reproducido de [Guerri et al, 2014]

Una parte de relevante importancia en el cerebro es la corteza cerebral. Se
trata de un tejido nervioso externo a la sustancia blanca, formado por sustancia
gris que envuelve los dos hemisferios, en la cual se desarrollan la percepcidn,
imaginacién, memoria, el juicio y la decisién. Esta circunvolucionado, por lo que
se calcula que su superficie total podria alcanzar aproximadamente 2500 cm?. Es
una zona que incluye alrededor de 10.000 millones de neuronas que producen 50
trillones de sinapsis, por lo que se considera un area de gran actividad neuronal.
Tiene un espesor entre 2 y 4 mm y se divide en 6 capas diferenciadas por su
densidad vy la disposicion de las células que contienen. La corteza se compone de
cinco tipos de células: piramidales, estrelladas, fusiformes, horizontales de Cajal,
y de Marinotti. Las mads abundantes son las piramidales, las cuales estan
direccionadas perpendicularmente a la superficie de la corteza y actlan como
dipolos [Romano, 2012].

En 1909 se empezaron a diferenciar areas definidas y numeradas en la
corteza por su citoarquitectura, es decir, por la disposicién de las células. Dichas
regiones se conocen como areas de Brodmann. Posteriores estudios de
estimulacién cortical demostraron que las 52 areas propuestas por Korbinian
Brodmann en sus inicios, se asocian a diversas funciones de nuestro organismo
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como el sistema motor, sensitivo, visual, etc. Gracias al conocimiento de éstas
regiones asociadas a funciones concretas y a la capacidad de leer las sefiales de
origen cerebral se pueden diagnosticar, estudiar y analizar patrones o
alteraciones en zonas localizadas, para un posterior tratamiento o avance
cientifico-médico [Irauarrizaga y Miguel, 1999].

1.2. Sefales biomédicas de origen cerebral

Las senales eléctricas de origen cerebral se pueden registrar dando lugar a lo
que se conoce como electroencefalograma (EEG). La electroencefalografia es una
técnica que consiste en la medicién del voltaje generado por la actividad
cerebral, que puede registrarse mediante electrodos a nivel sobre el cuero
cabelludo (de manera minimamente invasiva) o a nivel interno (de manera
invasiva).

1.2.1. Neuroelectrofisiologia del encefalograma

La neurona es la unidad estructural y funcional mas pequefa del sistema
nervioso cuya principal caracteristica es la excitabilidad de su membrana
plasmatica. Se trata de una célula especializada en la recepcidon de estimulos y
en la conduccién de impulsos nerviosos, formada por el soma (el cuerpo
celular), el axon (la parte mas larga, por donde viajan los impulsos), y las
dendritas, que salen del soma y son las prolongaciones receptoras.

La comunicacidon neuronal o transmision de informacién que constituye el
lenguaje bdsico del sistema nervioso se conoce como sinapsis. Esta hace
referencia a la conexidon entre dos neuronas, una pre-sindptica o transmisora y
otra post-sinaptica o receptora del estimulo. La sinapsis puede ser eléctrica o
quimica. En la eléctrica se transmite por un potencial de accién que fluye por los
canales proteicos unidos (llamados conexones) entre la presinaptica y la
postsinaptica, y dicha transmision puede ser bidireccional. La sinapsis quimica
tiene un espacio sinaptico entre las dos neuronas donde pasan los
neurotransmisores de una membrana a otra, y este caso la comunicaciéon es
unidireccional.

(A) (B)

Célula
presindptica ,

Membrana
=

celular \
Alin]] axénica

Uni6h de Célula Canal
hendidura  poswsindptica’ idnico

Figura 2. (A) Sinapsis quimica. (B) Sinapsis eléctrica. Reproducido de [Giovanna, 2011]



Aitana Sabater Camps

La activacion de los canales proteicos es debida al cambio morfoldgico
inducido por un neurotransmisor y deriva en un potencial de accién que se
propaga a lo largo de la membrana plasmatica de la célula nerviosa. El potencial
en reposo de la membrana es de -70 mV, y aumenta por la recepcion de un
estimulo externo hasta un umbral (-60 mV) a partir del cual se produce la
propagacién a lo largo del axén independientemente de su intensidad.

Existen dos tipos de propagacion del potencial de accion:

= Potencial Post-Sinaptico Excitatorio, producido cuando el neurotransmisor
abre los canales de sodio y la membrana se despolariza.

= Potencial Post-Sinaptico Inhibitorio, debido que el neurotransmisor abre
los canales de potasio y/o de cloro, produciendo la hiperpolarizacién de la
membrana.

Los potenciales individuales se suman en el tiempo y espacio. La suma
temporal sucede cuando dos o mas impulsos llegan a la misma neurona con una
diferencia temporal y provienen del mismo terminal. La suma espacial sucede
cuando dos o mas impulsos llegan a terminales diferentes de la misma neurona.
La propagacion de todos los potenciales de accidon genera una intensidad de
corriente que circula a grandes velocidades en las redes neuronales, razéon por la
cual es posible captar una diferencia de potencial entre dos puntos de la corteza.

Se considera que la diferencia de voltaje registrada en los electrodos es
debida a la excitabilidad de las células piramidales de la corteza cerebral,
orientadas perpendicularmente a la superficie de la misma, que actian como
dipolos eléctricos por su morfologia, y contribuyen sumando sus potenciales de
accion. Dado que en un registro normal se recoge la actividad de miles de
neuronas, para poder conseguir una actividad global minima se requiere la
sincronizacion de éstas.

1.2.2. Caracteristicas del electroencefalograma

El registro de EEG presenta caracteristicas comunes variables como la amplitud y
la frecuencia. Poseen una amplitud de 10 mV aproximadamente en registros
invasivos sobre el cértex cerebral, mientras que sobre el cuero cabelludo
disminuye entre 10 pV y 500 pV, clasificable como baja (inferior a 30 pV), media
(de 30 a 70 pV) y alta (superior a 70u V) [Astolfi et al, 2010].

En general las frecuencias se mueven entre 0,5 y 40 Hz y dependen del
grado de actividad del cortex. Desde los inicios de la electroencefalografia se han
descrito cinco tipos de ondas o ritmos caracteristicos pero no hay unanimidad
clara en la definicién de sus rangos de frecuencia (véase figura 3).
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Figura 3. Frecuencias tipicas EEG. Reproducido de [Alonso et al, 2010]

Ritmos caracteristicos EEG:

Delta (8) - Oscilaciones con frecuencias menores a 3,5 Hz, normalmente de
gran amplitud que son un elemento caracteristico del suefio profundo o de
condiciones patoldgicas como el coma o algunas formas tumorales. Su
amplitud varia entre 20 y 200 pV.

Theta (0) - Frecuencias de 3,5 a 7,5 Hz, con gran amplitud, que se
registran durante algunos estados de suefio en nifios y adolescentes, y
también relacionadas con estados de placer, disgusto o somnolencia. De
localizacién principalmente parietal y temporal, su amplitud varia entre 5 y
100 pV.

Alfa (a) - Oscilaciones con frecuencias entre 7,5 y 13 Hz, se registran en
pacientes despiertos sin realizar actividades y en estado de relajacion.
Amplitud entre 10 y 200 pV y principalmente localizadas en la zona occipital.

Beta (B) - Ritmos oscilatorios con frecuencias entre 13 y 35 Hz. Aparecen
en las zonas parietal y frontal del cértex. Se relacionan con tareas de gran
actividad fisica y mental con un estado de concentracién elevado y con
diferentes patologias.

Gamma (y) - Este ritmo hace referencia a aquellas frecuencias de oscilacién
superiores a 35 Hz, que aparecen cuando el estado mental es de elevada
concentracion, elevada atencion, en la resolucion de problemas, y la
percepcién de estimulos. Es el ritmo con menor amplitud junto con la banda
beta, y puede variar entre 1 y 20 pV.
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En el registro del EEG se deben considerar varios tipos de artefactos que
influyen directamente en el andlisis de la sefal registrada y en el diagndstico.
Entre ellos se encuentran los producidos por los movimientos musculares y
oculares, la sudoracion, la respiracidon, el pulso, los propios electrodos, la
impedancia de la piel, el suministro eléctrico (interferencia de 50Hz) y otros
problemas técnicos, como se puede apreciar en la figura 4. Esta alteraciones de
la sefal deben ser tratadas con un preprocesado antes de analizar la sefial para
realizar un diagndstico adecuado [Casado y Serrano, 1997].

] L A
‘ il sudor —1——— Movimiento
e electrodos
-.WWJW Parpadeo ,,,r_‘ _,:,-u__-"’-._‘f._'- Movimiento
_g__r«_-ﬁ.,a.ﬂ,.,-ﬁ_..rw_',ﬂ,,, Y W= corporal
*L;,"' e L '_” -
N :‘ i — . .
I‘J’I ndh Ln‘]:lrj [, Fuente - ll v . Movimiento
'h-“ ' «'-” externa

L, s ocular
e, il A .

I Wern s ot b il
L WY pulsp

b N e )

Misculo

Figura 4. Alteracion en sefales EEG debidas a artefactos. Modificacion de [Guzman
(Neurofisiologia Granada)]

1.2.3. Adquisicién/Registro del EEG

La senal electroencefalografica se define como la expresiéon en tiempo continuo
de la diferencia de potencial registrada entre cada uno de los electrodos y el
electrodo de referencia. Pueden captarse mediante diversos procedimientos:
sobre el cuero cabelludo, en la base del craneo, en la corteza cerebral y en
localizaciones profundas del cerebro.

La configuracion mas habitual es la no invasiva, segun la cual se colocan
los electrodos sobre el cuero cabelludo en unas posiciones estandarizadas. Esta
estandarizacion es extremadamente importante para minimizar la variabilidad de
las sefiales y facilitar su interpretacién y comparacion entre diferentes estudios.
El denominado "“Sistema internacional 10-20” fue determinado en los afios 50
para globalizar la comparacion de resultados. El nombre deriva de la colocacidon
de los electrodos en las posiciones separadas bien un 10% o un 20% de los
puntos anatdmicos de referencia (nasion y inidn, véase la figura 5). Siguiendo
este sistema se codifica el nombre de los electrodos con letras que hacen
referencia a la zona anatdmica (Fp=frontal polar, F=frontal, T=temporal,
P=Parietal, O=occipital), mientras que su numero asociado es par para el
hemisferio derecho e impar para el izquierdo, y para los electrodos de la linea
central se utiliza la letra z en lugar de un nimero. Habitualmente en el sistema
internacional se utilizan 19 posiciones para el registro de EEG, aunque suelen

10
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registrarse mas canales de forma simultanea, en funcién de las posibilidades del
amplificador utilizado, por ejemplo para adquirir otras sefiales de interés como el
electroculograma.

Figura 5. Sistema Internacional 10-20. Reproducido de [Alonso et al, 2007]

La seleccion del electrodo de referencia en la adquisicidn de las sefiales es
también crucial para su posterior analisis comparativo con otros estudios, puesto
que depende de éste la morfologia y el voltaje de la sefial registrada. El mas
utilizado es el denominado “promediado mastoides”, que consiste en referenciar
todos los canales al promedio de las sefales registradas en ambos mastoides
(tras las orejas), y que ha sido la referencia utilizada en este estudio.

Sin embargo, existen otras opciones e incluso otras alternativas que
pueden obtenerse una vez ya registradas las sefiales, como el promedio comun
(consistente en referenciar cada uno de los canales al promedio de todos ellos),
u otros tipos de filtrado como el laplaciano superficial que calcula una estimacion
de la densidad de corriente radial que atraviesa el cuero cabelludo en un punto
restando la influencia de los demas electrodos [Astolfi et al, 2010] y que pueden
ser adecuados para estudios centrados en la actividad focal.

Registrar las sefiales EEG desde el cuero cabelludo tiene la desventaja que
existen varias capas con conductividades diferentes entre el electrodo y la fuente
de potenciales corticales que cubre, ademas el EEG proporciona una proyeccion
bidimensional de una realidad tridimensional y la propagacién de un mismo foco
a dos puntos donde registramos la sefial puede dar lugar a falsos positivos de
acoplamiento entre las sefiales. Este problema sumado a la propagacién por
tejidos externos al cerebro en el andlisis de sefiales EEG registradas en el cuero
cabelludo se le conoce como volumen de conduccion (VC) [Sherman vy
Walterspacher, 2006].

11
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1.3. Conectividad cerebral

El rapido procesado del flujo de informacion que lleva a cabo nuestro cerebro es
debido a la existencia de una conectividad entre sus diferentes regiones, lo que
nos permite ver y entender que sucede a nuestro alrededor y actuar en
consecuencia. Mediante el andlisis de la ésta conectividad podemos desde
evaluar cambios en el EEG en pacientes con patologias concretas, a evaluar,
como en éste trabajo, como afecta un farmaco a las diferentes regiones
cerebrales para entender en que zona aparecen efectos inducidos por éste.
Existen tres niveles de conectividad, conocidos como conectividad anatdmica,
funcional y efectiva:

La conectividad anatomica se refiere a las conexiones a nivel celular que
permiten el intercambio de impulsos, lo cual deriva en un flujo informacién
procesable. La caracterizacién de ésta conectividad engloba el nUmero de
conexiones sinapticas, el tipo de red (excitadora, inhibidora o moduladora)
y todas las diferencias a nivel estructural.

La conectividad funcional se basa en la dependencia estadistica entre
grupos de neuronas que representan la actividad neuronal. Suele
estudiarse mediante medidas no direccionales, como por ejemplo Ia
correlacién, que tratan de cuantificar el nivel de interaccion o similitud
electrofisioldgica entre dos o mas regiones cerebrales.

La conectividad efectiva en cambio, recoge los parametros de la
conectividad funcional y ademas le aporta una direccién de causalidad
entre regiones. Es decir, puede detectar que una zona previamente activa
ha influenciado a la activacion o aumento de actividad de otra zona
siempre con una interaccidn causal.

Ty

Conectividad
funcional

'Correlacion’

Sy - T e ~
Conec,tivi.dad / Analisis \ Cogfecctacgad
anatomica | conectividad | Causalidad’
"Tractografia' \_ completo / ausalida
A A
AN v \\\ ///

Este proyecto se centra en el analisis del EEG mediante medidas de

conectividad funcional. Existen diversas tipos de técnicas para estudiar la
conectividad funcional las cuales se cuantifican diferentes aspectos de un mismo
fendmeno. Acontinuacion se describen algunas de las mas utilizadas:

12
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Correlacion cruzada:

Esta técnica mide la similitud de dos sefiales comparandolas vy
desplazandolas en el tiempo con un retraso aplicado a una de ellas. Se
calcula en tiempo discreto con las sefiales x[n] e y[n] utilizando la siguiente
ecuacion:

o

R0 = ) xlnlyln— k] )

n=-—oo

Coherencia espectral

La coherencia mide en el dominio de la frecuencia el acoplamiento o
dependencia lineal de dos sefales. Se define como la densidad espectral
cruzada de dos sefnales (elevada al cuadrado), normalizada por el producto
de las densidades espectrales individuales:

1S, (0|
1S2x (O1[Syy ()]

ny(f) = ny(f) = 2)

donde S indica la densidad espectral. El valor de la coherencia se
encuentra en el intervalo [0,1], de manera que un valor C,,(f,) = 0 indica
una actividad independiente entre los sefiales a una determinada
frecuencia, y Cy/(fo) = 1 una maxima correlacion.

Entropia condicional

En el ambito de la Teoria de la Informacién, se define la entropia como la
informacion media que contiene una variable aleatoria, y por extensién
una sefal. Una entropia alta se debe interpretar como la repeticidon
aperidédica dinamica en una sefial o la baja repeticion de patrones
periddicos, mientras que una entropia baja se asocia a una sefial con
comportamiento totalmente predecible y determinista [Papoulis y Pillai,
2002]

La entropia condicional hace referencia a la entropia residual que tiene una
variable aleatoria en funcién del conocimiento de una segunda variable
aleatoria.

HX|Y) = H(X,Y) — H(Y) 3)

El resultado de ésta técnica nos informa de cuanto independiente es una
variable de la otra, es decir, la cantidad de entropia independiente de la
variable X respecto a la variable Y.
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Informacion mutua cruzada

Es una funcién estadistica basada en la entropia de Shannon de dos
variables, que puede considerarse el equivalente no lineal de la correlacion
cruzada. Mide cuantitativamente cuanta informacién gana una variable
aleatoria a partir del conocimiento de una segunda variable aleatoria
distinta [Alonso et al, 2011].

Al contrario de la entropia condicional como refleja la figura 6, medimos la
informacidon comuln o compartida entre las variables X e Y.

Iyy = H(X) — H(X|Y) 4)

H(X) H(Y)

Figura 6. Entropia condicional e informacién mutua
Phase Coherence (PC)
Es un indice de sincronizacién de fases. Se obtiene mediante la proyeccion
de las diferencias de fases instantaneas en el circulo unitario en el plano

complejo y calculando el valor absoluto de la diferencia de fases media
entre dos sefales. La longitud R del vector promedio resultante se puede

calcular con la ecuacion:
1 N-1
N
k=0

Siendo ¢, los instantes en tiempo discreto y N el numero de muestras
[Mormann, 2000].

R = (eib®) =

)

Imaginary Coherency(IC)

La parte imaginaria de la coherencia es una medida de sincronizacién de
fases que depende de la fuerza de acoplamiento asi como de la magnitud
de la diferencia de fases. Una propiedad importante de la IC es su
robustez al volumen de conduccién y se calcula mediante la siguiente
ecuacion:

_ X(HY ()"
JEDOXED = XY OY )

C(x,y) (6)

Siendo X(f) e Y(f) las transformadas de Fourier de las sefiales x(t) e y(t)
[Nolte et al, 2004].
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e Phase-Lag Index (PLI)

Se basa en una medida de asimetria de la distribucidn de las fases entre
dos sefiales. Bajo el concepto de sincronizacion de fases, se establece un
indice de conectividad basado en el signo de la diferencia de fases
instantanea. Se calcula en el dominio temporal mediante la siguiente
ecuacion [Stam et al, 2007]:

PLI = |< sign[Ap(t;)] >| ()

1.4. Estudios clinicos de farmacos

Actualmente la mayoria de farmacos son compuestos sintéticos, disenados para
desarrollar una accién especifica en el organismo. Para que sea posible calcular
el tiempo que dura el efecto de esta accién, las dosis que deben administrarse, y
los periodos de actuacidén, es imprescindible la realizacidn de estudios clinicos
farmacoldgicos. Los estudios previos a lanzar el farmaco al mercado son estrictos
y se componen de varias fases de prueba en animales y posteriormente en
humanos.

Los estudios electroencefalégraficos, previos y posteriores a la
administracion de farmacos psicoactivos, constituyen un analisis complementario
al clinico que permite obtener mas informacion sobre la zona o zonas cerebrales
donde actia en mayor intensidad, y también evaluar como varia la conectividad
entre regiones debido a los efectos farmacoldgicos.

Una de las familias de farmacos psicoactivos mas prescrita en los paises
industrializados es la de las benzodiacepinas, dentro de la cual se encuentran
farmacos indicados para la terapia de ansiedad, insomnio, epilepsia, abstinencia
alcohdlica y espasmos musculares. Actlan sobre el sistema nervioso central, con
efectos sedantes hipnéticos, ansioliticos, anticonvulsionantes y miorrelajantes.

El alprazolam es un ansiolitico con propiedades hipnodticas relajantes
musculares, anticonvulsionante ademas de ejercer una actividad especifica en
crisis de angustia y ansiedad [Vademecum]. La ansiedad es un sistema de alerta
del organismo vinculado a la percepcién de amenazas o peligros externos y con
la disposicion de respuesta del organismo frente a éstas. Aparece
frecuentemente en trastornos psiquidtricos de varios tipos, como la depresién o
trastornos de conducta, por lo que es importante hacer una evaluacion del
sintoma para recetar el tipo de ansiolitico adecuado.

15



Aitana Sabater Camps

1.4.1. Mecanismo de accidn y efecto del alprazolam

Pertenece a un tipo de farmacos llamados benzodiacepinas (BZD) clasificados
como psicotropicos, las cuales actian en el SNC disminuyendo la actividad
cerebral. Dentro de las BZD se distinguen diversos grupos dependiendo de los
radicales de su molécula, en el caso del alprazolam hablamos de la clase
triazolobenzodiacepinas.

Figura 7. Molécula de alprazolam. Reproducido de SciencePhoto Library

Las BZD actian mediante la interaccion de un complejo receptor cerebral
conocido como benzodiazepinico-GABA. El acido gamaminobutirico (GABA) es un
neurotransmisor que actla sobre dos subtipos de receptores, el alprazolam
concretamente actla solo sobre el subtipo GABA-A. La unién del farmaco a éste
receptor genera una sensibilizacion de los receptores postsinapticos aumentando
la entrada de CI'. Ademas inhibe la transmisién del estimulo debido a la
hiperpolarizacién inducida por un cambio negativo del potencial de membrana.
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Figura 8. Mecanismo de accion de Alprazolam. Reproducido de [Heather, 2002]

La sensacion de ansiedad es debida a una manipulacion anormal de los
receptores GABA-a, asi como de otras partes del cerebro. El alprazolam no cura
la alteracion fisioldgica de los receptores, pero genera un bloqueo de la actividad
y asi previene ataques de panico, depresion y alivia al paciente cuando se sufren
los sintomas.
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1.4.2. Historial de actuacion del alprazolam

Farmacocinética

El alprazolam se absorbe con rapidez después de su administracién por via oral,
alcanzandose unas concentraciones plasmaticas maximas al cabo de 1 hora de la
administracion por dicha via. Tras una dosis Unica, los niveles en plasma son
proporcionales a la dosis: con dosis de 0,5 a 3 mg se observan niveles de 8 a 37
ng/ml. Durante la administracion repetida de 1,5 a 10 mg/dia, en dosis divididas,
los niveles en equilibrio fueron de 18,3 a 100 ng/ml. La vida media del
alprazolam es de 12-15 horas. Tanto el farmaco como sus metabolitos son
excretados principalmente por orina [Greenblatt y Wright, 1993].

Efectos sobre el EEG

En colaboracidon con el Centre d'Investigaci6 de Medicaments (CIM) del Hospital
de la Santa Creu i Sant Pau, el Centre de Recerca d’Enginyeria Biomédica (CREB)
de la Universitat Politecnica de Catalunya ha realizado diversos estudios de
andlisis de senales EEG mediante técnicas lineales y no lineales tras Ila
administracion de alprazolam, en los cuales se han utilizado las siguientes
técnicas de procesado de sefal:

- Analisis espectral [Barbanoj et al, 1994].
- Informacién mutua [Alonso et al, 2010]

- Coherencia espectral y entropia condicional [Alonso et al, 2011]

Mediante el anadlisis espectral en seflales EEG después de la ingesta de
alprazolam se ha averiguado que disminuye potencia absoluta y relativa en la
banda de frecuencia alfa 1 (7,5 a 10,5 Hz). Esta reduccion de la actividad alfa
suele asociarse a una disminucion del estado de alerta o vigilancia. Por otra parte
también se ha observado un incremento en la potencia absoluta y relativa en la
banda de frecuencia beta (13 a 35 Hz), lo cual se asocia a aumentos de eficacia
cognoscitiva [Barbanoj et al, 1994, 2006].
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CAPITULO 2:
OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

El objetivo principal del estudio desarrollado en este trabajo final de grado nace
de la necesidad de evaluar nuevas técnicas de procesado de sefal aparecidas
recientemente en el campo de la conectividad cerebral, que han demostrado
buenos resultados en otros campos como el diagnostico de la enfermedad de
Alzheimer, pero que hasta el momento no han sido aplicadas en estudios
farmacoldgicos.

Por lo tanto, el objetivo general de este proyecto es estudiar los efectos
del farmaco psicoactivo alprazolam en la conectividad cerebral mediante nuevas
técnicas de procesado de sefial EEG no aplicadas hasta la actualidad en estudios
de farmacos, como son el phase-lag index y la imaginary coherence.

2.2. Objetivos especificos

Los objetivos especificos de este trabajo final de grado incluyen tanto aquellos
que se pueden considerar mas académicos, relacionados con las diferentes
competencias adquiridas tanto durante la realizacién de los estudios del Grado de
Ingenieria Biomédica como durante la realizacion de este mismo trabajo final, asi
como los aspectos que pueden considerarse mas cientificos relacionados con la
aplicacion de las técnicas mencionadas en el punto anterior.
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Por todo esto, los objetivos especificos planteados son los siguientes:

Conocer mas detalladamente la fisiologia y anatomia cerebrales, los
diferentes conceptos de conectividad cerebral, partiendo de la base de las
asignaturas de Fisiologia, Biologia, y Neurociencia Industrial.

Utilizar, desarrollar y ampliar los conocimientos adquiridos de
programacion en general y de MATLAB en particular, de una forma mas
independiente, ingeniosa y practica.

Utilizar y desarrollar herramientas de procesado de sefal para el andlisis
de senales EEG integrando y ampliando los conocimientos tedricos y
practicos adquiridos en la asignatura de Procesado de Sefiales Biomédicas.

Directamente relacionado con el punto anterior, implementar indices de
conectividad cerebral que no ha sido aplicados con anterioridad, para
evaluar su utilidad en el estudio de los efectos psicofarmacoldgicos del
alprazolam.

Desarrollar la capacidad para interpretar los resultados obtenidos
mediante las técnicas de conectividad funcional aplicadas.

Y finalmente, relacionar e integrar conocimientos de las distintas materias
necesarias para desarrollar adecuadamente este trabajo final de grado.
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CAPITULO 3:
METODOLOGIA

3.1. Datos experimentales

3.1.1. Base de datos

En este trabajo final de grado se ha utilizado una base de datos adquirida con
anterioridad a la realizacion del mismo, la cual habia sido sometida a un
procedimiento de reduccion de artefactos y etiquetado para su posterior estudio.

Esta base de datos fue adquirida en el Centre d’Investigacio de
Medicaments (CIM) del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona, y esta
compuesta por registros realizados a nueve voluntarios sometidos a dos
sesiones, una con la administracion de una dosis de 1 mg de alprazolam vy la otra
con una dosis placebo, de forma aleatoria siguiendo un estudio de doble-ciego.
Entre sesion y sesidn transcurrié un periodo de descanso de una semana.

Las edades de los voluntarios oscilaban entre 20 y 23 afios, y todos
presentaban una buena condicidn de salud. Se les prohibid el consumo de
alcohol, tabaco y cafeina durante las 48 horas previas a cada una de las sesiones
de registro.

Durante cada sesidén se adquirieron 3 minutos de EEG con una frecuencia
de muestreo de 100 Hz (filtro antialiasing con frecuencia de corte de 40 Hz),
mediante la colocacion de los electrodos como describe el Sistema Internacional
10-20. En total se adquirieron siete registros para cada sesion, el primero
considerado el registro basal, es decir, previo a la administracion del farmaco.
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Los siguientes instantes de registro tras la ingestion del farmaco fueron: 30
minutos, 45 minutos, 1 hora, 1,5 horas, 2,5 horas y 4 horas. Todos los registros
se tomaron con los ojos cerrados y en reposo, siempre con la vigilancia de los
técnicos para mantenerles despiertos.

Justo después de cada registro de EEG se realizaron extracciones de
sangre para determinar la concentracién plasmatica de farmaco.

3.1.2. Preprocesado

Las sefales adquiridas se sometieron a un preprocesado consistente en dos
etapas para la reduccion de los artefactos oculares y la deteccién de tramos con
artefactos:

e Eliminar artefactos por el movimiento ocular: Se utilizd un algoritmo
basado en separacién ciega de fuentes (Blind Source Separation, BSS) que
separa la sefial en sus componentes independientes vy, tras la eliminacion
de aquellas componentes asociadas a los movimientos oculares, permite
reconstruir las sefiales minimizando el efecto de estas interferencias
[Romero et al, 2008].

e Algoritmo automatico para la deteccion de artefactos [Anderer et al,
1992]. Se disefid para trabajar en tramos de 5 s de sefial, basado en tres
criterios: maxima amplitud de 150 pV, maxima potencia entre 35 y 40 Hz
de 25 pV?, vy ratio de potencia de las bandas alfa y delta superior a un
umbral variable determinado por la amplitud de la sefial y la potencia de
alfa de la misma senal.

En el presente trabajo, una vez reducidos los artefactos oculares y
detectados los tramos con presencia de otros artefactos, se seleccionaron tramos
de 30 segundos libres de artefactos. A continuacién se filtraron todas las sefiales
mediante un filtro paso-banda de Chebyshev inverso de orden 16, con
frecuencias de corte situadas a 0,5 y 35 Hz, realizando una doble pasada para
eliminar la distorsion de fase -caracteristica de los filtros con respuesta
impulsional infinita.

Finalmente, y puesto que los indices de interés en este trabajo, que se
presentan mas adelante, suelen obtenerse en tramos cortos de sefial [Stam et
al, 2004; Vink et al, 2011], se seleccionaron los primeros tramos de 5 segundos
para su analisis posterior, dentro de los segmentos libres de artefactos.

3.2. Filtrado de las senales

Puesto que se conoce que los efectos principales del alprazolam sobre los
distintos ritmos del EEG se concentran en una reduccion de la potencia en la
banda alfa 1 y un incremento de la potencia en la banda beta [Barbanoj et al,
2007], se ha sometido los registros EEG a una nueva etapa de filtrado para
obtener las sefales correspondientes a las bandas de interés.
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Dado que los resultados obtenidos con medidas de conectividad cerebral
no tienen por qué coincidir con los resultados del analisis espectral, también se
han obtenido las sefales correspondientes a las ondas lentas, de manera que el
analisis se ha realizado en las bandas de frecuencia que se especifican en la tabla
siguiente:

0,5a7,5Hz
7,5a 10,5 Hz
13a 35Hz

0,5a 35 Hz

Tabla 1. Frecuencias filtradas y analizadas

3.2.1. Eleccion del filtro

Para obtener estas sefales se ha elegido de nuevo el filtro de Chebyshev inverso
(o de tipo II), que presenta un rizado constante en la banda de rechazo y una
caida monodtona en la banda pasante. Este filtro tiene una transicidn mas abrupta
entre banda pasante y atenuada para el mismo orden que un filtro de
Butterworth (o de manera equivalente, menor orden para idéntica transicién, lo
que se traduce en una mayor velocidad de ejecucién), pero sigue siendo
maximalmente plano en la banda pasante, de manera que la distorsion
introducida es menor que la de un filtro de Chebyshev tipo I o un filtro dptimo.

Programacion del filtro

Para evitar los errores de redondeo que se producen en el disefo de filtros
mediante las funciones clasicas de MATLAB como ‘butter’ y ‘cheby2’, se utilizaron
los métodos de disefio basados en objetos que utiliza la propia herramienta
grafica ‘fdatool’ de MATLAB. Mediante ‘fdesign.bandpass’ pasamos los
parametros de frecuencias de corte, atenuaciones, frecuencia de muestreo vy
obtenemos un objeto que ya contiene los métodos de diseno.

Mediante la funcidn ‘design’ podemos indicar la estructura de filtro
deseada al objeto calculado anteriormente, de manera que se obtienen las
matrices de coeficientes de etapas de segundo orden y de ganancias con las que
ya se puede realizar el filtrado directamente. En algunos casos es necesario
reordenar las etapas, por ejemplo de menos a mas selectiva, para asegurar un
filtrado correcto y evitar artefactos producidos por inestabilidad de alguna de las
etapas. Para eliminar la distorsion de fase utilizamos la funcion ‘filtfilt’, que
realiza automaticamente el filtrado de doble pasada. Veamos el cddigo para el
caso de alfa 1 (7,5 - 13 Hz):
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Fstopl = 7.45;
Fpassl = 7.5;
Fpass2 = 10.5;
Fstop2 = 10.55;
Astopl = 20;

Apass = 1;
Astop2 = 20;
match = 'passband';

% FDESIGN

h = fdesign.bandpass (Fstopl, Fpassl, Fpass2, Fstop2, Astopl, Apass,
Astop2, fregMostreiqg);

ALl = design(h, 'cheby2', 'MatchExactly', match, 'SystemObject' true);
reorder (AL1l, 'up'):;

% FILTRAR LA SENAL
senyalFiltrat = filtfilt (AL1.SOSMatrix, ALl.ScaleValues, senyal);

DISENO FILTRO BANDA COMPLETA (0.5 a 35 HZ)

Fstopl = 0.4; % First Stopband Frequency

Fpassl = 0.5; % First Passband Frequency
Fpass2 = 35; % Second Passband Frequency
Fstop2 = 35.05; % Second Stopband Frequency
Astopl = 20; % First Stopband Attenuation (dB)
Apass = 1; % Passb

Asi obtenemos los filtros en las cuatro bandas de frecuencia presentadas
anteriormente. La figura siguiente compara la senal original con la filtrada
mediante los cuatro filtros disefiados (véase figura 9):
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Figura 9. Espectros correspondientes a una sefial EEG y sus correspondientes sefiales

filtradas en las bandas indicadas en la tabla 1.

3.3. Sincronizacién de fase: el Phase-Lag Index

Existen muchas y diferentes medidas de sincronizacion de fase que pueden
aplicarse a todo tipo de sefales, incluidas las biomédicas. El Phase-Lag Index
(PLI) es una de las mas recientes e innovadoras, y como todas ellas sirve como
instrumento para cuantificar el nivel de sincronizacidon entre dos senales. Fue
propuesto y desarrollado en 2007 con el fin de evitar el problema del volumen de
conduccidén y los electrodos de referencia en medidas de conectividad funcional

[Stam et al, 2007].

La aparicién de este indice se debe principalmente a que en los estudios de
conectividad funcional suelen presentar algunos problemas y fuentes de error
que pueden afectar a la correcta determinacion de la interaccion entre zonas
cerebrales. Dos de los mas importantes son el retraso de fase y volumen de

conduccion:
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- El retraso de fase se debe a que las regiones del cerebro que se
comunican, lo hacen mediante un medio fisico bioldgico, las neuronas. Por
lo tanto, algunos autores defienden que la comunicacion no deberia ser
instantdnea, sino que aparece un retraso entre las dos regiones
comunicadas cuando registramos las senales [Nolte et al, 2004].

- Por volumen de conducciéon (VC) se entiende la influencia de un foco en
dos regiones de la corteza. Esta misma influencia en dos puntos da lugar a
falsos resultados de correlacién, dado que puede no existir conectividad
directa o ‘real’ entre ellos pero los calculos afirman lo contrario por ese
foco comun.

Para intentar superar estos inconvenientes se propuso el PLI, una medida
de sincronizacion de fases que no se ve afectada por estos fendmenos, y que
originalmente fue comparado con la coherencia de fase (que si se ve afectada) y
otra medida de conectividad llamada imaginary coherence (la parte imaginaria
de la coherencia espectral), que también es insensible a los efectos del volumen
conductor [Stam et al, 2007; Nolte et al, 2004].

Sincronizacion de fases

El concepto de sincronizacién de fases se basa en la idea de que dos sefales
estan acopladas o tienen una relacién influyente cuando la diferencia de fases es
constante a lo largo de éstas:

|Ap| = [np; —me,| < cte (8)

Para determinar dicha sincronizacidén, es necesario conocer la fase de las
dos sefales en cada instante del registro. Para ello nos basamos en la sefal
analitica, compuesta de la parte real y la parte imaginaria.

z(t) = x(t) + ix(t) = A(t)el*® 9)

Mediante la transformada de Hilbert obtenemos el valor de la parte
imaginaria %(t) de la sefal analitica. La transformada de Hilbert se define como la

. ~ 1 .. .
convolucion de la senal z(t) y —. Por lo tanto puede ser definida como la salida de

. . . . . . 1
un sistema lineal e invariante en el tiempo, con respuesta al impulso —

() ==

1 1® x(1)
nf_xt—rdr (10)
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Una vez calculada la componente imaginaria se puede calcular la amplitud
A(t) y la fase ¢(t) instantanea:

A1) = VIZOI2 + [x(0) |2 (11)
(t) = arctan@ (12)
4 x(0)

Llegados a éste punto podemos calcular la diferencia de fases
instantaneas, que se pueden proyectar en una circunferencia de radio R
calculado con la siguiente ecuacion:

N-1

Z e iA(p(tk)

k=

R = (e¥%) =

(13)

=

o

32

Figura 10. Circunferencia disfribucion diferencias de fases instantaneas

Donde N es el numero de muestras y ty los instantes de tiempo. Una
sincronizacion perfecta vendria indicada por un valor de R=1, lo que significaria
que todas las diferencias de fases son constantes en fase y mddulo.

Puesto que las senales biomédicas dificilmente tendran una diferencia de
fase constante durante todo el registro, se establecieron estimaciones basadas
en la asimetria de su distribucion, tomando como referencias las fases 0 y m (es
decir, considerando positivos los signos de la diferencia de fases comprendidos
entre 0 < Ap < my negativos los comprendidos entre —m < Ap < 0). Asi podemos
obtener un indice que determine el valor de asimetria de toda la sefial, calculado
a partir de los valores de diferencia de fase en cada instante Ap(ty),k=1..N.

PLI = |E{sign[Ag(t,)]} (14)

El PLI calcula la media de los signos de toda la serie temporal calculada
anteriormente con la ecuaciéon (1), es decir, la media de los signos de las
diferencias de fases instantdneas, para luego obtener el valor absoluto, por lo
que el PLI toma valores en el rango [0,1]. Un valor de 1 significa que todas las
diferencias de fases tienen el mismo signo, por lo que se encuentran o bien entre
0 < Ap < mo bien entre —m < Ap < 0. Por el contrario, con un valor de indice igual
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a 0 estamos ante una distribucion simétrica de las diferencias de fases entre los
dos rangos anteriores.

Una consecuencia directa de la definicion del PLI implica que si las
diferencias de fases se concentran en 0 0 en n, es decir no existe un retardo de
fase o simplemente hay una inversion de fase, el PLI resultante sera nulo. Los
autores que defienden que se trata de un hecho fisiolégicamente inexplicable,
debido a que a conectividad en un medio fisico biolégico no puede ser
instantanea, consideran que estas fases son debidas a una influencia de un foco
comun. Otros autores, sin embargo, consideran que si que es posible que en el
rango de frecuencias del EEG se den comunicaciones instantaneas y por lo tanto
el PLI no tendria en cuenta estas interacciones en la estimacién de la
sincronizacion de fases [Nunez et al, 2006].

Calculo del Phase-Lag Index en frecuencia

Aunqgue la definicién original del PLI se basa en la obtencion de la distribucidn de
diferencias de fases entre dos sefiales temporales, es mucho mas habitual en Ia
literatura el calculo realizado en el dominio frecuencial [Vinck et al, 2011, Ortiz et
al, 2012], por lo que en el presente proyecto también se ha calculado en el
dominio frecuencial. La mayoria de publicaciones recientes obtienen el PLI
mediante el cdlculo del espectro cruzado entre sefales, a partir de la
transformada de Fourier:

X(F) = f T (e~ g (15)

Mediante el producto de X(f) por el complejo conjugado de Y(f) se obtiene
el espectro cruzado:

Sey(f) = X(HY () (16)

Si consideramos la parte imaginaria de S,, como Z, se puede definir el PLI
como el valor absoluto de la parte imaginaria de Z:

PLI = |E{sign(Im(2))}| (17)

Se puede observar que la formula es muy similar a la definicion temporal
de la ecuacién 14 y también se calcula en base a la asimetria de fases detallada
anteriormente A diferencia del PLI calculado en tiempo, el cual considera el signo
de las diferencias de fase, éste considera el signo de la parte imaginaria del
espectro cruzado.
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3.4. Weighted Phase-Lag Index

El principal inconveniente del PLI surge de su propia definicién, puesto que al
tomar el valor absoluto de las diferencias de fase, cuando estas se encuentran
cercanas a los valores 0 o m, la presencia de ruido en la estimacidon de estas fases
puede hacer que el signo del PLI cambie y su estimacion no sea fiable.

Para resolver este problema, en 2011 se propuso una nueva medida de
sincronizacion de fase basada en el PLI llamada Weighted Phase-Lag Index
(WPLI) [Vinck et al, 2011]. El principal anadido es la ponderacién del indice por
la componente imaginaria del espectro cruzado. El WPLI pondera el PLI mediante
el espectro cruzado de acuerdo con la magnitud de la su componente imaginaria:

|[E{Im(Z2)}| _ |E{lIm(2)|sign(Im(2))}]
E{Im(Z)} E{lIm(Z)|}

WPLI = (18)

En la ecuacion anterior se puede ver claramente la relacién con el PLI
(véase ecuacion 17), que queda también ilustrada por la figura siguiente:

PU ‘WPLI

Weight Weight

@\
(B

Figura 11. Ilustracion PLI y WPLI, Modificacion de [Vinck et al, 2011]

Real axis

3.5. Imaginary Coherency

La coherencia entre dos sefales es una medida de relacidn/acoplamiento lineal
en funcion de la frecuencia. A partir la definicion de espectro cruzado (ecuacion
16), la coherencia compleja se define como el espectro cruzado dividido entre el
producto de las dos potencias espectrales:

XY ()"
Clx,y) = 19
T IO O Y

Notese esta definicidon seria equivalente a la ecuacién 2 de la introduccion
si tomasemos el mdédulo del numerador.
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Una vez calculada la coherencia compleja, tomamos su parte imaginaria
IC = Im{C}. En general, IC puede tomar valores entre -1 y 1, y sera mas cercano
a 0 cuanto menor sea la sincronizacion de fases entre las sefiales estudiadas. Se
ha demostrado que esta medida también es robusta a los efectos del volumen de
conduccién [Nolte et al, 2004].

3.6. Estudios de farmacos

Para estudiar el efecto inducido por el farmaco en la conectividad cerebral, se
debe considerar tanto los ritmos circadianos como la variabilidad del estado de la
persona en los diferentes dias de registro. Por ello las sesiones se iniciaron
siempre a la misma hora, y los calculos deben realizarse mediante un
procedimiento concreto.

El cdlculo de los indices se aplica a cada instante de registro y las medidas
obtenidas se corrigen restando el registro basal previo a la ingestion del farmaco.
Ademas, para comprobar de manera adecuada los efectos netos producidos tras
la administracién de alprazolam, se comparan estadisticamente los resultados
obtenidos en la sesidn correspondiente al farmaco con la sesidn correspondiente
al placebo (véase Figura 12).

BASAL —_ DOSI

T SIGNIFICACION
— ] ESTADISTICA

BASAL PLACEBO

Figura 12. Procedimiento para el estudio de farmacos

Duracion de las sefales estudiadas

Los estudios publicados que calculan PLI y WPLI realizan el andlisis en tramos de
entre 2 y 10 segundos [Ortiz et al, 2012, Stam et al, 2007, Rawal & Vettel,
2011]. Dado que en la base de datos de alprazolam se realizé una eliminacion de
artefactos automatica en periodos de 5 segundos, los célculos se han basado en
un tramo de 5 segundos libre de artefactos

3.7. Analisis estadistico

El estudio de los efectos farmacoldgicos producidos sobre los indices de
conectividad cerebral calculados exige la comparacion de los resultados
obtenidos para las sesiones correspondientes a placebo y farmaco. Mediante la
aplicacion de las pruebas estadisticas adecuadas, se obtiene un valor de
significaciéon estadistica (habitualmente llamado p-valor) que nos indica la
probabilidad de que los cambios observados sean fruto del azar.
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En el presente trabajo se ha utilizado la prueba estadistica de los rangos
con signo de Wilcoxon para evaluar las medidas obtenidas. Se trata de una
prueba no paramétrica para medidas relacionadas, y por lo tanto es adecuada
para comparar los indices que se han calculado sobre las sefiales de las mismas
personas en dos sesiones diferentes, pero sin tener que hacer ninguna suposicion
sobre la distribucion de los valores obtenidos que seria necesaria para una
prueba paramétrica.

Para asegurarnos de que los resultados obtenidos reflejan el efecto neto
producido por el farmaco, se tienen que corregir los valores obtenidos en cada
instante de registro restando el valor del registro basal, para luego comparar el
valor obtenido entre las sesiones de placebo y farmaco.

Puesto que se desea evaluar la conectividad cerebral entre diferentes
zonas cerebrales, todas las parejas posibles de electrodos (o canales) han sido
tenidas en cuenta. Esto implica la realizacion de 171 pruebas estadisticas en
cada instante de registro. Dado que habitualmente las diferencias significativas
producidas por los efectos farmacoldgicos son sutiles, una correccidn post-hoc
para tener en cuenta estas multiples comparaciones es necesaria, pero los
métodos habituales como la correccidn de Bonferroni son demasiado estrictos vy
limitan en gran medida poder observar algun cambio significativo. Por este
motivo se ha optado por establecer un umbral basado en el teorema binomial
[Cross y Chaffin, 1982], que ya ha sido utilizado en otros estudios [Alonso et al,
2010, 2011].

La significacién estadistica ha sido fijada en a=0,1 para cada una de las
pruebas individuales, mientras que para considerar significativas las diferencias
observadas de manera global en un instante de registro la significacion ha sido
establecida en a=0,05. De esta manera, son necesarios 25 resultados
significativos en un mismo instante de registro para que se pueda considerar que
los resultados no son producidos por azar.

En cuanto a la representacion de los resultados de estas pruebas
estadisticas, se han utilizado mapas topograficos de significacidon, en los cuales
se aparece una linea entre cada pareja de electrodos de EEG con un color y
grosor determinados. Los colores frios indican disminuciones significativas del
indice (fdrmaco respecto a placebo) y con los colores calidos los incrementos
significativos. Se han establecido 3 escalas correspondientes a tres rangos
segun los p-valores obtenidos en las pruebas individuales: lineas estrechas
indican un p-valor menor a 0,1; lineas gruesas un p-valor menor a 0,05; y lineas
gruesas y de color mas oscuro un p-valor menor a 0,01.
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Figura 13. Mapa topografico decrementos  Figura 14. Mapa topografico incrementos
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CAPITULO 4:
RESULTADOS

En éste capitulo se muestran los resultados mas significativos del estudio
realizado mediante el cadlculo de los indices de sincronizacién presentados
en la metodologia, con el objetivo de evaluar la eficacia de éstos al
aplicarlos a una nueva disciplina como es la farmacologia.

4.1. Efecto farmacoldgico: resultados
estadisticos

A continuacién se presentan los mapas topograficos que presentan
diferencias estadisticamente significativas entre dosis y placebo calculados
mediante los tres indices presentados en la metodologia, para todas las
parejas de canales, obtenidas mediante la prueba de Wilcoxon.

Se presentan los resultados para las bandas de frecuencias
analizadas, detalladas en la tabla 1.
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ONDAS LENTAS (0,5 a 7,5 Hz)

e Phase-Lag Index

OB

PRE- +30min +45min +1h + 1.5h +2.5h +4h
¢ Weighted Phase-Lag Index

WA W

PRE- +30min +45min +1h +1.5h +2.5h

¢ Imaginary Coherency

PRE- +30min +45min +1h +1.5h
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ALFA 1 (7,5 a 10,5 Hz)

e Phase-Lag Index

PRE- +30min +45min +1h +1.5h +2.5h +4h

¢ Weighted Phase-Lag Index

e Imaginary Coherency

[N
| Il ‘l
PRE-

+30min
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BETA (13 a 35 Hz)

¢ Phase-Lag Index

OHOGOODE)

PRE- +30min +45min +1.5h +2.5h

¢ Weighted Phase-Lag Index

GOOVBO

PRE- +30min +45min +1.5h +2.5h

¢ Imaginary Coherency

OGP

+45min +1.5h +2.5h +4
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BANDA COMPLETA (0,5 a 35 Hz)

e Phase-Lag Index

+1.5h +2.5h

PRE- +30min +45min +1.5h +2.5h

e Imaginary Coherency

OEGHOOGS

PRE- +30min +45min +1.5h +2.5h +4
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Recordando el valor establecido por el umbral basado en el teorema
binomial, cualquier representacion con menos de 25 lineas podria ser
debida al azar y por lo tanto debe interpretarse como un efecto que puede
no estar producido por el farmaco.

Asumiendo dicha restriccion encontramos cambios significativos en
algunos registros de las bandas de frecuencia alfa 1 (PLI, WPLI, IC), ondas
lentas (PLI, WPLI, IC) y banda completa (WPLI). En la tabla 2 se presentan
los instantes que presentan mas de 25 diferencias significativas, los cuales
se pueden identificar en los mapas anteriores.

1.5h

45min 45min 45min, 1.5h

- 30min, 1.5h, 4h -

Tabla 2. Resultados significativos estudios estadisticos (numero de cambios
estadisticos 2 25)

Se ha reportado con anterioridad que el maximo efecto del farmaco
aparece entre 30 min y 1,5 h después su ingestion y que afecta
principalmente a las potencias de las bandas alfa 1 y beta [Barbanoj et al,
1994].

En los resultados obtenidos con los indices estudiados se puede
apreciar que Unicamente en la banda alfa 1 aparecen cambios significativos
debidos al farmaco que encajen con la evolucidn temporal de los efectos
conocidos. Cabe destacar que Unicamente se obtiene un instante
significativo en esta banda mediante el PLI y WPLI (45 min), mientras que
la IC muestra el maximo después de 1,5h de su ingestién, posterior a los
obtenidos mediante los otros indices, pero dentro del rango de efecto algido
del farmaco, con otro mapa casi significativo tras 1 h.
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4.2. Comparacion entre los indices de
conectividad y la concentracion
plasmatica de alprazolam

A efectos generales, mediante los resultados de las comparaciones
estadisticas con estos tres nuevos indices no puede apreciarse una
evolucidn coherente con la dinamica del alprazolam. Para valorar desde otra
perspectiva su la evolucién sus resultados y poder compararios con el
farmaco, se han analizado los valores promedio de las medidas en todo el
cuero cabelludo y se han comparado con la concentracién plasmatica en
sangre.

De manera analoga al procedimiento utilizado antes de realizar las
pruebas estadisticas, los valores de los indices han sido corregidos por el
valor del instante basal para eliminar el efecto del ritmo circadiano.
Seguidamente se han restado los valores obtenidos para farmaco y para
placebo, en cada una de las parejas de canales analizadas, para luego
obtener un valor promedio.

Para calcular el promedio representativo de toda la cabeza en cada
registro se ha tenido en cuenta la tendencia mayoritaria indicada por las
pruebas estadisticas, de manera que se han promediado los valores
positivos o negativos en funcién de los cambios obtenidos en el apartado
anterior.

Para cuantificar la similitud en la evolucion de la concentraciéon
plasmarica en sangre del farmaco y los resultados de los indices (promedios
y numero de cambios significativos), en las siguientes tablas se presentan
los coeficientes de correlacion de Pearson.

Tabla 3. Coeficientes de Pearson Ondas Lentas (0,5-7,5 Hz)
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0.8286

0.9163

0.8536 0.6736

0.9567 0.6508

Tabla 4. Coeficientes de Pearson Alfa 1 (7,5-10,5 Hz)

0.5387

0.8701

0.7920 0.5923

0.7915 0.6109

Tabla 5. Coeficientes de Pearson Beta (13-35 Hz)

Tabla 6. Coeficientes de Pearson Banda Completa (0,5-35 Hz)

Los resultados de correlacion de Pearson son bastante elevados en
comparacién con los resultados de las pruebas estadisticas, lo cual
demuestra que, aunque las medidas consigan seguir los cambios producidos
por el farmaco, los cambios detectados no tienen la magnitud suficiente
para dar lugar a diferencias significativas entre placebo y farmaco.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos mediante las pruebas
estadisticas de Wilcoxon y los valores de correlacién de los indices, se
destacan los resultados calculados en la banda alfa 1, con los valores mas
altos de correlacion. A continuacidn se presentan las graficas de evolucion
para la banda alfa 1, puesto que las tres medidas utilizadas han obtenido
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mapas significativos que concuerdan con el periodo de maximo efecto del
farmaco.

Las gréficas siguientes representan estos valores promedio en cada instante
de registro, comparadas con la evolucidn temporal de la concentracién
plasmatica de alprazolam. También se muestra la comparacién de la
concentracion de farmaco con el numero de lineas (niumero de diferencias
significativas) obtenidas mediante los estudios estadisticos de Wilcoxon en
cada instante de registro. Las graficas correspondientes al resto de rangos
frecuenciales estudiados pueden consultarse en el Anexo 1.

VALORES PROMEDIO

Concentracion plasmatica (ng/ml)
Promedio PLI

L L 1 -f
0 30min 45min 1h 1.5h 2.5h 4h
Instantes

Grafica 1. Evolucion promedio PLI

20 T T T T 0

-0.2

Concentracién plasmatica (ng/ml)
=
Promedio WPLI

I L L -0.4
0 30min 45min 1h 1.5h 25h 4h

Instantes

Grafica 2. Evoluciéon promedio WPLI
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20 40

Concentracion plasmatica (ng/ml)
=
T
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N
o
ne diferencias significativas IC
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Instantes

Grafica 6. Evolucién n° diferencias significativas IC

Puede observarse que la evolucién del promedio en los tres casos
presentados es similar a la concentracidon plasmatica en sangre, la cual
alcanza un maximo de 13,85 ng/ml una hora después de la administracion.
Los indices PLI y WPLI adquieren valores promedios mas elevados (en torno
a 0,25 los valores de pico a 45 min) que IC, el cual presenta un maximo de
0,09 después de una hora y media de la administracién. Puede apreciarse
que IC incrementa en promedio de cada registro por la adecuacién a los
estudios estadisticos, mientras que PLI y WPLI decrementan, por el hecho
de tratarse de indices diferentes.

Puede observarse que PLI presenta una evolucion del nimero de
diferencias significativas similar a la concentracion plasmatica, teniendo en
cuenta un unico instante significativo a los 45 min. IC también presenta dos
instantes signifivativos, aunque la evolucidon no se asimila la concentracion
plasmatica. Mediante WPLI se ha obtenido un maximo destacado a los 45
min, pero en los demas instantes disminuye la significatividad
considerablemente, hecho que no concuerda con la concentracidn
plasmatica en sangre ni con los resultados de otros estudios de conectividad
inducida por alprazolam [Barbanoj et al, 1994, Alonso et al, 2010].
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CAPITULO 5:
DISCUSION Y
CONCLUSIONES

Las sefiales EEG son complejas y no-estacionarias, sus propiedades varian en
funcion del instante de tiempo analizado. Debido a ello, un analisis visual en el
dominio del tiempo no permite extraer demasiada informacion util. El desarrollo
de nuevas técnicas avanzadas de procesado de sefial se han convertido en una
herramienta muy atil para evaluar la actividad cerebral desde diferentes
perspectivas. Estas nuevas técnicas aportan, ademads, informacion
complementaria a estudios de relevantes disciplinas como la psicofarmacologia
clinica.

Hasta el momento, no se habian aplicado técnicas de sincronizacion de
fase a estudios farmacolégicos. Sin embargo, si se han aplicado con éxito
métodos de analisis del acoplamiento, basados tanto en medidas lineales como
no lineales, pero que no tienen en cuenta la sincronizacién instantanea de las
sefiales EEG. En este apartado se realiza una discusién de los resultados finales
presentados anteriormente calculados mediante indices de sincronizacion.
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5.1. Analisis y discusion de resultados

En cuanto a los resultados obtenidos, los valores de los tres indices Unicamente
han mostrado cambios significativos congruentes a los efectos del alprazolam en
la banda alfa 1, en la cual se ha demostrado en estudios anteriores que el
farmaco produce una disminucién de las potencias absolutas y relativas. Por otra
parte, no se aprecian resultados significativos en la banda beta doénde las
potencia absoluta y relativa incrementan [Barbanoj et al, 1994]. Cabe destacar
gue los estudios anteriores del farmaco se han realizado mediante analisis
espectral univariable, sin embargo en el presente trabajo se ha analizado la
sincronizacion o acoplamiento entre las diferentes zonas del cerebro, por lo que
no necesariamente deben coincidir sus resultados.

En PLI y WPLI los decrementos significativos en alfa 1 aparecen a los 45
min de la ingesta del farmaco, con un numero de cambios significativos de 30 y
49 respectivamente. Aunque este instante no coincide exactamente con el
instante de maxima concentracidon de farmaco en sangre, si que se encuentra en
el intervalo en el que se espera el maximo efecto. Por otra parte, la IC presenta
incrementos significativos entre 45 min y 1.5, y aunque el mapa a 1 h no resulta
significativo, la evolucién temporal de los cambios observados también
concuerda con la de la concentracion de alprazolam. Teniendo en cuenta que son
medidas diferentes, PLI y WPLI muestren decrementos y IC incrementos, por lo
gue puede estar cuantificando diferentes aspectos del mismo fendmeno, como se
demuestra entre la parte lineal y no lineal de la Informacién Mutua [Alonso et al,
2010].

Sin embargo, en comparacidon con otras medidas previamente utilizadas,
los indices estudiados no consiguen obtener resultados en la banda beta, y el
numero de diferencias significativas observado es menor, lo cual hace que sea
mas dificil aplicarlos en estudios con dosis menores o efectos farmacoldgicos
mucho mas sutiles.

En cuanto a los resultados de los coeficientes de correlacién respecto a la
concentracién plasmatica en la banda alfa 1, se han obtenido valores altos, entre
0,85 y 0,95. Ademas de un decremento del ritmo alfa 1 inducido por el farmaco
[Barbanoj et al, 1994], en el presente proyecto se ha cuantificado un
decremento de la sincronizacion entre las derivaciones. Mediante otros analisis
de coherencia espectral, la correlacion global mostraba decrementos en la banda
alfa 1 con correlaciones mas bajas (0,84) [Alonso et al, 2012] que las obtenidas
con los nuevos indices de sincronizacién.

En base a los resultados obtenidos, a pesar de que WPLI ha sido disefiado
‘mejorando’ la definicién de PLI y su robustez al volumen de conduccion, parece
mas adecuado analizar la conectividad inducida por éste farmaco mediante PLI
que con WPLI, puesto que se han obtenido valores mas altos de correlacion. Por
otra parte, comparando los tres indices, IC ha mostrado un valor mayor de
correlacién (0,95) y dos instantes significativos en el rango de efecto algido del
farmaco, por lo que junto con el PLI, son los dos indices que se presentan mas

adecuados en el estudio de cambios en sincronizacién inducidos por alprazolam.
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Es importante destacar que los indices seleccionados y calculados en este
trabajo han mostrado su utilidad en diferentes estudios con sefiales cerebrales
(tanto electroencefalograficas como magnetoencefalograficas, asi como
potenciales locales y registros intracraneales), aplicados a la caracterizacién de la
actividad cerebral de animales [Vink et al, 2011], sujetos sanos [Lau et al, 2012;
Ortiz et al, 2012], y pacientes con Alzheimer [Stam et al, 2007, Stam et al,
2009]. Sin embargo, en todos esos estudios la metodologia difiere en un punto
importante respecto a la de los estudios farmacoldgicos, que es la correccién
respecto al instante basal. En todos los estudios se comparan dos situaciones
(sanos con enfermos, actividad cognitiva con reposo, actividad motora con
reposo), pero ninguno de los experimentos necesita de la correccidon respecto a
un instante previo y los valores calculados se comparan directamente mediante
pruebas estadisticas.

Es posible que este hecho, unido a los bajos valores de los indices
obtenidos al aplicar el célculo en sefales de EEG espontaneo bajo tratamiento
farmacolégico, haga que los cambios en la sincronizacion de fases sean
demasiado débiles como para arrojar resultados significativos dada Ila
variabilidad inter-sujeto existente en cualquier estudio con sefiales biomédicas,
aunque la evolucion de los cambios si que sigue el comportamiento mostrado por
la concentracién de farmaco, tal y como demuestran los valores de correlacidon
obtenidos.

La eficacia de los indices PLI, WPLI e IC también ha sido demostrada en
diferentes aplicaciones que prueban su insensibilidad a los efectos del volumen
conductor, de manera que se etiqueta a estas medidas como indicadoras de la
interaccion neuronal real. Sin embargo, otros autores consideran que para el
rango de frecuencias habitual del EEG la interaccion casi instantanea puede
producirse y por lo tanto estas medidas estarian descartando informacion valida,
aunqgue la interaccion no fuese estrictamente real y tuviera afiadido el efecto de
la propagacion por los tejidos entre la corteza cerebral y el cuero cabelludo. Hay
gue recordar que las medidas de sincronizacién utilizadas no tienen en cuenta las
sincronizaciones instantaneas, que podrian estar jugando el papel principal en
este caso concreto.

5.2. Extensiones futuras

A pesar de los inconvenientes observados con estas medidas, no deja de tratarse
de indices propuestos recientemente que deben ser estudiados en detalle y que
pueden ser Utiles en otras aplicaciones. A continuacién se describen posibles
extensiones del presente trabajo:

- Estudiar el efecto sobre los indices calculados al variar la duracién de los
tramos de sefal seleccionados, puesto que en los diferentes estudios se
utilizan diversas longitudes. Al tratarse de indices tan sensibles, la
variabilidad de ésta duracién puede obtener diversos resultados.
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- Probar los indices en otras bases de datos con otros farmacos que
induzcan cambios mas pronunciados en la sincronizacion del EEG para
determinar si éstas técnicas son adecuadas para revelar cambios en la
actividad cerebral inducidos por otras familias de farmacos.

- Estudiar los indices de sincronizacién mediante registros de EEG que
utilicen otra referencia, puesto que el promedio mastoides se ve
influenciado por la propagacion de la zona temporal y en algunos casos
occipital, de manera que se podria estar eliminando actividad cerebral
susceptible de ser analizada.

- Aplicar estos nuevos indices en otras bases de datos, como por ejemplo de
pacientes con Enfermedad de Alzheimer, o en sefiales corticales para
replicar y verificar los resultados reportados por otros grupos de
investigacion.
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CAPITULO 6:
PRESUPUESTO

En éste capitulo se presenta el presupuesto correspondiente a la realizacion del
presente estudio de investigacién. Al tratarse de un proyecto mediante Software
los costes generados son basicamente a nivel de personal y horas de trabajo,
ademas de un pequeio incremento en gasto material en cuanto a licencias de
programas y ordenador.

Para la realizacidén del proyecto de final de grado se ha requerido el trabajo
personal de alumno y del director del proyecto, el cual debe supervisar y revisar
el trabajo presentado.

En cuanto al coste materiale, se ha calculado el presupuesto en base a la
utilizacion del mismo, es decir, con la devaluacién el material utilizado. No se han
tenido en cuenta los costes de adquisicidon de las sefiales puesto que se habian
registrado con anterioridad y no se contempla en os objetivos del proyecto.
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El presupuesto total necesario para realizar el estudio de nuevos indices de
sincronizacion en sefiales adquiridas anteriormente se presenta en la tabla 7.

Concepto Horas €/h Total (€)

Documentacion y planteamiento 300 50 15.000,00 €
Programacion 200 35 7.000,00 €
Analisis resultados 50 35 1.750,00 €
Administracion 80 20 1.600,00 €
Soporte al proyecto 80 120 9.600,00 €
Revision y verificaciéon 20 120 2.400,00 €
Concepto Meses €/mes!!! Total (€)
Ordenador 4 13,33 53,32 €
Licencia Matlab 2012b 4 20,33 81,32 €
Licencia Microsoft Office 2010 4 7,33 29,32 €

Gastos generales!? 4 100€ 400,00€

Tabla 7. Presupuesto total del proyecto de final de grado

[1] Para calcular la devaluacién del material y licencias utilizadas se ha
considerado el precio del ordenador de 800,00€ con una vida util de 5 afios.
La licencia de Matlab 2012b para un afo equivalente a 244,00€ y la licencia
para estudiantes de Microsoft Office 2010 equivalente a 88,00€.

[2] Los gastos generales se consideran los equivalentes a luz, transporte y
material utilizado.
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BETA (13 - 35Hz)
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BANDA COMPLETA (0.5 - 35Hz)
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ANEXO 2 — c6DIGO MATLAB (Funciones Indices)

Phase-Lag Index
PLI = |E{sign[Ap(t;)]}|

Weighted Phase-Lag Index

|E{|Im(Z)|sign(Im(Z))}|

WPLI = E(Im@Z)}}

Imaginary Coherency

Cly) = X(OYH*
JEDOXEHD) = YEYEH)
IC = Im{C}

Phase-Lag Index

function val = pli fr(sl, s2,fl,£2)
% CREADO: 2014.03.24
s Per: Aitana Sabater Camps

%% COMPROVACION DE ARGUMENTOS
narginchk (4,4);
nargoutchk (0,1);

%% CALCULO Phase-Lag Index
NumFFT=pow?2 (nextpow2 (length(sl)));
FFT_Slfot(Sl,NumFFT);

FFT s2=fft (s2,NumFFT);

FFT s1=FFT sl (l:ceil ((NumFFT+1)/2));
FFT s2=FFT s2(l:ceil ((NumFFT+1)/2));
freqs = (0:NumFFT/2)'*100/NumFFT;

Cl2 = FFT sl.*con] (FFT s2);
$Restriccidédn de frecuencias
Cl2r = Cl2(fregs>=fl & fregs<=£f2);
val = abs(mean(sign(imag(Cl2r))));

end
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Weighted Phase-Lag Index

function val = wpli r(sl, s2, f1l, £2)
% CREADO: 2014.03.24

% Por: Aitana Sabater Camps
%% COMPROVACION DE ARGUMENTOS
narginchk (4, 4) ;

nargoutchk (0,1);

%% CALCULO DE Weighted Phase-Lag Index
NumFFT=pow?2 (nextpow2 (length (sl)));
$SDET

FFT sl=fft (sl, NumFFT) ;

FFT s2=fft (s2,NumFFT) ;

FFT s1=FFT sl(l:ceil ((NumFFT+1)/2));
FFT s2=FFT s2(l:ceil ((NumFFT+1)/2));
freqs = (0:NumFFT/2)"'*100/NumFFT;

Cl2=FFT_sl.*conj (FFT_s2);
$Restriccidédn de frecuencias
Cl2r = Cl2(fregs>=fl & fregs<=£f2);

val = abs ( mean ( abs( imag(Cl2r) ).*sign(imag(Cl2r)))) / mean ( abs (
imag (Cl2r) ) );
end

Imaginary Coherency

function val = ic(sl, s2)
% CREAT: 2014.05.12
% Per: Aitana Sabater Camps

2% COMPROVACION DE ARGUMENTOS
narginchk(2,2);
nargoutchk (0,1);

%% CALCULO DE LA IC
NumFFT=pow?2 (nextpow2 (length (sl)));
FFT sl=fft (sl,NumFFT);
FFT_SZfot(SZ,NumFFT);

FFT s1=FFT sl (l:ceil ((NumFFT+1)/2));
FFT s2=FFT s2(l:ceil ((NumFFT+1)/2));

Ic =
(FFT_sl.*conj(FFT_SZ))./sqrt((FFT_sl.*conj(FFT_sl)).*(FFT_SZ.*conj(FFT_s2))
);

imIC=imag (IC) ;

val = mean (imIC) ;

end
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