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ABREVIATURAS

SNC. Sistema Nervioso Central

RH. Radiacion holocraneal

LLA. Leucemia Linfoblastica Aguda
PEV. Potenciales Evocados Visuales
EEG. Electroncefalograficos

ADN. Acido Desoxirribonucleico

LET. Transferencia Lineal de Energia
keV. Kilo electron-volts

MV. Megavolts

Gy. Gray

IL-1p. Interleucina 1-beta

TNF-a. Factor de Necrosis Tumoral-alfa
COX-2. Cicloxigenasa-2

NF-Kp. Factor nuclear kappa-beta

I1Q. Coeficiente intelectual

NGL. Nucleo Geniculado Lateral

FFT. Transformada Rapida de Fourier
BH. Barrera hematoencefalica

LED: Diodo emisor de luz

CBCT. Tomografia Computarizada de Haz Coénico
ms. Milisegundos

MV. Microvoltios

OAR. Organo de riesgo

PTV. Volumen de tratamiento planeado
INDO. Indometacina

GI- Sistema grastrointestinal

GFAP. Proteina glioflibrilar acida
COX-2. Cicloxigenasa-1

IL-6. Interleucina-6

PG. Prostaglandina

WBRT. Whole Brain Radiotherapy
ELISA. Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas



INTRODUCCION

La incidencia del cancer en cabeza y cuello afecta a casi 500,000 personas en todo el mundo
(Barret, 2018). Para el 2012 la Organizacion Mundial de la Salud reporté que se dieron
256,213 casos de cancer en el Sistema Nervioso Central (SNC) (Farley, 2013). Actualmente,
la radioterapia es una opcion ampliamente usada para el tratamiento de tumores cerebrales y
metéstasis. Sin embargo, el uso terapéutico de la radiacion ionizante esté limitado a los efectos
secundarios que puede provocar. La muerte celular es el principal efecto que se ha descrito
pero también se presentan efectos como el sindrome de somnolencia post-radiacion
(Ballesteros, 2014), la desmielinizacion (Tofilon and Fike, 2000), la neuro-inflamacion
(Monje, 2003), perturbaciones en la sustancia blanca (Uberall, 1996) entre otros, de los cuales

aun no se conoce completamente su etiologia.

La radiacion holocraneal (RH) o radiacion a cerebro completo es una de las principales
opciones empleadas para el tratamiento terapéutico de metastasis y linfoma no-Hodgkin,
también se emplea como tratamiento profilactico de la Leucemia linfoblastica aguda (LLA)
(Menshref, 2013; Rades, 2008). El uso de radiacion ionizante ha sido ampliamente evaluada
en estructuras cerebrales como el hipocampo en estudios de neurogénesis (Monje, 2003) vy el
hipotalamo en estudios de sindrome de somnolencia post irradiacion (Ballesteros, 2014), sin
embargo, la corteza visual es una estructura que ha sido pobremente evaluada. El uso de RH
como tratamiento profilactico en nifios con LLA a distintas dosis de radiacion holocraneal (12,
18 Gy y 24 Gy) demostro que la via visual se ve afectada tras el tratamiento de irradiacion.
Los procesos por los cuales ocurre el dafid son desconocido, sin embargo, se consideran dos
hipdtesis; la presencia de lesiones axonales o desmielinizacién y la neuroinflamacién. La
integridad de la via visual puede ser evaluada mediante la técnica neurofisiologica de
Potenciales Evocados Visuales (PEV) (Menshref, 2013; Russo, 1987). Los PEV son generados
a nivel de corteza visual por la actividad combinada de potenciales post-sindpticos tras una
emision de estimulos luminosos (You, 2011; Charng, 2013; Yan, 1995) y sus componentes

PEV estan clasificadas en tempranas (P1-N1) y tardias (P2 en delante) las cuales reflejan la



integridad del nervio Optico y al procesamiento por los centros corticales (Charng, 2013;
Holder, 2004; Aminoff, 1994; Tobimatsu, 2006). Los parametros caracteristicos a evaluar son
la amplitud medida en microvolts y la latencia medida en milisegundos. El uso de PEV se ha
empleado en investigaciones para estudios farmacoldgicos y en la evaluacion de efectos
neuroprotectores, ya que proporcionan un medio para monitorear la actividad neural y el
procesamiento sensorial in vivo (de Vries, 1996). En pacientes tratados con radioterapia
holocraneal es dificil discriminar si los efectos observados en los PEV y en las bandas de
frecuencia resultado de registros EEG (electroencefalograficos) puedan deberse a la
enfermedad misma del paciente, a la localizacion del tumor, a los medicamentos adyuvantes o
a la radioterapia en si. Por lo tanto, en esta investigacion se opto por realizar estudios en tejido
sano, para ello se empleé un modelo murino (ratas) el cual fue irradiado de forma holocraneal
a 20 Gy y se adquirieron registros de PEV y EEG tanto en grupos control y grupos con
irradiacion holocraneal. Antes de la adquisicién de PEV se estandariz6 la técnica con el uso
del marco de estereotaxia y se eligieron los parametros claves para garantizar la

reproducibilidad de los datos obtenidos.



“Evoluciones progresivas que crecen cada vez mds, son la materia de la historia”

Novalis

Antecedentes




1. ANTECEDENTES

1.1. Radiacion ionizante

La radiacion se describe como la energia que puede ser transferida ya sea en forma de
particulas 0 como onda electromagnética. Esta energia transita es capaz de interactuar con
objetos mediante el proceso de excitacion o ionizacion. Dentro de la radiacién de particulas
subatomicas en movimiento y que poseen masa y carga eléctrica se encuentran las particulas
alfa las cuales son nucleos de helio “He, los particulas beta que son electrones rapidos o By
positrones o B*, ambas particulas son producto del decaimiento de algunos radiontclidos. En
el caso de los electrones rapidos, éstos también pueden producirse por medio de un acelerador

de particulas.

Ademas de las particulas también existe la radiacion en forma de onda electromagnética
(fotones). Las ondas electromagnéticas poseen campos magnéticos y eléctricos que son
propagados a la velocidad de la luz, su energia varia dentro de un rango y se pueden clasificar
en ondas de radio, microondas, luz visible, radiacion ultravioleta, los rayos X empleados para
estudios de radiodiagnéstico y radioterapia, los rayos gamma también empleados para
radioterapia y radiodiagndstico los cuales son generados principalmente por nicleos
radiactivos. Los rayos X pueden provenir de los orbitales de los electrones del atomo que han
sido estimulados artificialmente o por radiacion de frenado también llamada blemsstrahlung
que consiste en desacelerar electrones con velocidades grandes haciéndolos interaccionar con
objetos metalicos (Khan, 2000; Hall, 2012). Se le llama radiacién ionizante a aquella que
posee suficiente energia para interactuar con la materia produciendo ionizacion, es decir, que

origina particulas de carga eléctrica (iones).

La radiobiologia se encarga del estudio de la accion de la radiacién ionizante sobre las cosas
vivas. Cuando la radiacion ionizante interactia con los atomos de la materia ocurrira el

fendmeno de excitacion o ionizacion y de esta forma se comienza una serie de eventos que
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conduce a un cambio bioldgico. EIl cambio biolégico esta directamente relacionada la cantidad
de energia depositada por unidad de longitud a esto se le Ilama Transferencia Lineal de
Energia o LET (Liner Energy Tranfer) la cual es dependiente del tipo de radiacion y se
expresa en Kiloelectronvolts por micrémetro (keV/um). Las particulas alfa poseen alto LET
por lo que poseen méas habilidad de ionizacién y menor penetracién a diferencia de las
particulas betas (Hall, 2012). El depésito de energia de las particulas alfa es en trayectorias
rectas en comparacion con las betas que lo hacen de forma tortuosa y no homogénea. Los
rayos X producen iones de forma dispersa e indirecta ya que la energia depositada se realiza a
través de los electrones secundarios que se liberan de la interaccion de los rayos X con los

atomos.

Los rayos gamma presentan un poder de ionizacion relativamente bajo pero capacidad de
penetracion mas larga, caracteristica que es imprescindible en el disefio de blindajes y
acciones relacionadas a la proteccion radioldgica. A diferencia de las particulas cargadas (alfas
y betas) la radiacion electromagnética (rayos X y Y) no poseen masa ni carga eléctrica, por lo
cual su interaccién con la materia no es por medio de atraccion o repulsion eléctrica. Cuando
interactta el foton con el medio puede absorberse, desintegrarse o ser disparado cambiando su
direccion, con o sin pérdida de energia. Los principales mecanismos de intervencion de los

fotones con la materia son:

Efecto fotoeléctrico

Ocurre con la interaccién de un foton y un atomo absorbedor, en el cual el fotén desaparece
totalmente, desprendiendo un electron del atomo (fotoelectrén) (Khan, 2000). El origen mas
probable del fotoelectrdn son las capas electrdnicas interiores, o sea K, L. Después de que sale
el fotoelectrdn, las capas electronicas del atomo que cedio el electron se reacomodan. Este
mecanismo puede ocurrir de la siguiente manera: Si el foton se origind en la capa K, uno de la
capa L bajara a la capa K emitiendo un fotdn (rayo x caracteristico) cuya energia es igual a la
diferencia de energia entre la capa L y la K, asi sucederia con la capa L y la capa M vy asi

sucesivamente. El proceso fotoeléctrico es el predominante en la interaccion de los rayos



gamma (o rayos X) de baja energia y para materiales absorbedores de alto nimero atémico

como lo es en el uso de rayos X en imagenes de radiodiagnostico (Hall, 2012).

Efecto Compton

El rayo Y o0 X interacciona con un electron orbital, cediendo s6lo una parte de su energia a la
vez que es desviado un angulo 0, cuanto mayor sea el &ngulo, mayor serd la energia cedida al
electrén. La mayor parte de la energia del foton es cedida al electron y la restante es la que
posee el rayo X o Y desviado (Khan, 2000). El efecto Compton es un mecanismo presente para

fotones de altas energias de megavolt (MV) como las usadas en radioterapia (Hall, 2012).

Produccion de pares

Este proceso es solo viable para rayos X o Y de alta energia, es decir, que su energia sea mayor
a 1.022 MeV. Esta interaccion ocurre con el campo eléctrico del nucleo del atomo, el foton
desaparece y da origen a un par electron y positron, los cuales ceden su energia al medio, en el
caso del positron cuando este alcanza el reposo se recombina con un electron cercano y ambas
particulas son aniquiladas generando dos fotones de 511 keV que viajan de direcciones

opuestas (Khan, 2000), mientras que el electron se recombina con el medio.

La cantidad depositada en el medio absorbedor tanto de particulas o radiacién
electromagnética (rayos X y rayos Y) se expresa en dosis absorbida Gray (Gy), que es la

cantidad de energia absorbida por unidad de masa de tejido (Hall, 2012).

1.2. Efectos bioldgicos de la radiacion

La radiacion interactia con los atomos de la materia viva provocando principalmente
ionizacién y en consecuencia, cambios importantes en las células, tejidos, érganos y en el
individuo en su totalidad (Hall, 2012). EIl tipo y la magnitud del dafio dependen de la

naturaleza del tipo de radiacion, de su energia, de la dosis absorbida, de la zona afectada y del



tiempo de exposicion. Al igual que ocurre con una lesion de otro tipo en la que dependiendo
de la severidad de la lesion el individuo pueda recuperarse, en este caso la edad y el estado de
la salud son factores importantes. La severidad de la lesion es dependiente de factores fisicos
(naturaleza del tipo de radiacion), fisiolégicos (edad, metabolismo, genética, etc.) y
ambientales (presion ambiental del oxigeno) (Manual ESR AV, ININ)

Cuando las células absorben radiacion tienen lugar procesos de ionizacion y excitacion,
produciendo la formacién de moléculas estables o inestables o bien radicales libres, con los
cuales se producen nuevas reacciones quimicas con moléculas contiguas. Los procesos de
ionizacién o excitacion pueden producirse en macromoléculas biolégicas como el acido
desoxirribunocleico (ADN) o bien, en el medio en el que estan suspendidos los organulos
celulares como lo es el citoplasma compuesto principalmente por agua (Hall, 2012). La accion
de la radiacion se clasifica en directa e indirecta, segun el lugar donde se produzcan estas

interacciones (Figura 1).
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Figura 1. Accidn directa e indirecta de la radiacién ionizante (Hall, 2012).



Como se observa en la Figura 1 la accion directa ocurre cuando una particula ionizante o
radiacion ionizante interacciona y es absorbida por el ADN de manera que la formacion de
radicales libres ocurre dentro de la macromolécula. La ionizacion indirecta ocurre cuando la
radiacion ionizante interactGa primeramente con el medio circundante, principalmente el agua,
formando i6nes y radicales libres dando pauta al inicio de una serie de reacciones en cadena
hasta lograr dafiar el ADN. La reaccién de los electrones formados por ionizacion en el agua
es llamada radélisis en la cual el agua genera radicales libres altamente reactivos incluyendo al
radical hidroxilo (OH-), el peréxido de hidrégeno (H20,) y el reductor radical hidrogeno (H:).
Estas especies transitorias reaccionan con cualquier constituyente organico en solucion, lo cual
puede producir en la célula su muerte, una mutacioén, o mantenerla en estado latente (Hall,
2012). Aunque durante la interaccion de la radiacion con el agua se producen muchas otras
reacciones y se forman otros productos, los radicales libres como el OH- son un factor
fundamental en la produccion de lesiones celulares ya que al tener sélo un electrén orbital no
aparejado lo hace fuertemente reactivo, debido a la tendencia del electrén a no emparejarse

con otro electron (Hall, 2012).

La accion directa o indirecta de la radiacion depende del lugar en donde se produzca la
ionizacion y la absorcion de energia en la célula, debido a la gran cantidad de agua que
contienen los componentes estructurales, la probabilidad de que la radiacion produzca dafios
por la via indirecta es mucho mayor que la probabilidad de que ocurran por la via directa. Asi
mismo, dependiendo de la LET de la particula puede predecirse el tipo de accién
predominante: las particulas alfa y neutrones al tener alta LET propiciaran la accion directa
con el ADN mientras que los rayos X y Y causan mayor dafio bioldgico mediante la accion
indirecta (Hall,2012).

La severidad de la lesion al ADN y su reparacion depende de la interaccién de la radiacion
ionizante con la doble hélice del ADN. Cuando su interaccion es con una sola hebra del ADN
hay una activacion de sensores y vias moleculares de respuesta y el dafio posiblemente sea
reparado. Sin embargo, el dafio no siempre puede ser reparado y esto ocurre mayormente
cuando la interaccién de la radiacion se da con ambas hebras del ADN ya que son

fraccionadas y dificilmente los mecanismos moleculares que intervienen logran revertir el
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dafio. Esto desemboca en la muerte celular (apoptosis), la pérdida de capacidad proliferativa,
aberraciones cromosomicas e inmunodeficiencias (Hall, 2012). El rango de energia de los
fotones empleados en radioterapia induce un dafio al ADN frecuentemente de una sola hebra
la cual puede repararse en la mayoria de los casos sin tener gran consecuencia biolégica (Hall,
2012).

Los dafios bioldgicos también estan relacionados con la radiosensibilidad. La radiosensibilidad
estd en funcién del estado metabolico del tejido irradiado segun la Ley de Bergonié y
Tribondeau la cual afirma que mientras mas jovenes son los tejidos y los 6rganos, mas
radiosensibles son, por lo que la radiosensibilidad aumenta al aumentar la rapidez de
proliferacion celular y la rapidez del crecimiento de tejidos. Esta ley tiene una aplicacion
contundente en la radioterapia y en la radiologia diagnostica (Hall, 2012). Dentro del ciclo
celular las células que se encuentran en mitosis son mas susceptibles a sufrir dafio en el ADN
mediante un rompimiento de la doble hebra del ADN (Hall, 2012).

1.3. Efectos de la radiacion ionizante en el cerebro

Anatomicamente el sistema nervioso se encuentra clasificado en el SNC el cual se encuentra
integrado por el encéfalo y la médula espinal situados respectivamente dentro de la proteccion
del craneo y la columna vertebral, y el sistema nervioso periférico el cual esta constituido por
doce pares de nervios craneales y treinta y un pares de nervios raquideos que tienen sus

ramificaciones dentro del cuerpo (Mufioz, 2008).

Los 6rganos que integran al sistema nervioso estan formados por tejido nervioso el cual esta
conformado de células altamente especializadas en la conduccion de impulsos eléctricos estas
células son las neuronas. Las células que dan sostén y proteccion a las neuronas son la
neuroglia o células gliales las cuales constituyen en mayor proporcion al sistema nervioso
(Mufioz, 2008). La neuroglia esta dividida en macroglia y microglia las cuales estan integradas
de estirpes celulares que tienen una funcién especifica que desempefiar. La macroglia se
encuentra integrada por los oligodendrocitos y astrocitos. Los oligodendrocitos son células

requeridas para la formacion y mantenimiento de las vainas de mielina (Greene, 2012; Bear,
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2008). La mielina es la responsable de la propagacion rapida y eficiente de los impulsos
nerviosos y una pérdida de esta puede dar origen a la desmielinizacion de los axones (van der
Kogel, 1986). Los astrocitos tienen diversas funciones entre ellas desempefian el rol de soporte
neuronal, modulan la transcripcion sinéptica, la secrecién de factores neurotrdpicos tales como
los factores de crecimiento de fibroblastos que promueven la neurogénesis y son consideradas
células protectoras de las neuronas ante lesiones oxidativas, que tienen la capacidad de reparar
el tejido dafiado y la cicatrizacion (Greene, 2012; Bear, 2008). Los astrocitos constituyen el
50% de todas las células gliales (Greene, 2012). La microglia es considerada como las células
inmunes del cerebro y ante un dafio o lesion actia como macrdfago, estas células representan
un 12 % de las células cerebrales totales (Greene, 2012). El sistema nervioso también se
encuentra integrado por células madres las cuales podran diferenciarse en neuronas, astrocitos
u oligodendrocitos mediante la neurogénesis la cual ocurre principalmente en el hipocampo
(Monje, 2003). EI sistema nervioso se encuentra protegido por una capa vascular llamada
barrera hematoencefalica (BH) que estd asociada a la permeabilidad de las sustancias del
torrente sanguineo al sistema nervioso evitando el paso de sustancias neurotoxicas (Banks,
2015).

En la actualidad se han descrito investigaciones sobre los efectos que causa la radiacion
ionizante después de irradiacion fraccionada a cerebro parcial o a cerebro completo en
modelos in vivo tanto como in vitro. En el ser humano, la expresion clinica de las lesiones en
el cerebro esta clasificada con respecto al tiempo en el que se presentan y se dividen en
agudas, a corto-plazo y a largo-plazo (Greene, 2012; Tofilon, 2000). Las lesiones cerebrales
tempranas o agudas suelen presentarse dias o semanas tras el tratamiento, las a corto-plazo
suelen presentarse de 1 a 6 semanas tras irradiacion como la desmielinizacion y la
somnolencia. Tanto las lesiones agudas como las lesiones a corto-plazo, usualmente son
reversibles y se resuelven espontaneamente, sin embargo, las lesiones a largo plazo se
presentan después 6 meses tras la irradiacion e involucran anomalias vasculares,
desmielinizacion y necrosis de la materia blanca, y suelen ser irreversibles y progresivas
(Greene, 2012; Ballesteros, 2012). Las lesiones en las funciones cognitivas tras radioterapia
han sido observadas después de 6 meses de irradiacion (Herman, 2003; Kondiziolka, 2005;

Meshref, 2013) y han sido relacionadas a la pérdida de la neurogénesis hipocampal. Estudios
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en ratas muestran las lesiones ocasionadas tras el uso de radiacion dentro de las cuales
destacan: la disminucion en la neurogénesis relacionada a la presencia de la activacion de
citocinas pro-inflamatorias (Monje, 2003; Kyrkanides, 2002; Moore, 2005), la gliosis
astrocitica observada (Hwang, 2006) y el sindrome de somnolencia presente después de 6 a 8
semanas tras radiacion (Ballesteros, 2012; Littman, 1984). Otro proceso observado ha sido la
neuro-inflamacién debido a la presencia de citocinas pro-inflamatorias como IL-1B, TNF-a
(Ballesteros, 2012), COX-2 (Kyrkanides, 2002; Hwang, 2006; Morovan, 2011), y factores de
transcripcion como el NF-kp (Maggio, 2015).

Como se ha reportado anteriormente que la radiacion ionizante ha mostrado tener multiples
efectos en el tejido cerebral y aunque el efecto mayormente descrito es la ruptura de la cadena
del ADN y la muerte celular actualmente se sabe que la respuesta ante la radiacion es continua
y dindmica, en donde la muerte celular no es el Unico efecto ante la radiacion, sino que hay
otros efectos secundarios de los cuales aun se desconoce su etiologia, entre ellos se encuentran

la inflamacidn previamente mencionada y el dafio de la via visual.

1.3.1. Efectos de la radiacién ionizante en la via visual

El uso de radiacion ionizante como tratamiento profilactico o terapéutico en lesiones
cerebrales también puede generar efectos secundarios a la via visual. Estudios en nifios con
LLA que fueron sometidos a un tratamiento profilactico con RH y dosis de radiacion de 12 y
18 Gy mostraron mediante estudios de PEV, que la via visual habia sufrido cambios,
observandose incrementos significativos en la latencia significativos de los componentes
tardios (P2, N2 y P3) (Meshref, 2013). Asimismo, con el uso de pruebas psicoldgicas
demostraron afectaciones en las funciones cognitivas como el coeficiente intelectual (1Q),
déficit de aprendizaje, pérdida de la concentracion, las cuales se vieron agravadas a mayor
dosis (24 Gy) (Halberg, 1992; Meshref, 2013). Otros estudios que emplearon radioterapia para
tratar lesiones de cabeza y cuello tales como el carcinoma nasofaringeo (70 Gy) y en cuello
(50 Gy) mostraron latencias y amplitudes VEP anormales durante los 2 y 3 afios tras

irradiacion (Hu, 2003). En animales también se han reportado alteraciones de memoria
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después de siete meses de irradiacion con dosis de 30 Gy (Lamproglou, 1995). Resultados
similares se observaron al irradiar ratas con dosis craneales de 40 Gy repartida en 8 fracciones
en 24 dias (Yoneoka, 1999).

1.4. Corteza estriada y via visual

La corteza cerebral es la cubierta externa de la materia gris sobre los hemisferios. Tipicamente
tiene un grosor de 2 a 3 mm y cubre las prominencias o circunvalaciones y cisuras (Swenson,
2006) que delimitan las diferentes zonas o regiones del cerebro. La mas importante es la
denominada cisura longitudinal, que divide al cerebro en los hemisferios derecho e izquierdo y
a su vez, cada hemisferio se subdivide en cuatro cortezas primarias: temporal, frontal, parietal

y occipital (Figura 2).

Surco central o cisura de' Rolando

Lobulo parietal

Surco parietooccipital

Lobulo occipital

Cisura longitudinal |

/ Loébulo frontal

3
/' | 4 TArea pre-motora
é A - Circunvolucion frontal ascendente

fg,? a —ﬁ—CircunvoluciOn parietal ascendente

Cerebelo

— Lobulo parietal Lobulo temporal

Lobulo occipital Tronco Cerebral
Figura 2. Monografia del cerebro humano. Vista en el plano axial y sagital.

Cada una de las areas de la corteza cerebral es responsable de funciones especificas (Figura
3), por ejemplo, el 16bulo parietal detalla un mapa de la sensibilidad, el 16bulo occipital se
encarga de la vision, el temporal del oido y el I6bulo frontal es el encargado de un gran
namero de funciones como resolver problemas complejos, control de la actividad muscular,

etc.
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Figura 3. Funciones de las distintas areas de la corteza cerebral.

La mayor parte de corteza cerebral es neocorteza. La corteza tiene los cuerpos neuronales
organizados en alrededor de seis capas que contienen entre 10 y 14 mil millones de neuronas.
A cada una de las seis capas se les adjudica un numero romano que van desde la capa
superficial hasta la mas profunda. La capa | es la capa molecular localizada por debajo del
piamadre (meninge cerebral) compuesta por axones y dendritas, la capa Il es Ilamada granular
externa, capa Il es la piramidal externa, capa IV denominada granular interna (contiene IVA,
IVB y IVC), capa V es la piramidal interna y la capa VI llamada multiforme o fusiforme. Cada
una de las capas contiene distintas formas neuronales, tamafios y densidad, asi como diferentes
organizaciones de fibras nerviosas. Funcionalmente, las capas de la corteza cerebral se pueden
dividir en tres partes: (1) Capas supragranulares (capa | a Il1l) son de origen primario y la
terminacion de las conexiones intracorticales que son asociativas (con otras del mismo
hemisferio) o comisurales (conexiones con el hemisferio opuesto principalmente a través del
cuerpo calloso). Esta capa esta altamente desarrollada y permite la comunicacion entre una
proporcion de la corteza y otras regiones. (2) Capa granular interna (capa 1V) recibe
conexiones talamocorticales (TC) especialmente de los nucleos talamicos especificos. (3)
Capas infragrabulares (capa V y VI) conectan principalmente la corteza cerebral con las

regiones subcorticales. Estas capas estan mas desarrolladas en areas motoras las cuales tienen
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capas granulares extremadamente pequeias o inexistentes y a menudo se denomina “corteza
agranular”. La capa V da lugar a todas las principales proyecciones eferentes corticales a
ganglios basales, tronco encefalico y médula espinal. La capa VI se proyecta principalmente al
tdlamo. Hay distintos tipos de células neuronales distribuidas en la corteza cerebral; las
neuronas piramidales se encuentran en las capas Il y V las cuales contienen una dendrita
apical que se extiende hasta la capa I. Las dendritas de las neuronas corticales tienen muchas
espinas que son sitios de sinapsis y un axon delgado que surge de la base de la célula
piramidal que tiene un proceso colateral y largo que permite una conexién con distintas
regiones cerebrales y que se extiende a través de la sustancia blanca hacia la corteza. Las
ceélulas estrelladas o granulares son mas prominentes en la capa IV y sus axones permanecen
en la corteza (Swenson, 2006). La corteza cerebral tiene un rol prevalente en la generacion y
sincronizacion de diferentes ritmos cerebrales. Los principales tipos y redes neuronales
implicados en las oscilaciones cerebrales son: neuronas corticotalamicas (TC), el circuito
inhibitorio recurrente entre las neuronas talamo-reticulares (RE) y TC y las proyecciones tallo-

talamo colinérgicas (y otros neuromoduladores) (Steriade, 2006).

En la corteza estriada o corteza visual primaria, se han identificado neuronas de distintas
formas, pero principalmente a las definidas por su apariencia de arboles dendriticos: Neuronas
estrelladas espinosas y células piramidales. Las células estrelladas espinosas son pequefias
neuronas dendritas cubiertas por espinas que salen del cuerpo celular y que se encuentran en
las dos filas de la capa IVC. Fuera de esta capa se encuentra poblado por las células
piramidales (Figura 4). Las células piramidales también estan cubiertas por espinas, las
células piramidales pueden tener dendritas que se extiendas hacia otras capas y solamente ellas
poseen axones hacia fuera de la corteza estriada para formar conexiones con otras regiones del
cerebro. Los axones de las células estrelladas realizan conexiones locales en la corteza visual.
Ademas de las neuronas espinosas también se encuentran dispersas en todas las capas
corticales neuronas inhibidoras que carecen de espinas y se encargan de realizar conexiones
locales (Bear, 2008).
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Figura 4. Morfologia dendritica de algunas de las células de la corteza estriada (Bear, 2008).

Dentro de citoarquitectura de la corteza cerebral la corteza visual primaria (también Ilamada
V1 'y corteza estriada) que representa el area 17 de Brodmann y se localiza en la parte occipital
la cual juega un rol importante en el procesamiento de la informacion visual. Esta parte del
SNC tiene la habilidad de detectar e interpretar la informacion de la luz visible para construir
una representacion del entorno circundante. El sistema visual lleva a cabo una serie de tareas
complejas, que incluyen la percepcion de la luz y la formacion de representaciones
monoculares, identificacion y categorizacion de los objetos visuales, evaluar las distancias que
hay entre los objetos y guiar los movimientos del cuerpo en relacién de los objetos vistos
(Bear, 2008).

Las interacciones entre la luz y el entorno pueden ser perceptibles a través del ojo. El 0jo es un
organo especializado en la deteccidn, localizacidn y analisis de la luz. La anatomia del ojo esta
integrada por la pupila que es una abertura circular que permite la entrada de la luz al ojo para
que alcance la retina y tiene un color oscuro a causa de los pigmentos de la retina que
absorben a luz. La pupila estd rodeada por el iris que contiene dos musculos que pueden

modificar el tamafio de la pupila uno lo hace méas pequefia cuando se contrae y el otro la hace
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mayor. La pupila y el iris estan cubiertos por una superficie externa transparente llamada
cornea. La cdrnea se continda con la esclera (parte blanca del ojo) que forma la pared del
glébulo ocular. El glébulo ocular se sitta en una fosa del craneo, también llamada orbita
ocular. Una vez que el ojo percibe la luz y ésta alcanza la retina, comienza el procesamiento
de la informacion. La via para la salida de informacion visual del ojo es desde los
fotoreceptores a las células bipolares y de ahi a las células ganglionares. Las células
ganglionares disparan potenciales de accién en respuesta a la luz y los impulsos se propagan a
través del nervio Optico al resto del cerebro, el procesamiento retiniano estéa influenciado por
las células horizontales que reciben las sefiales de los fotoreceptores y proyectan neuritas
lateralmente para influir a las células bipolares de alrededor y a los fotoreceptores. Las células
amacrinas reciben sefiales de las células bipolares y proyectan lateralmente para influir en las
células ganglionares. Los fotoreceptores son las unicas células sensibles a la luz en la retina y
las celulas ganglionares son las Unicas fuentes de salida de informacién desde la retina (Bear,
2008). La retina contiene una organizacion laminar por donde la luz debe pasar antes de llegar
a los fotoreceptores; las capas son: ganglionares (contiene a las células ganglionares),
plexiforme interna, nuclear interna (contiene a las células bipolares, horizontales y amacrinas),
plexiforme externa, nuclear externa (contiene a los cuerpos de fotoreceptores) y la capa de
segmentos externos a los fotoreceptores (contiene los elementos sensibles a la luz de la retina)
y estan insertados en el epitelio de pigmentacion el cual absorbe cualquier rayo de luz que
pase enteramente a través de la retina minimizando la reflexion de la luz dentro del ojo que
emborraria la imagen. Una vez que llega la luz, los fotoreceptores convierten o transducen la
energia luminica en cambios del potencial de membrana y comienza la fototransduccion con
los bastones (que son 20 veces mas nimeros en la retina humana que los conos). Uno de los
modos en que la informacidn se representa en el SNC es por cambios en el potencial de
membrana de las neuronas (Bear, 2008). Los potenciales de accion son disparadas por las
células ganglionares mediante sus axones que abandonan la retina para pasar al nervio optico,

el quiasma optico y la cintilla optica (Figura 5).

16



a b

{} s
| qad  Rightvisual field

\/‘”‘e»/“"é\‘ﬁdzi Eémp visl]él—defetho

e |

Tyl

Fotoreceptores
/ P
Célula pre-

sindptica
Temporal

Retina

(conos y bastoW

Nervio dptico

¥ \\
S
v
g
Direccion de la senal

Célula post-
sindptica

—Sinapsis

y

N

Cintilla
\ dptica
- -
Nucleo > ;

| Dendritas elulas retinales
geniculado ——+——F

ganglionares

lateral \\_ ; : 3 A Cuerpo 7 Cé!ulla post-
. ;/ celular sinaptica
Radiaciones - > Axén
dpticas X \ ) /
NG .A]v'

Corteza visual
primaria
Figura 5. Proyeccion retinofuga. a) muestra el nervio optico, quiasma, cintilla optica, nucleo
lateral geniculado (NGL), radiacion optica y la corteza visual primaria. b) Via desde las

células ganglionares retinales hasta los fotoreceptores.

Un pequefio nimero de axones de la cintilla 6ptica hacen sinapsis (comunicacion de neuronas
por medio de una sefial eléctrica o quimica) con células del hipocampo y el otro 10% pasa por
el tAlamo e inerva en el mesencéfalo que inerva en el NGL del talamo dorsal. De las neuronas
del NGL surgen axones que se proyectan en la corteza visual primaria, esta proyeccion se
conoce como radiacion dptica (Bear, 2008).

1.5. Actividad eléctrica en el cerebro
La actividad eléctrica del cerebro estd conformada por biopotenciales generados en la corteza
externa de las neuronas piramidales que constituyen el tejido nervioso. Las sefiales eléctricas

poseen una naturaleza i6nica. La frecuencia de la actividad eléctrica espontanea del cerebro,

refleja propiedades intrinsecas de las membranas de neuronas, asi como la organizacion e
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interconectividad de la red a la que pertenecen (Lopes da Silva, 1991). Las redes que se
forman pueden ser locales o pueden estar distribuidas por distintas partes del cerebro
abarcando gran nimero de neuronas. La actividad sincronizada del grupo de neuronas produce
sefiales eléctricas, las cuales difieren en frecuencia y amplitud, dando lugar a los ritmos
cerebrales. Cuando hay una gran actividad sinaptica y se encuentra distribuida en la corteza
cerebral se propician sefiales eléctricas de baja frecuencia y alta amplitud, mientras que
cuando la sefial esta localizada en una region y hay menor cuerpos neurales las sefales se
manifiestan con frecuencias mas altas y amplitudes bajas tal es el caso como las sefiales de las
bandas alfa y las beta 0 gamma, respectivamente (Neuper y Pfurtscheller, 2001). La actividad
cerebral se propaga a traves del tejido circundante y puede ser detectada por electrodos que
cumplan la funcion de transductores, convirtiendo las sefiales ionicas en sefiales eléctricas para

su posterior procesamiento y analisis.

1.5.1. Electroencefalograma

El electroencefalograma (EEG, ondas cerebrales) es una técnica neurofisiolégica normalmente
no invasiva que consiste en una sefial compleja y sirve como un indicador importante del

estado cerebral por ejemplo en estado de vigilia y/o suefio (Figura 6).

Las investigaciones cerebrales estan intimamente vinculadas en la viabilidad de adquirir
registros EEG y su analisis cuantitativo. El andlisis espectral consiste en la descomposicion de
una sefial en sus componentes de frecuencia que los constituye, ademas es un método
importante para investigar la actividad cerebral (Achermann, 2009). Los EEG son registros
colectados por electrodos, los cuales pueden variar debido a su posicién de colocacion. Hay
microelectrodos invasivos que se implantan en el interior del cerebro mediante intervencion
quirurgica, otros que son colocados directamente en la corteza cerebral y también puede
requerir cirugia, por ultimo, hay electrodos subdérmicos los cuales son colocados con
pegamentos especiales sobre el cuero cabelludo. Las sefiales complejas de los EEG son el

resultado de potenciales de células piramidales corticales (Achermann, 2009).
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Figura 6. Registro poligrafico de rata adulta. Se muestra la actividad cortical (EEG) del
musculo del cuello (EMG) y movimientos oculares (EOG), asi como la postura tipica de la
rata en cada etapa. Durante la vigilia el EEG muestra predominantemente actividad de bajo
voltaje (40-60 V) y alta frecuencia (30-50 Hz). Durante el SOL se presentan ondas de baja

frecuencia (0.1-10 Hz) y gran amplitud (200-400 uV). En el sSMOR el EEG consiste de ondas
de alta frecuencia (20-40 Hz) y baja amplitud (50-80 uV) (Franco, 2012).

El anélisis espectral es una aproximacion matematica que cuantifica el EEG y se basa en la
descomposicién de las frecuencias constitutivas de la sefial. EI método matematico
comunmente empleado para obtener el espectro es la transformada rapida de Fourier (FFT,
acronimo en inglés). La FFT convierte una sefial analdgica a digital (A/D) con el fin de ser
procesadas con una computadora mediante el uso de filtros antiplegamiento (antialising filter)
usando para limpiar la sefal al realizar esta conversion de sefial seguida de una calibracién.
Las sefiales EEG son diferencias de potencial eléctrico que varian continuamente con el
tiempo. La conversion de sefiales (A/D) involucra el muestreo y la cuantificacion de las
sefales, durante el muestreo la frecuencia debe evitar el aliasing, es decir, el reflejo de las
frecuencias rapidas en un rango de baja frecuencia, esto significa que el muestreo de la
frecuencia debe ser igual o mayor que dos veces la frecuencia del componente mas alto

presente en la sefial, en la practica es necesario un filtrado de paso bajo adecuado antes del
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muestreo para evitar el aliasing ya que despues de la conversion de sefiales (A/D) los efectos
antialising no pueden ser reconocidos o eliminados. Con respecto a la grabacion es
recomendable realizar una calibracién anterior a cada grabacién para facilitar el célculo y los
espectros sean escalados correctamente (Achermann, 2009). Como se muestra en la Figura 2
el registro EEG se integra de sefiales de onda que poseen una frecuencia (Hz) y una amplitud
(LV), la frecuencia hace referencia a la cantidad de ondas por unidad de tiempo y se clasifican
en altas y bajas frecuencias dependiendo de la cantidad de sus ondas transcurridas en un
periodo (tiempo entre dos puntos transcurridos equivalentes de la onda). La frecuencia es baja
cuando menos sucesos sucedan en un periodo y viceversa, cuando pasen mas sucesos en el
mismo periodo se trata de una frecuencia alta (Figura 7). La amplitud es la distancia entre el
punto mas alejado de una onda y el punto medio o de equilibrio ver Figura 7.

Onda de frecuencia baja

- : Amplitud
3 / i 2 // e \ ,// \\\
g : L \\ A \\“.
x \ \ 7/
g_ \ / //
< ‘ Tiempo (s)
Onda de frecuencia alta
g \ \.l ‘ \ \ 1‘/ ‘\l \ \ f/
b= 'v‘ .‘, "‘ \ l" |
s L A S S G
£ \ / \if \/ \/ \ / \/ \/ \/ \/ \/ ‘ \/
< \/ v/ \/ \/ \ \/ \/ \V \/

Amplitud
P Tiempo (s)

Figura 7. Esquema que ejemplifica las frecuencias altas, bajas y amplitud.

La FFT es un algoritmo ampliamente usado en programas computacionales y una de sus
principales aplicaciones es en la electronica especificamente en el analisis de EEG de ondas
complejas mediante la transformacion de sefiales analdgicas a digitales. En donde se eligen N
puntos de datos y se obtiene una serie discreta de Fourier, que estd definida como (Cooley,
1969):
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Xj= AnWM. .. ..(Expresién 1)

En donde A(n) es una secuencia de las amplitudes complejas de Fourier en funcion de la
frecuencia n. La X (j), j = 0, 1,...N-1 se considera una secuencia compleja y en un problema

puede representar una muestra en N puntos de muestreo. Wy se representa en:

21
Wy = S (Expresion 2)

W,y en términos de senos y cosenos para hacer mas facil la notacion y derivacion de las

formulas se expresa como:
2 . 2 .y
Wy = 00577T + lSETlVT[ verven e e e (EXpresion 3)

Empleando las expresiones anteriores y realizando las operaciones se obtienen los valores de
X (j) que representan las componentes digitales que integran la sefial analogica. En las
resultantes de X (j) se obtienen partes reales e imaginarias ejemplo (0, -4j) que en el plano
cartesiano se representa la parte real en el eje horizontal y la parte imaginaria en el eje vertical.
Cabe mencionar que la sefial analogica puede adquirir todos los valores posibles de un

intervalo mientras que las sefiales digitales solo pueden tomar dos valores posibles (0 y 1).

Otro parametro a considerar es el espectro de potencia (poder) o varianza sobre la frecuencia
de las componentes de una sefial, que estd definido como la FFT de la funcién de
autocorrelacion. Los espectros de densidad de potencia se pueden estimar por el método del
paralelogramo (Welch, 1967) para este efecto, la sefial se divide en segmentos que pueden
superponerse, los segmentos son ponderados en funcion de una sefial no rectangular para
reducir los efectos de borde (fuga) antes de la FFT. Los valores absolutos de la FFT son
cuadrados para obtener la densidad de potencia de los valores. Para la estimacion del espectro

de densidad de potencia se promedian varios segmentos contenedores de la frecuencia con el
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fin de reducir la varianza. La resolucion de la frecuencia esté dada por el inverso de la longitud
del segmento en el tiempo. Las unidades de valores de la densidad de poder se expresan en
V?/Hz o pV?4Hz. Los distintos rangos de frecuencias se suman entre si y las unidades
resultantes de la potencia son V2 o pV? (Achermann, 2009).

1.5.2. Ritmos cerebrales

Los ritmos cerebrales se definen como ondas regulares a lo largo del tiempo y se caracterizan
por su frecuencia, localizacion y asociacion con varios aspectos de funcionamiento y el estado
del cerebro. Dicha actividad se produce o inhibe segin los mecanismos o estados del cerebro
como, por ejemplo, la vigilia, el suefio, el coma o determinadas acciones ejecutadas por el
sujeto. Los ritmos cerebrales se producen sobre un grupo de neuronas y pueden ser blogueados
0 atenuados cuando se presentan eventos que afectan la zona cortical involucrada, a este
fendbmeno se le llama desincronizacion relacionada al evento (ERD, acrénimo en inglés)
(Spinelli, 2000). Actualmente la neurociencia ha reconocido la importancia de los fendmenos
oscilatorios y la funcionalidad del EEG. Los ritmos de frecuencia se han dividido segun las
bandas de frecuencia que ocupan y se les ha denominado con letras griegas o, B, 6, 0 y Y las

cuales se diferencian por su localizacion y por su funcionalidad.

Ritmo delta

El ritmo delta posee una gran amplitud y baja frecuencia, su banda tipica se encuentra de 0.5 a
3.9 Hz (Franco, 2012) y presenta amplitudes de 20 a 200 pV. Se encuentra durante el suefio
profundo, en caso de que el sujeto esté en vigilia indica alguna anormalidad cerebral. EI ritmo
delta es el mas predominante bajo el uso de un anestésico (Brown, 2010). Delta también esta
ligado a funciones cognitivas como deteccion de sefiales y toma de decisiones, esta banda se

encuentra localizada en el area parietal, central y frontal (Schurmann, 1995)
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Ritmo tetha

El ritmo tetha es el rimo menos frecuente se presenta en la banda de frecuencia de 4 a 7.9 Hz
(Franco, 2012) con amplitudes que oscilan de 20 a 100 pV. Mayormente es encontrado en
nifios, adultos sanos puede detectarse en estado de adormecimiento (parestesia) y suefio. Se
registra en el I6bulo frontal y esta relacionada fuertemente con el procesamiento cognitivo
(Basar, 1998) y la atencion selectiva (Basar-Eroglu, 1992). La respuesta de tetha en la
componente P300 es mas estable (Basar, 2001). Experimentos de bisqueda y comportamiento
motor en gatos mostraron que tetha esta relacionado con el estado de alerta y disposicion para

procesar la informacion (Basar, 1998).

Ritmo alfa

El ritmo alfa se presenta en la banda de frecuencia entre 8 a 12.9 Hz (Franco, 2012) con
amplitudes que oscilan entre 20 y 60 pV. Son encontrados en adultos en estado de reposo
visual (ojos cerrados) y tranquilidad mental. EI ritmo es atenuado o bloqueado por la atencion
visual y esfuerzo mental o fisico. Durante el suefio profundo las ondas alfa se ausentan, las
frecuencias se encuentran concentradas principalmente en el area occipital (Gray, 1989;
Eckhorn, 1968) sin embargo, también son generadas en el circuito tdlamo-cortical, hipocampo
y formacidn reticular. En tanto a funciones cognitivas alfa influye significativamente en la
componente P300, alfa también se relaciona a nivel celular, sensorial (Basar, 2001). Alfa esta
fuertemente correlacionado con la memoria de trabajo y posiblemente con engramas de

memoria a largo plazo (Klimesh, 1994).

Ritmo beta

El ritmo beta es un ritmo irregular con frecuencias de 13 a 19.9 Hz (Franco, 2012) y amplitud
de entre 2 y 20 uV, suele asociarse a un estado de concentracion mental. Se detecta
principalmente en la region central y frontal, cerca o sobre la corteza motora primaria
(Pfurtscheller, 1998). La actividad beta se trasforma en oscilaciones gamma bajo una

despolarizacion de la membrana y en estudios en humanos de EEG se considera a estos dos
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grupos como una sola entidad ya que ocurren en conjunto y fluctian simultaneamente durante

diferentes actividades mentales (Steriade, 2006).

Ritmo gamma

El ritmo gamma se manifiesta frecuencias de 20 a 100 Hz (Franco, 2012) y amplitudes de
entre 5y 10 pV. Es una actividad armonica como resultado de estimulos sensoriales. La banda
gamma se encuentra distribuida selectivamente en diferentes estructuras corticales vy
subcorticales. Este ritmo se encuentra sincronizado con el ritmo alfa (Klimesch, 1997; Sigala,
2014). Las oscilaciones gamma, asi como delta y tetha controlan las funciones integradoras
del cerebro en absoluto a nivel sensorial y cognitivos (Basar, 2001). La frecuencia gamma se

relaciona con la componente P300 ligada a procesos cognitivos (Basar-Eroglu, 1991).

La dinamica cerebral se rige por la sincronia de las oscilaciones alfa, delta, tetha, gamma que
proporcionan la integracion de funciones cerebrales, especialmente para la comunicacion,
percepcion, movimiento y funciones asociativas relacionadas con la atencion aprendizaje y la
memoria (Basar, 2001). Los ritmos cerebrales se relacionan también a la regulacion del suefio-
vigila, presencia de anestesia y en multiples funciones cognitivas (Klimesch, 1997; Sigala,
2014).

1.5.3. Potenciales Evocados Visuales

Al igual gue los registros EEG, los PEV son ampliamente usados como técnicas no invasivas
que son usados tanto en laboratorio como en la clinica debido a que son técnicas que pueden
realizarse en tiempo real e in vivo. Los PEVs se usan para investigar la fisiologia y la
patofisiologia tanto de la via visual como de la corteza visual. Se basa en el estudio de sefiales
eléctricas que son generadas a nivel de la corteza estriada mediante la combinacién de
actividades post-sinapticas (Tobimatsu, 2006; Creutzfeldt, 1969) tras la estimulacion
luminosa. Las respuestas obtenidas con los estudios PEV es una sefial promedio de 50 a 100
estimulos visuales y se cuantifican dos parametros: la latencia y la amplitud. La latencia es el

tiempo en milisegundos (ms) que tarda en aparecer la sefial tras haber realizado la
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estimulacion luminosa y la amplitud que es el tamafio de la respuesta en microvoltios (LV).
Las respuestas PEV se clasifican en componentes tempranos llamados P1 y N1 los cuales
reflejan la integridad del nervio Optico (Holder, 2004; You, 2011) y componentes tardios
representados por las respuestas de P2 en adelante los cuales son componentes que se
relacionan a las funciones cognitivas como aprendizaje, memoria, atencion, etc. (Aminoff,
1994; Tobimatsu 2006). Los PEVs han sido ampliamente usados en distintos animales entre
ellos las ratas empleadas para medir el efecto de un farmaco, para comparar efectos toxicos o
terapéuticos. Los PEV en ratas han empleados con distintas configuraciones de electrodos

tales como agujas subdérmicas y electrodos implantados, también se han reportado distintas

formas de estimulacion visual empleando instrumentos luminosos como estrobos

fotoestimuladores, sistemas de campo completo llamados Ganzfeld y diodos LED (You,

2011). Un ejemplo de traza adquirida de PEV para su cuantificacion se muestra en la siguiente

Figura 8.
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Figura 8. Representacién de un Potencial Evocado Visual.
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“Si no conozco una cosa, la investigaré”

Louis Pasteur

Planteamiento del problema

26



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La radioterapia es una alternativa usada ampliamente en México para el tratamiento de
diversas lesiones neoplasias. La radioterapia intracraneal es un tratamiento comunmente

emplead en el tratamiento curativo y paliativo de neoplasias benignas y malignas del SNC.

La radioterapia holocraneal o craneo total se utiliza como esquema para el tratamiento de
metéstasis cerebrales, como tratamiento profilactico para LLA y para el linfoma linfoblastico
No-Hodking (Rades, 2008). El uso de radiaciones ionizantes provoca efectos directos como la
muerte celular asociado al dafio del ADN, sin embargo, en la actualidad el interés por estudiar
los efectos secundarios de la radiacion se ha fortalecido. Hasta ahora, la etiologia de diversos
efectos secundarios y a largo plazo no han sido del todo descrita 0 comprendida, si bien, lo
que es sabido que el efecto provocado es dependiente tanto de la cantidad de dosis
administrada, de la forma en que se administra (en forma de dosis Unica o fraccionada) y de la

estructura anatdmica en tratamiento.

Los efectos a largo plazo asociados con funciones cognitivas se han estudiado con el fin de
tener una proyeccion de la calidad de vida del paciente tras radiacion. Por ejemplo, en infantes
con LLA los cuales se sometieron a distintos protocolos profilacticos con dosis de 24, 18 y 12
Gy, mostrando que los irradiados con 24 Gy presentan una disminucion significativa del
puntaje en su coeficiente intelectual, aprendizaje, concentracion y capacidad de secuenciacion
y procesamiento a diferencia de los tratados con dosis de 12 Gy. Dichas anormalidades son el
resultado de la interaccion de la radiacion ionizante con las células, pero ain son una incognita

los detalles de los procesos neurales que intervienen para causar dichos cambios.

La realizacion de este trabajo pretende trasladar los resultados descritos en nifios con LLA en
un modelo en rata con la finalidad de estudiar objetivamente los procesos neurales que ocurren
y asi aportar hallazgos sobre el papel que juega la RH sobre los efectos observados en estudios

neuroldgicos como PEV y EEG.
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“Nada tiene tanto poder para ampliar la mente como la capacidad de investigar de forma
sistemdtica y real todo lo que es susceptible de observacion en la vida”

Marco Aurelio

Justificacion




3. JUSTIFICACION

La terapia intracraneal es usada convencionalmente para el tratamiento de metastasis y como
terapia paliativa tanto para adultos como en nifios. Sin embargo, en la actualidad los efectos
secundarios de la radiacién ionizante no son del todo evitados por lo que la calidad de vida del
paciente a tiempos largos de haber recibido irradiacion se ve afectada. La presente
investigacion busca elucidar el efecto a mediano plazo de la radiacién holocraneal a nivel de la
corteza visual con la ayuda de técnicas neurofisiologicas como los PEV vy los registros EEG

realizados en un modelo murino a un mes despues de haber recibido radiacion.

El uso de un modelo en rata es ptimo para usarse como modelo de efecto de tejido sano y asi
poder estudiar solamente el efecto de la radiacion, ya que el uso de pacientes conlleva una
cantidad de variables dificiles de controlar, entre las cuales se encuentra la enfermedad misma,

la localizacion de la lesién o tumor y el uso de medicamentos coadyuvantes.

El desarrollo de la investigacion busca reproducir los atrasos de latencia de PEV observados
en nifos que recibieron tratamiento profilactico con dosis holocraneal de 24-18 Gy y asi poder
realizar estudios minuciosos en ratas que describan los procesos neurales que intervienen
ocasionando dichos efectos, que de encontrarse abre las puertas a proponer algun tratamiento

con el fin de aminorar o evitar su presencia a tiempos largos.
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“En algun lugar, algo increible esta esperando ser conocido”

-Carl Sagan




4. HIPOTESIS

Alterna

En un modelo en rata, el uso de radiacion holocraneal causara cambios en la latencia de los
componentes tardios de los PEV y en la potencia de los ritmos cerebrales relacionados con la

actividad cerebral a las cuatro semanas tras irradiacion.

Nula

En un modelo en rata, el uso de radiacion holocraneal no causara cambios en la latencia de los
componentes tardios de los PEV vy ni en la potencia de los ritmos cerebrales relacionados con

la actividad cerebral a las cuatro semanas tras irradiacion.
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“Cuando mads alto coloque el hombre su meta, tanto mds crecera”

Friedrich Schiller

Objetivos
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5. OBJETIVOS: GENERALES Y
ESPECIFICOS

Objetivo general

Medir los efectos de la radiacion holocraneal en los PEV y en los registros EEG en un modelo

en rata después de cuatro semanas de irradiacion.

Objetivos especificos

1) Disefiar un plan de tratamiento de irradiacion holocraneal en rata con una dosis de 20
Gy al isocentro protegiendo estructuras como la mucosa orofaringea, traquea, ojos y el
conducto auditivo.

2) Caracterizar la intensidad luminosa e iluminancia de la lampara Flash LED: EBNeuro
usada para la adquisicion de PEV.

3) Determinar variaciones neurales en la corteza visual y actividad cerebral en ratas con y
sin radiacion a cerebro completo cuatro semanas tras irradiacion mediante técnicas
neurofisioldgicas como registros PEV y EEG.

4) Comparacion de parametros como: latencia, amplitud y el poder de las frecuencias
cerebrales entre el grupo control (sham) y el irradiado usando la prueba U de Mann-

Whitney para muestras separadas.
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“Siempre se debe preferir la accion a la critica”

Franklin D. Roosevelt

Metodologia
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6. DISENO METODOLOGICO

6.1 Disefio del estudio

Este estudio tiene un enfoque analitico, transversal, observacional y de seguimiento de
medidas experimentales con asignacion aleatoria y grupo control.

6.2 Universo y Muestra

22 ratas macho de la cepa wistar de 240-260 g.
Muestra no probabilistica

6.3 Procedimientos

lluminancia e intensidad luminosa de la lampara Flash LED: EBNeuro

La lampara es un estimulador fotico que genera flashes de duracion corta de luz blanca por
medio de 96 LEDs de estado sélido. La ldmpara se coloco en la posicion inicial o de origen (0,
7,0) y a partir de este punto se realizaron los desplazamientos a cada 2 cm a lo largo de los
planos XYZ del espacio que ofrece el marco estereotaxico 8x8x8 cm. El luxdmetro se fijo a la
torre de estereotaxia a la altura del porta canula de esta manera se garantizd el libre
movimiento a través del espacio en estudio. La coleccion de datos se realizo bajo la luz natural
del ambiente y se tomaron en cuenta los luxes iniciales para la correccion de la iluminancia

por fondo.

Implantacién de electrodos

Las ratas fueron anestesiadas via intraperitoneal con ketamina y xilazina (80mg/kg y 10mg/kg,
respectivamente) y fueron colocadas en un marco de estereotdxia fijandolas con lapices

interauriculares. El pelo se removid y se limpio el cuero cabelludo con una solucién de
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polividona yodada (isodine). En el cuero cabelludo se realizé una incisién a lo largo de la linea
media y se dejaron al descubierto las suturas craneales (bregma, lamda y la linea media), la
piel fue retraida a los extremos, misma que fue tratada tépicamente con isodine. Con una fresa
odontoldgica se procedid a realizar pequefias cuencas craneales mediante trépanos para fijar al
electrodo de referencia y al electrodo activo. El electrodo de referencia fue situado 5 mm antes
de bregma y el electrodo activo se colocé a nivel de la corteza visual primaria con
coordenadas anteroposterior 7 mm después de bregma y lateral 3 mm de la linea media. Los
electrodos utilizados fueron de tipo disco (EBNeuro, Italia). Un electrodo tierra fue colocado
en el 16bulo de la oreja derecha de la rata sujetado con un caiman.

Registros PEV

Tras la cirugia para la colocacion de los electrodos el ojo izquierdo de la rata fue tratado con
un midriatico de tropicamida (TP Ofteno, Sophia) para estimular la dilatacion de la pupila con
el fin de asegurar la entrada de la mayor cantidad de luz. La rata fue adaptada a la oscuridad
por una duracion de 5 min. EI PEV fue adquirido a los 25 min tras la colocacion de la
anestesia para implantacion de electrodos. La estimulacién consistio en el uso de una lampara
Flash LED: EBNeuro disefiada para estudios en seres humanos pero probada en ratas
exclusivamente para este estudio (Ortiz, 2018). La lampara fue configurada para suministrar
una serie de 100 flashes con una frecuencia de 1 Hz, un tamafio de paso de los filtros minimos
y maximos de 1 y 100 Hz respectivamente con tiempo de estudio de 200 ms. Mediante la
obtencién de la traza PEV se procedié a la evaluacion de cada uno de sus componentes

tempranos (P1, N1, P2) y tardios (N2 y P3) caracteristicas como la latencia (ms) y la amplitud
(1V).

Registros EEG
Con el mismo posicionamiento de los electrodos colocados en la corteza cerebral y con

amplificador (NEMUS F36589) se adquiri6 un registro EGG de 3 min con el fin de realizar un

andlisis espectral y corroborar que la rata estuviera completamente anestesiada. El analisis
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espectral se realiz6 con el software Galileo NT considerando los ritmos cerebrales delta (3 — 4
Hz), teta (4 — 8 Hz), alfa (8 — 12.9 Hz), beta (12 — 19 Hz) y bajo gamma (19 — 50 Hz).

Irradiacion

La irradiacion holocraneal consistio primeramente en asegurar la fijacion de la rata para cubrir
este requerimiento se empled el sistema de fijacién previamente desarrollado por Ballesteros,
2014. El disefio consiste a partir de una mascarilla termoplastica empleada en pacientes y una
base de acrilico. La fijacion es importante para asegurar que la dosis depositada cubra
adecuadamente el cerebro completo y al mismo tiempo se protejan estructuras circundantes
mas radiosensibles como son la mucosa orofaringea, conducto auditivo y en este estudio los
0jos. Las ratas previamente anestesiadas con ketamina y xilazina (80mg/kg y 10mg/kg,
respectivamente) fueron colocadas en la base de fijacion estereotaxica para ser irradiadas con
una dosis de 20 Gy al isocentro. Posteriormente se obtuvo un CBCT (Cone beam

Tomography) para realizar correcciones por posicion en la mesa de tratamiento.

La dosis se seleccion6 de acuerdo con las dosis empleadas in vivo en las cuales se ha
reportado un decremento de la latencia PEV y la presencia de efectos secundarios en las
funciones cognitivas a largo plazo (Meshref, 2013; Halberg, 1992). La irradiacion se llevé a
cabo en un acelerador lineal dedicado TrueBeam STx® con una energia nominal de fotones de
6 MV, empleando una técnica de radioterapia estereotdxica a partir de las imagenes de
tomografia computarizada de la rata que se tomaran previamente para la planeacion del
tratamiento. Se deline6 de manera automatica corte a corte el cerebro de acuerdo a las
imagenes de tomografia. La irradiacion se realizd a cerebro completo, es decir, cubriendo la
totalidad del craneo, pero protegiendo las estructuras circundantes. A su vez como grupo
control se emplearon ratas pseudo-tratadas, ya que fueron montadas en la base de fijacion y
sometidas a las condiciones de irradiacion incluyendo la anestesia a manera de simulacion

pero que no recibieron dosis de radiacion alguna.
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6.4 Criterios de inclusion

o Ratas machos de la cepa wistar con un peso de 240 a 260 g sanos.
o Ratas bajo anestesia general con ketamina/xilazina.

6.5 Criterios de exclusion

o Ratas con enfermedades respiratorias, enfermas o con acaros.
o Ratas consientes 0 con poco grado de anestesia.
o Ratas con registros EEG con alta heterogeneidad de la sefial (ruido).

6.6. Instrumentos

o Acelerador Lineal (TrueBeam STx®) de 6 MV acoplado a un micro colimador
multihojas.

o Lampara Flash LED: EBNeuro (Modelo BE Plus, EBNeuro S.P.A, Italia) con
amplificador (NEMUS 2, EBNeuro, Italia).

o Medidor digital de luminancia (luxémetro HER-410, Japon)

o Marco y torre de estereotaxia para rata (Kopf, Estados Unidos).

6.7 Recoleccién de datos

La coleccion de datos para la caracterizacion de la lampara Flash LED requirio la lectura de la
iluminancia (luxes) de 130 coordenadas distribuidas en un espacio tridimensional ofrecido por
el marco de estereotaxia de 8x8x8 cm. Por cada coordenada se realizaron 15 lecturas de

iluminancia.

Los datos contemplados para los registros PEV del grupo control e irradiacion se obtuvieron
25 min después de la administracién de la anestesia para realizar la implantacién de los
electrodos y 5 min después de la colocacién del midriatico con una adaptacion a la oscuridad

de 5 min.
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Los registros EEG estan integrados por oscilaciones de onda obtenidas 10 min después de
haber adquirido los registros PEV conservando la posicion de los electrodos.

La dosis en Gy que reciben las estructuras de riesgo (OAR, Organs at-Risk) y el cerebro
completo (PTV, Planning Treatment VVolume) fueron adquiridas del histograma dosis-volumen

del plan de irradiacién usando cuatro arcos dinamicos.

6.8 Analisis de datos

La distribucion de la iluminancia en cada coordenada del espacio estereotaxico se determind
mediante la media de las quince lecturas obtenidas. La intensidad luminosa (cd) se calculo
como el promedio de la media de iluminancia en cada coordenada y el cuadrado de la
distancia conocida del luxémetro y la lampara. El analisis de parametros como la latencia y la
amplitud PEV de cada grupo en estudio se baso en el calculo de la media y la desviacion
estandar. La distribucion de iluminancia se representd en graficas de superficie plano XZ por
cada valor de Y. La intensidad luminosa se represento en graficas XY al maximo y minimo

valor de Z (4 y -4, respectivamente).

El poder de las bandas de frecuencia cerebral se normalizd con respecto al grupo control,
posteriormente, se seleccionaron épocas de 2 seg del registro EEG para andlisis de bandas de
frecuencia cerebral. Se eligieron épocas pequefias con el fin de descartar la mayor cantidad de

ruido posible en la sefal.

Los resultados de la latencia PEV se graficaron en diagramas de caja y bigotes, este tipo de
grafico se basa en el analisis de la mediana del conjunto ordenado de datos en el que la
mediana se representa con una linea gruesa horizontal en el interior de la caja. La mediana nos
indica que la mitad de los datos se encuentra por debajo y la otra mitad por arriba de ese valor.
La linea inferior de la caja representa el primer cuartil y la linea superior el tercer cuartil, por
lo tanto la caja abarca el rango intercuartilico, que se define como la diferencia entre el tercero
y el primer rango. Los bigotes se extienden de cada extremo de la caja dentro de 1,5 rangos

intercuartilicos. El bigote inferior va del primer cuartil al punto minimo dentro del rango y el
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bigote superior va del tercer cuartil al punto méaximo dentro del rango. Cualquier punto fuera
de los bigotes se le llama puntos atipicos y puntos atipicos extremos, los cuales se representan
como puntos individuales afuera de las cajas y los bigotes.

El anélisis de comparacion de latencia PEV y el % de poder de las bandas de frecuencia
cerebral para animales control e irradiados se realizd mediante un analisis estadistico no
paramétrico: prueba U de Mann-Whitney para muestras separadas con un nivel de
significancia p < 0.05.

6.9 Aspecto ético

La investigacion realizada es considerada ciencia basica por lo que se emplearon animales de
laboratorio, para los cuales se siguieron las regulas especificadas por el Comité y de Uso y
Cuidado Animal del Instituto 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 desechos biologicos se manejaron de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana de
Bioseguridad NOM-087-ECOL-SSAI-2002.
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“Nuestra recompensa se encuentra en el esfuerzo y no en el resultado. Un esfuerzo total es
una victoria completa”

Mahatma Gandhi

Resultados
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RESUMEN

La senal 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 diseno 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 midic la iluminancia
v la intensidad luminosa promedio en un sistema espacial XYZ de 8 cm?® aplicable a un sistema estereotaxico para
la fijacién de ratas. Se realizaron desplazamientos cada 2 cm en cada plano. Se observé 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 la lampara se aleja. Finalmente, se selecciond una coordenada para la colocacidn del ojo de 1a 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 lJampara puede utilizarse para estudios PEV en ratas en investigaciones posteriores.

PALABRAS CLAVE: Laimpara Flash-LED; iluminancia; intensidad luminosa; Potenciales Evocados Visuales; ratas.
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7.1.4 Resumen

La sefial de la amplitud en andlisis 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 disefio
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 cm3 aplicable a un sistema
estereotaxico para la fijacion de ratas. Se realizaron desplazamientos cada 2 cm en cada plano.
Se observd que debido a la distribucién geométrica de los LEDs la distribucién de la
iluminancia no sigue la ley del inverso cuadrado, ya que aumenta conforme la lAmpara 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.

7.1.5 Apartado del articulo

Introduccién

Los Potenciales Evocados Visuales (PEVs) son pruebas neurofisiologicas que se consideran
no invasivas y tienen como objetivo medir la integridad de la via visual. El estudio se lleva a
cabo registrando electrograficamente la actividad combinada de potenciales post-sinapticos
generados a nivel de la corteza estriada [1-3]. 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 sensorial in
vivo. Los PEVs han sido adquiridos en diversos modelos animales [2]. 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 [4]. Los registros de PEVs han sido descritos en
la literatura considerando parametros como el tipo de electrodo y la fuente de estimulacion [1-
2,5-10]. 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
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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 ldmpara con un conjunto de multiples LEDs, disefiada para estudios
neurofisiolégicos en seres humanos, la cual se empleard en la adquisicion de PEVs en rata
(marca EBNeuro-Italia). El propoésito de esta investigacion fue caracterizar espacialmente la
intensidad luminosa promedio de la ldmpara Flash LED (marca EBNeuro-Italia) para evaluar
si es apta como fuente de estimulacion visual para la adquisicion de PEVs en un modelo
murino. La metodologia propuesta consiste en evaluar la distribucién 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 calculd 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.

Metodologia

En primera instancia, fue necesario un medidor digital de luminancia (luxémetro HER-410,
Japdn), este instrumento cumple con el espectro de color estandar que establece la Comision
Internacional de lluminancia (CII). EI 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) [11].

El dispositivo empleado para estimulacion visual fue la lampara Flash LED stimulator
(Modelo BE Plus, EBNeuro S.P.A, Italia) disefiada con propdsitos médicos para la adquisicion
de PEVs acoplado a un sistema de registros electroencefalograficos (EEG). La lampara es un
estimulador fotico que genera flashes de duracion 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
limenes. La duracion de los flashes es de 5 ms (milisegundos). Sus interfaces son un cable
macho TRIAD de 5 pines, una fuente de alimentacion y la sefial de control (disparador). La

tasa de disparo de flashes es de 60 por segundo (control externo). Las respuestas a los
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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) [12]. Para el estudio se usé 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 caracterizacion de la lampara se divide en tres etapas,

como se muestra en la Figura 1a.

Lampara Flash LED
(0,0,0)

v

Luxémetroa 7 cm
de lalampara

2

Desplazamientos
cada 2 cmen los
planos XYZ*

Medir
iluminancia
(luxes)

Medir
intensidad
luminosa
(Cd)**

Registros
PEV en
rata

* Desplazamientos con respecto a la ldmpara. Plano
X: Lateral , Plano Y: Longitudinal y Plano Z: Vertical .
** |aintensidad luminosa se calculéa 7cmya 15 cm
de la lampara.

Figura la. Metodologia propuesta.
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La lampara se coloco en la posicion inicial o de origen (0,7,0) y a partir de este punto se
realizaron los desplazamientos a cada 2 cm a lo largo de los planos XYZ, adquiriéndose 15
valores por cada posicion. El luxd-metro se fijo a la torre de estereotaxia a la altura del porta
canula de esta manera se garantizo el libre movimiento a través del espacio en estudio. La
coleccidn de datos se realizo bajo la luz natural del ambiente y se tomaron en cuenta los luxes

iniciales para la correccion de la iluminancia por fondo.

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

wo g

ainyseld eredwe’

1)) .

= /“//:l O

o
8cm :

7cm

Figura 1b. Distribucion del espacio coordenado para evaluacion de la intensidad promedio de
la lampara LED para su uso en un modelo en rata. Se muestra la coordenada inicial en la que

se coloco el luxometro (0,7,0) a partir de la cual se hicieron desplazamientos de 2 cm.

Se utilizaron graficas de superficie para representar la distribucion de la iluminancia en el
plano XZ para cada valor del plano Y (rebanadas perpendiculares a la lampara). La
distribucién de la intensidad luminosa promedio a una distancia Y de 7 cm y 15 cm de la

lampara se representaron en graficas en XY conrespectoaz=4yz = -4,

Adquisicién del Potencial Visual Evocado en rata

De acuerdo con la intensidad luminosa promedio evaluada, se selecciond la iluminancia de

128.7 luxes correspondiente a una intensidad luminosa promedio de 1.043 cd observada a 9 cm

47



de la lampara en la coordenada (2, 9,-4) donde se colocé el ojo de la rata. Se selecciond esta
posicion de la lampara por tratarse de una posicion facilmente reproducible con base a
referencias fisicas del marco estereotaxico. Se adquiri6 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
realizd bajo las regulaciones especificadas por el Comité de Uso y Cuidado Animal del
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Suérez y también de acuerdo
con las reglas y regulaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999. Los

animales fueron anestesiados con una mezcla de ketamina: xilazina (80:10 mg/kg).

Mediante una intervencion quirdrgica se implanté el electrodo de referencia y el electrodo
activo. El electrodo de referencia fue colocado 5 mm atras de bregma y el electrodo activo 7
mm delante de bregma y lateral a 3 mm de la linea media [2]. -El electrodo tierra se coloco en
la oreja de la rata. Para garantizar una buena absorcién de luz se colocé un midriatico (T-P
Ofteno, Sophia) en el ojo izquierdo de la rata y se adaptd a oscuridad por 5 min,
posteriormente se adquirié el PEV. Se analiz6 la latencia y la amplitud de los componentes
PEV: P1, N1, P2, N2y P3.

Resultados
Distribucioén de la iluminancia

Se estudié la distribucion de la iluminancia de la ldmpara sobre el espacio del marco
estereotaxico usado en ratas y se encontrdé como la iluminancia cambia con la posicion vertical
0 plano Z del luxémetro (de arriba- a abajo). La iluminancia minima (92.57 + 9.19 luxes) y
méaxima (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 lamparaen X a 7 cm
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de distancia del luxémetro en la posicion superior del espacio Z. La distribucion de la
iluminancia en el espacio XZ para cada valor de Y se muestran en las Figuras 2.1-2.5.

21 y=7cm

a8 y= 9cm
w o ] I = — .
1421
= 1803

2184
2565

2946
3328
3709

409,0
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&

\luminancia (luxes)
588

\luminancia (\uxes)

24
350

2
=]

\luminancia \\uxas\

lluminancia (luxes)

Figura 2. Distribucion de la iluminancia de la Lampara Flash LED: EBNeuro. Las imagenes
2.1 a 2.5 muestran graficas de superficie de la distribucion de iluminancia sobre el plano X a

cada 2 cm desplazados sobre el eje Y. Considerando como punto de origen (0,7,0) de la
lampara. La iluminancia se cuantifico en unidades de luxes.
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Distribuciéon de Intensidad Luminosa Promedio

La intensidad luminosa promedio se calcul6 en unidades 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 promedio
en el plano X con respecto a los valores extremos (superior e inferior) de la coordenada Z (z =
4y z = -4, respectivamente). La intensidad luminosa promedio 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. La coordenada (0,15,4) representa el centro de la lampara en el plano X a 15
cm de distancia de la lampara en la parte superior del espacio y la coordenada (4,7,-4)
representa el extremo derecho de la ldmpara 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 estereotaxico y disminuye conforme se aproxima a los extremos. A
partir del punto de origen, la intensidad luminosa promedio 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.

3a Z=-4cm
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3b Z=4cm
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Figura 3. Perfiles de intensidad luminosa promedio en el plano X. 3a) Minima (z = -4) y 3b)
Méaxima (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

En la Figura 4 se muestra la traza de un PEV adquirido en rata y en la Tabla 1 se muestran los

valores de latencia 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.
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Tabla 1. Comparacion de latencia y amplitud de PEV en ratas obtenidos
con valores previamente publicados.
Componente Latencia (ms) Amplitud (puV)
Ortiz Z. Ref. [2] Ortiz Z. | Ref. [2]
P1 421+28 | 2409+16 |P1-N1| 231 28
N1 72.3+48 | 36.29+16 |[N1-P2| 7.8 36.09
P2 100.1+58 | 56.21+25 |P2-N2| 11.82 | 41.65
N2 131.3+1.4 | 8533+6.3 |N2-P3| 5.99 66.23
P3 152.3+7.2 | 163.29+7.2
Los valores de latencia y amplitud se muestran como el valor promedio +
desviacion estandar.

Discusion de resultados

Dentro del procedimiento para la adquisicion de PEVs es fundamental proporcionar un valor
de la intensidad luminosa que posee el estimulo visual para lograr iniciar la cascada sinaptica
que inicia en la retina y finaliza en la corteza visual, de esta manera poder colectar una traza
electrografica que permita realizar la evaluacion 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
estereotdxico muestra un fendmeno Optico que va aparentemente en contra de la ley del
inverso al cuadrado de la distancia para fuentes puntuales de la luz (1  1/r?), ya que la lampara
Flash LED EBNeuro tiene un arreglo geométrico 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 comportarse como una fuente puntual. Por esta razon, el valor maximo de
la iluminancia se encuentra a 15 cm y no a 7 cm como debiera esperarse al existir menor
distancia entre la lampara y el medidor luminico. A menor distancia de la lampara hay una
menor iluminancia ya que hay menor contribucion de los 96 LEDs y viceversa a 15 cm. Si la
cuantificacion de iluminancia se realizara a distancias mayores de 15 cm seguramente la
iluminancia aumentaria hasta lograr que la lampara se considere una fuente puntual y asi, la

iluminancia seria proporcional al inverso del cuadrado de la distancia.
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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
experimentales en roedores previamente publicados [2]. En la Tabla 1 se muestra una
comparacion de valores obtenidos de latencia y amplitud con los reportados en la literatura. La
forma del potencial registrado electrograficamente (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 utilizd 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. Tambien 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 propdsitos
fotograficos, sin embargo, comprobamos que puede arrojar datos confiables. Para demostrarlo,
se cuantificd la intensidad luminosa promedio a 15 cm con nuestro disefio experimental y se
compar6 con el valor reportado en la literatura [2] siendo de 3,39 + 0.57 cd y de 3 cd,

respectivamente.

Conclusion

Finalmente, con la metodologia propuesta se logrd la caracterizacion de las variables
fotométricas como la iluminancia y la intensidad luminosa promedio de la lampara Flash
LED: EBNeuro dentro del espacio tridimensional del marco estereotdxico 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 estimulacién visual en un modelo murino para estudios de investigacion.
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7.2.3 Resumen
La radiacion holocraneal (Whole Brain Irradiation, WBI por sus siglas en inglés) ha sido
asociada con el sindrome de somnolencia por radiacion, desmielinizacion, neuroinflamacion y
efectos cognitivos a largo plazo. Registros de Potenciales Evocados Visuales (VEP) y
Electroncefalograficos (EEG) son indicadores neurofisiolégicos de la integridad visual y de la
actividad cerebral, respectivamente. En el presente estudio, nosotros empleamos un modelo en
rata para evaluar efectos a largo plazo de la WBI sobre parametros neurofisioldgicos tales
como VEP y EEG. Ratas Wistar recibieron WBI con una dosis de 20 Gy al isocentro. Después
de cuatro semanas, los animales fueron anestesiados, implantando electrodos en la corteza
visual y fueron adquiridos registros VEP y EEG. Analizamos los VEO y encontramos que las
latencias de los componentes tardios (P2, N2 y P3) incrementaron tras radiacion; sin embargo,
las amplitudes no mostraron diferencias significativas. Por otra parte, el poder de los ritmos
alfa, teta y gama fueron reducidos tras WBI. Considerando que ambas oscilaciones VEP y
EEG juegan un rol esencial en multiples funciones cognitivas, proponemos que el déficit de
cada parametro neurofisiolégico puede estar relacionado a la descripcion de los efectos tardios

cognitivos inducidos por la radiacion ionizante.

Abstract

Whole-brain irradiation (WBI) has been associated with radiation somnolence syndrome,
demyelination, neuroinflammation and long-term cognitive effects. Visual evoked potentials
(VEP) and Electroencephalographic (EEG) recordings are neurophysiological indicators of
visual function and brain activity, respectively. In the present study, we employed a rat model
to evaluate the long-term effects of WBI on neurophysiological parameters such as VEP and
EEG. Wistar rats received WBI with a dose of 20 Gy at isocenter. After four weeks, animals
were anesthetized, implanted with electrodes in the right visual cortex and VEP and EEG
recordings were acquired. We analyzed the VEP and found that the latencies of the late
components (P2, N2, and P3) increased after irradiation; however, the amplitudes showed no
significant differences. On the other hand, the power of alpha, theta and gamma rhythms was
reduced after WBI. Considering that both VEP and EEG oscillations play an essential role in
multiple cognitive functions, we propose that deficits in such neurophysiological parameters

could be related to the described long-term cognitive effects induced by ionizing radiation.
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7.2.4 Apartados del articulo

Introduction

Whole-brain irradiation (WBI) is widely used as a prophylactic and curative treatment of brain
neoplasic and metastatic diseases [1-2]. The use of ionizing radiation has been limited due to
the secondary effects that it may trigger. Cell death is the most described effect. However,
WBI can also cause radiation somnolence syndrome, demyelination, neuroinflammation and
long term cognitive effects [1-2]. Studies have reported long-term alterations in infants with
lymphoblastic leukemia (LLA) treated with 18 and 24 Gy of prophylactic WBI. The
psychological tests showed deficits suggesting a lowered speed of cognitive processing,
impaired memory as well as reduced attention [1-2].

VEP are generated at the visual cortex and are used to analyses the function and integrity of
the visual pathway [3]. Early components of VEP (P1-N1) reflect the integrity of the optic
nerve, whereas the latter components reflect processing by higher cortical centres (P2
onwards) [3-4]. EEG is a complex signal often employed as brain state indicator. For this
reason, VEP and EEG have been used in both human and animals as instruments to evaluate
the brain state in sleep studies [5], anesthesia, coma [4,6], learning, memory, attention [7-8]
and other processes. Therefore, in the present research, we employed a rat model to evaluate

the long-term effects of WBI on neurophysiological parameters such as VEP and EEG.

Methods

We used seventeen male Wistar rats with a body weight 240-260 g, housed at 24+1°C with a
12 hours light/dark cycle. The handling of all rats was according to institutional guidelines to
comply with national regulations and international guiding principles (CIOMS). Methods have
been approved by a research ethics committee. Rats were allowed to move freely in

transparent cages with ad libitum access to food and water.

WBI was performed using a micro-multileaf collimator coupled to a linear accelerator for

head treatments (True Beam STx, 6 MV) with a dose of 20 Gy at isocenter. Dynamic arcs
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technique was employed, and surrounding structures such as eyes, auditory canal, and
oropharyngeal mucosa were protected. For the conformal treatment planning, we used
tomographic images and the software iPlan (BrinLab, Germany) (Fig. 1a-c). The animals were
evaluated four weeks after WBI. At the recording day, the rats were anesthetized with
ketamine/xilazine, and electrodes were implanted in the right visual cortex. VEP were
recorded under anesthesia. The applied luminous intensity was previously measured and
reported [9].

Pencil Beam
PB: 10°
Display: Adaptive

Figure 1. a) 3D reconstruction of the computed tomography scan of the rat and planning
simulation showing the position of the radiation beams. b,c) Sagittal and coronal sections of

the tomography of the rat showing the coverage of the isodoses curves.

VEP latencies (ms) of P1, N1, P2, N2, and P3, as well as the amplitude (1V), were measured
and analyzed. After the acquisition of VEP, we acquired 3 min of EEG recordings conserving
the position of the electrodes. EEG was recorded by an electrographic system (Galileo NT,
EBNeuro S.P.S, Italy) and amplified (EEG/ECG Amplifier BE light, EBNeuro S.P.S, Italy).

Afterwards, we selected epochs (2 seconds) prioritizing those with the lowest possible noise to
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measure the power spectra of the frequency bands using Fast Fourier Transform. Power
spectral values were normalized with respect to the control sham group.

The latencies of VEP components as well as the power spectra of the frequency bands after
WBI were compared with the sham group using a no-parametric Mann-Whitney U test for
independent samples (SPSS statistics v.21 software). P —values less than or equal to 0.05 were

considered statistically significant.

Results

The effect of WBI on the VEP latencies compared to controls (sham group) are summarized in
Fig. 2. The latency of all components was increased after irradiation. Although, there were
significant differences only for the P2, N2, and P3 (late components). However, there were not

significant differences between the amplitudes (data not shown).
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Figure 2. VEP latencies represented in milliseconds (ms). * Statistically significant

differences (p<0.05) between sham and post-irradiated animals.
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Table 1 shows the classification of the frequency bands and the comparison between the
control group and the WBI group. Overall, we notice that power of the EEG is smaller after
WBI. Also, we found that delta rhythm due to anesthesia is predominant in both sham and
WBI groups. However, theta, alpha, and gamma bands decreased significantly with respect to
the control group.

Table 1 EEG power %. Results are expressed in power % of
control (mean * SE)

Brain rhythm Sham WBI 20 Gy
Delta (3-4 Hz) 100.0 £17.07 66.16 +6.28
Tetha(4-8 Hz) 100.0 £22.37 43.39+ 5.81*
Alpha (8-12 Hz) 100.0 £ 17.89 43.40 + 2.93*
Beta (12-19 Hz) 100.0 £22.48 47.79 + 6.61
Low Gamma (19-50 Hz) | 100.0 £ 19.27 36.72 + 5.46*

* Statistically significant differences (p<0.05) between sham and post-irradiated animals. ES
is the standard error.

Discussion

Our results are consistent with previous reports where children that received WBI with
different doses exhibited increased VEP latencies [1-2]. Here we report that WBI increased the
latency from the late components of the VEP; interestingly, these effects could be associated
with deleterious cognitive effects induced by ionizing radiation since it has been proposed that
the late VEP components (P2, N2, and P3) may be related to cognitive visual processing.
Likewise, our data demonstrated for the first time that ionizing radiation modifies neural
activity in the visual cortex observed in a decrease in the power of some frequency bands. This
effect is remarkable because the EEG is an indicator of the brain condition and could give us

an idea about the state of the synaptic plasticity and neuronal cortical interconnections.

Although all the frequency bands displayed a decreasing tendency, the delta band showed no
substantial change probably because is the rhythm predominant under effects of anaesthesia. It
has been described that alpha oscillation is significant in visual areas. For example, in primates
after analyzing the regional substrates, it was found that alpha generation was located in layers

3, 4, and 5 of the macaque visual cortex [8]. Evidence from biological data and computational
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models indicates that alpha band could have a critical role in the regulation of gamma
oscillations [7-8,10]. Data presented here show that WBI significantly decreased the power of
alpha and gamma bands. Considering that both oscillations play an essential role in multiple
cognitive functions [7-8,10], we propose that deficits in alpha and gamma power could be
related to the well described long-term cognitive effects induced by ionizing radiation.

We should remark that visual pathway was not damaged by radiation since no statistically
significant changes were observed in the early VEP components (P1 and N1). Our irradiation
plan used a 20 Gy dose at isocenter, but the left eye only received a maximum dose of 3.42 Gy
and right eye 3.55 Gy. Consequently, we confirmed that eyes protection was optimal during
the irradiation procedure.

Conclusions

Finally, since the presented data are consistent with previous reports in humans, we propose
that our model is suitable to explore and elucidate the underlying mechanisms of the long-term

effects produced by ionizing radiation.
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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue establecer un método para la administracion de un tratamiento
anti-inflamatorio no esteroideo con indometacina en ratas para investigacion relacionada con
sus efectos en el sistema nervioso central. Analizamos la literatura cientifica reportada del afio
2003 al 2016 sobre el uso de la indometacina en modelos cerebrales en roedores y
consideramos variables como el vehiculo, la via de administracion, asi como la dosis y tiempo
de administracion con fines terapéuticos. Once métodos fueron examinados de acuerdo con las
propiedades fisicoquimicas y toxicoldgicas de la indometacina y se seleccionaron dos como
referencia para la formulacion de nuestro propio método de administracion. Asi, realizamos
una evaluacion in vivo usando ratas machos Wistar (n= 9) de 220 a 260 g y se valoro la
apariencia, comportamiento y mortalidad de los animales. El esquema terapéutico con el anti-
inflamatorio consistié en realizar una solucién stock de 10 mg de indometacina en 1 ml de
alcohol absoluto, para posteriormente llevar a cabo una dilucion de 1:30 con leche entera. El
esquema de administracion fue por via oral aplicando 1.25 mg de indometacina por kilogramo
de peso cada 12 horas durante 3 dias. En conclusion, establecimos un método alternativo a los
reportados en el cual la administracion de indometacina en ratas es segura y reproducible y
que podria ayudar a lograr un beneficio terapéutico de este anti-inflamatorio en modelos

experimentales.

Key Words: Indometacina, ratas, reproducibilidad
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INTRODUCCION Y OBJETIVO

La indometacina (INDO) es un farmaco anti-inflamatorio no esteroideo (NSAID, por sus
siglas en inglés) que ha sido ampliamente utilizado como tratamiento coadyuvante en
osteoartritis, artritis reumatoide y espondolitis alquilosante’. Experimentalmente también se ha
descrito su uso en la neuroinflamacion debido a que la INDO es un compuesto capaz de
atravesar la barrera hematoencefalica (BH). Ademas, en presencia de inflamacién aguda se
vuelve altamente permeable e incluso la INDO tiene la capacidad de revertir el incremento en
la permeabilidad de la BH inducida por lipopolisacaridos (LPS)*? esta caracteristica la hace
apta para su uso a nivel del Sistema Nervioso Central (SNC). La INDO tiene la habilidad de
inhibir la biosintesis de las prostaglandinas (PG) a través de la metabolizacion del &acido
araquidénico via cicloxigenasa (COX)*®. La supresion de la sintesis de PG en sitios de
inflamacion es una de las propiedades benéficas que ofrecen los NSAIDs. La COX es una
enzima considerada como limitante para la produccion de PG y se encuentra en dos isoformas,
la constitutiva 0 COX-1 es expresada en muchos tejidos incluso en el cerebro bajo condiciones
normales y la isoforma inductiva o COX-2 la cual no se encuentra expresada en condiciones
normales pero su expresion se incrementa en la presencia de algun estimulo inflamatorio
incluyendo LPS, especies reactivas de oxigeno, asi como algunas citocinas y factores de
crecimiento. Experimentalmente, en modelos murinos la neuroinflamacion puede ser
ocasionada por ejemplo a través de LPS’ o por radiacién ionizante®**. Adicionalmente, ciertas
condiciones patofisioldgicas cerebrales incluyendo la isquemia®, hipoxia, epilepsia®™,
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer'® y Parkinson®’, asi
como en infecciones cerebrales y traumatismos'® estan asociadas con la sobreexpresion de
COX-2 en diferentes regiones del cerebro. Se ha observado que en el cerebro de los animales
adultos solo una subpoblacion de neuronas normalmente expresa COX-2; por el contrario,
otras células como la microglia, astrocitos y células vasculares no expresan niveles
significativos de COX-2 en condiciones normales. La inflamacion cerebral se caracteriza por
la activacion de células gliales (microglia y astrocitos), acompafiada con la expresion de
citocinas como el factor de necrosis tumoral-o (TNF- a), interleucina 1 beta (IL-1p),

interleucina-6 (IL-6) e interleucina 1 alfa (IL-10)".
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La radiacion ionizante es comunmente empleada para el tratamiento de distintos tipos de
cancer de cabeza y cuello ademas de otros desordenes del SNC. No obstante, la exposicion del
cerebro a la radiacion ionizante desencadena procesos de neuroinflamacion aguda y tardia
(persistente), la cual puede deberse a la sobreproduccion de PG. Asimismo, se ha propuesto
que COX-2 puede tener un papel determinante en el dafio inducido por radiacién ionizante, sin
embargo, es un tema que busca explorarse a profundidad en nuestro grupo de investigacion.

La INDO es una alternativa como anti-inflamatorio en la investigacion del SNC pero también
es altamente toxica ya que tiende a causar dafios gastrointestinales (GI) como ulceraciones
gastricas, sangrados gastricos, lesiones agudas y crénicas de la mucosa intestinal®, ésta es la

principal limitante para su uso en tratamientos largos.

En la presente investigacion se realizO una busqueda exhaustiva de las formas de
administracion de la INDO. La bibliografia fue usada como referencia para proponer un
método de administracion seguro y reproducible considerando la capacidad de solubilidad del
vehiculo, la via de administracion y la dosis. Al tratarse de un compuesto quimico potente para
inhibir la produccion de PG, pero toxico para el sistema Gl, es de vital importancia lograr
establecer el método apropiado para evitar la mayor mortalidad y el menor sufrimiento de los

animales.

METODOLOGIA

Se realiz6 una busqueda bibliografica exhaustiva para recabar la mayor cantidad de literatura
enfocada en la administracion de INDO vy sus efectos en procesos cerebrales de distintos
modelos experimentales murinos. La literatura colectada fue de 2003-2016 de la cual se
seleccionaron los métodos empleados para administrar INDO a tiempos largos® *°. Se
realizaron pruebas de solubilidad in vitro de acuerdo a la informacién plasmada en los
diferentes articulos cientificos (Tabla I, métodos 1 al 12). Los métodos 2 (n=3) y 5 (n=3)
(Tabla 1) se realizaron in vivo, la INDO (Sigma Aldrich, USA) se administré en ratas machos
de la cepa Wistar de 220 a 260 g de peso. Para el método 2 se administraron 2.5 mg/Kg de
INDO cada 12 horas por 4 dias usando como vehiculo leche y via de administracion oral; el

método 5 por via intraperitoneal 10 mg/kg de INDO por 3 dias usando como vehiculo 0.3 M
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Tris-HCl y pH = 8.2. Con base a la informacion recabada nuestro grupo de trabajo propuso un
método alternativo para solubilizar la INDO y un esquema de administracion para evaluarlo in
vivo (método 12, n=3), partiendo de una solucion stock de 1 mL de etanol absoluto y 10 mg de
INDO llevandola a una dilucién de 1:30 con leche entera (Santa Clara, Coca-Cola México) y
una dosis de administracion de 1.25 mg/ Kg de peso cada 12 horas durante 3 dias por via oral
(Método 3, Tabla II). EI método propuesto se cred con base en los vehiculos reportados por

algunos autores” & 15192

(Tabla ). La administracién oral se realiz6 con la ayuda de una
canula de metal. Los animales con tratamiento de INDO se mantuvieron bajo observacion
cada doce horas y se valord cualitativamente su movimiento, comportamiento, ingesta de
alimento y agua, apariencia fisica y mortalidad. Los animales del método 12 fueron
sacrificadas mediante un exceso de pentobarbital y para todos los animales en estudio se
recurrié a una diseccion y valoracion visual del sistema Gl (es6fago, estomago, intestino

delgado, intestino grueso y colon).

Los animales se mantuvieron en cajas esterilizadas con camas de aserrin a 22 £ 2 °C de
temperatura, 60% de humedad y ruido constante con periodos de luz/oscuridad de 12/12 h. La
manipulacién de los animales se realiz6 bajo las regulaciones especificadas 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.

RESULTADOS

En la literatura encontramos 11 métodos para la administracion de INDO. De esos métodos, 8
no llegaron a ser administrados en rata debido a que las pruebas iniciales de solubilidad
mostraron poca o nula solubilidad de la INDO en los vehiculos propuestos. En los 3 métodos
restantes la INDO mostr6 una solubilidad Optima que permitid ser administrada con

confiabilidad.

En la Tabla I se muestran los métodos empleados para la preparacion y administracion de la

INDO asi como su solubilidad, los modelos experimentales de aplicacién in vivo se reportan
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en la Tabla Il. Los vehiculos reportados por los métodos 2 y 5%*°

originaron dafos en el
sistema gastrico causando ulceraciones y sangrados a nivel del estbmago, duodeno, intestinos
(grueso y delgado) y colon (Figuras 1 y 2) provocando cambios en su ingesta de agua y
alimento, problemas para caminar, lordosis y pérdida de peso, con estos métodos el indice de
mortalidad fue 3/3. EI método propuesto (método 12) resultd ser una técnica reproducible y
segura debido a que no se encontrd dafio alguno en el sistema Gl (Figura 3) ni se presentd
algln caso de mortalidad. La apariencia del sistema GI con tratamiento de INDO es similar al
que presenta un animal control (Figura 4) y no se encontraron cambios contundentes en la

apariencia, comportamiento o pérdida peso.

DISCUSION

Las ratas son la especie méas utilizada en laboratorio para estudios experimentales, evaluacion
de patologias y estudios farmacoldgicos, debido a que son de facil acceso y poseen un ciclo de
crecimiento corto®®, sin embargo, su uso requiere de la implementacién de métodos
farmacoldgicos seguros cuyos efectos no interfieran con el desarrollo y objetivos del

experimento.

Nuestro andlisis demostro que una de las principales limitantes es la solubilidad de la INDO
en los diferentes vehiculos. Al realizar las pruebas de solubilidad de acuerdo a las indicaciones
reportadas en dichos métodos, obtuvimos suspensiones heterogéneas con sobrenadantes
visibles. Estas suspensiones no pueden considerarse viables para administrarse por via
intraperitoneal ya que la jeringa puede taparse con los precipitados de la suspension, ademas
se incrementa el riesgo de lastimar al animal. Adicionalmente la falta de homogeneidad en la
preparacion de las soluciones disminuye la precision en la dosis real administrada por

cualquier via.

El método 2 (Tabla I) pese a mostrar baja solubilidad de la INDO fue probado in vivo (Tabla
I1) ya que se ha reportado en el uso de INDO a tiempos largos para el tratamiento de los
efectos en el SNC debido a la radiacion ionizante, lo cual resultaba ad hoc a nuestros

propdsitos futuros. El vehiculo empleado en el método 2 fue bicarbonato de sodio al 5% y
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leche saborizada de fresa. Sin embargo, este método tiene desventajas ya que la INDO forma
una suspension imposible de administrar sistémicamente y, asimismo la leche saborizada
contiene colorantes y edulcorantes como la sucralosa la cual se ha reportado que tiene efectos

metabolicos en los modelos murinos?”

Como se ha mencionado la INDO es un farmaco NSAID que inhibe la biosintesis de PG
mediante la inhibicion de las isoformas COX-1 y COX-2. Sin embargo, la INDO es un
farmaco anti-inflamatorio dificil de administrarse en tratamientos largos por su toxicidad ya
que provoca dafios en el sistema Gl. En algunos trabajos incluso se ha observado que la INDO
provoca inflamacion aguda o cronica, ulceraciones, perforaciones, sangrados y estenosis
diafragmética™ debido a que la secrecién de la mucosa gastrica, la permeabilidad y la
microcirculacion es dependiente de la produccion de PG y directamente de la enzima COX-1.

La dosis de administracion de 2.5 mg/kg cada 12 horas durante 2 meses (método 2) no pudo
ser reproducida en nuestro modelo ya que se observd un 100 % de mortalidad, similares
resultados se obtuvieron al tratar de reproducir el método 5 (Tabla Il1). Siguiendo las
indicaciones del método 8 (Tabla I) obtuvimos una mezcla homogénea, sin embargo, la
limitante fue el pH &acido de la solucidn. Por esta razon no la analizamos in vivo porque
probablemente ocasionaria mayores dafos gastricos. La solucion obtenida empleando el
método 9 (Tabla I) pareceria ideal para administrarse a tiempos largos ya que la INDO fue
completamente soluble. No obstante, nosotros no lo aplicamos a nuestro modelo por que el
farmaco se administra via oral ad libitum y como consecuencia no se tiene un control preciso

de la dosis ingerida y posiblemente la estabilidad de la INDO se vea comprometida.

De acuerdo con nuestro analisis, proponemos que es imperante considerar la naturaleza del
vehiculo, asi como la dosis de administracion ya que como se muestra en las Figuras 1y 2, la
INDO produce evidentes dafios al sistema GI. Estudios experimentales con ratas Sprague-
Dawley reportaron que una sola administracion de 7.5 mg de INDO/kg/dia produce una lesion
e inflamacion aguda que prevalece por un maximo de tres dias y se resuelve en una semana.
De igual forma, la administracion de 7.5 mg de INDO cada 12 horas produce una inflamacion
crénica que puede durar dos semanas y que puede revertirse solo con el uso de antiacidos

como sulfasalazina, metronidazol, lanzoprazol (100 mg/kg/dia)*® **%°.

70



La investigacion de Yamada fue una referencia clave para proponer nuestro propio método, ya
que partimos de evitar la dosis subletal de INDO (los modelos de enteropatia usan una dosis
subletal de 7.5 mg/kg) y del tiempo de vida media bioldgica de la INDO (3 a 10 horas®) y asi
establecimos la dosis de 1.25 mg/kg/12 horas/3 dias. El vehiculo de la solucién madre se
neutraliz6 con leche entera (marca Santa Clara, Coca-Cola México) a una dilucion de 1:30

consiguiendo un pH de 6.8.

La problemética observada en la administracion obedece a que la INDO es insoluble en
solventes tipicos como el agua destilada, solucién salina, agua desionizada y muy soluble es
solventes organicos como el dimetilsulfoxido (DMSO). Sin embargo, el uso de DMSO en
modelos cerebrales es muy cuestionable ya que puede modificar el ciclo circadiano de las

ratas®’,

CONCLUSION

La INDO es capaz de actuar en el sistema nervioso central como un potente anti-inflamatorio
desafortunadamente es bastante agresivo con el sistema GI. Por consiguiente, es de vital
importancia analizar y considerar las propiedades fisicoquimicas y toxicoldgicas de la INDO
para poder elegir el método mas reproducible y seguro al que se someteran los animales de
experimentacion. Para fines de investigaciones futuras, el esquema propuesto de
administracion de INDO sera de gran ayuda para elucidar hallazgos importantes relacionados

con la neuro-inflamacion asociada a la irradiacién cerebral.
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Tabla I. Modelos para la administracion y solubilidad in vitro de la INDO

NUmero
de
método

Método empleado

Solubilidad Autor

1

Modelo: Disrupcién de la Barrera hematoencefalica
debido a LPS en ratones CD1

Dosis: 5 mg/kg
Vehiculo: 7% de NaHCO3

V.A: intraperitoneal

Duracién: 1 vez 30 min antes de la administracién del
LPS

Sacrificio: 24 horas después de LPS

Banks, et al,

Poco soluble 2015’

con presencia
de precipitados

Modelo: Evaluar neurogénesis en ratas Fisher 344 tras
2 meses de IR

Dosis: 2.5 mg/kg c/12horas comenzando un dia antes
de IR

Vehiculo: leche de fresa-bebedero

V.A. Oral

Duracion 2 meses

Sacrificio: 2 meses tras IR

Monije, et al,

8
Insoluble 2003

Modelo: Induccion de inflamacion con LPS para
evaluar neurogénesis en ratas Fisher 344

Dosis: 2.5 mg/kg /12 horas, un dia antes de LPS

Vehiculo: 5% NaHCO3
V.A: intraperitoneal
Duracion: 1 semana
Sacrificio: Dia 8

Poca
solubilidad con Monje, et al,
precipitados 2003°

Modelo: Isquemia cerebral y evaluacion de

neurogénesis en ratas Sprague-Dawley
Dosis: 2.5 mg/kg/dia

Vehiculo: comida de rata (pelets)

Duracion: 3 dias antes de la isquemia

V.A: oral

Sacrificio: 10, 17 y 31 dias post administracién de
INDO

Hoehn, et al,

Insoluble 200515

Modelo: Neuroinflamacion inducida
metanfetamina en ratones macho C57BL/J6

por

Dosis: 10 mg/kg
Vehiculo: 0.2 M Tris-HCI, pH = 8.2

Gongcalves.et

Soluble al, 2010
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V.A: intraperitoneal

Duracién: 1 vez administrada antes de Ila
administracién de la metanfetamina.

Sacrificio: 1, 24 horas y 7 dias

Modelo: Regulacién génica por la INDO en el
hipocampo de rata Sprague-Dawley

Dosis: 10 mg/kg

Vehiculo: 10% DMSO/PBS

V.A: intraperitoneal

Duracion: 1 vez por 3 dias

Sacrificio: 7 horas tras la Ultima inyeccion

Poca
solubilidad con
precipitados

Sathyanesan,
et al, 2015%

Modelo: Isquemia focal ET-1 en ratas Wistar

Dosis: 2.5 mg/kg 2 veces/dia primera dosis 24 hrs
después de ET-1

Vehiculo: Solucion salina

V.A: intraperitoneal

Duracion: 1 semana

Sacrificio: Dia 8 y dia 14

Insoluble

Lopes, et al,
20164

Modelo: Induccién de dafo neuronal en ratas Wistar
por medio de un traumatismo cerebral.

Dosis: 2.5 mg/kg

Vehiculo: Etanol al 75%
V.A: intraperitoneal
Duracion: 1 vez durante la cirugia (anestesia)

Sacrificio: 8 hrs después del traumatismo cerebral

Soluble

Chao, et al,
2012%

Modelo: Neuroinflamacién y neurogénesis en ratones
C57BL/6

Dosis: 10 pg/mL

Vehiculo: Alcohol absoluto (10 mg/ml, solucion
stock), diluida en agua del bebedero a una
concentracion final de 10 pg/ml.

V.A: via oral- bebedero

Duracion: 11 semanas

Sacrificio: 2 meses

Soluble

Boehme, et
al, 2014%

10

Modelo: Tratamiento con INDO causa activaciéon de
microglia en ratones C57/B16

Dosis: 2 pg/ml

Vehiculo: agua potable
V.A: oral

Duracion: 4 dias
Sacrificio: dia 4

Insoluble

Prechel, et
al, 2000

76



Modelo: Desordenes del suefio producidos por ozono
en ratas Wistar

11 Dosis: 10 mg/kg Poco soluble
Vehiculo: 20% etanol y 4% de NaHCOj; disuelto en . Rubio, et al,
- : con presencia 25
solucion salina de precipitados 2003
V.A. Intramuscular
Duracion: q hora antes de la realizacion de registros
electroencefalograficos.
Sacrificio: Estudios in vivo
Modelo: Efecto de la INDO en Potenciales Evocados
Visuales de la rata y actividad cerebral tras irradiacion
Dosis: 1.25 mg/kg/12horas
12 Vehiculo: se parte de una solucion stock de 10

mg/1mL de alcohol absoluto posteriormente se diluye a
1:30 con leche entera Santa Clara

V.A. Oral con ayuda de canula de metal

Duracion: 3 dias

Sacrificio: 1 mes después de la administracion de la
INDO e IR.

Soluble Método
propuesto

V.A Via de administracion, IR irradiacion, DMSO Dimetil-sulfoxido, PBS Buffer de Fosfatos,

NaHCO; Bicarbonato de sodio, ET-1 péptido vasoconstrictor, LPS lipopolisacarido.

7



Tabla I1. Modelos para la administracién de INDO realizadas in vivo

NUmero de

Apariencia fisica de

Apariencia del

método las ratas sistema Gl Mortalidad Autor
2 Ratas flacas y pelo S
. . Ulceracion gastrica, en
erizado, con lordosis, : . . 8
. intestino grueso y Monije, et al, 2003
agresivas y con presencia de 3/3
dificultad de hemorragias
movimiento o A
. intestinales (Figura 1)
prominente
Ratas flacas y pelo
° erizado, con lordosis Sangrados intestinales 19
y con dificultad de gradc 3/3 Gongalves.et al, 2010
. (Figura 2)
movimiento
prominente
3
Sin cambios Sin dafos en el sistema 0/3
contundentes en la Gl (Figura 3). Método propuesto
apariencia,

comportamiento y
alimentacion de las
ratas
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Figura 1 Dafios de la INDO al sistema GI usando la leche como vehiculo y dosis de 2.5 mg/kg
de INDO/12horas en un lapso de 4 dias. Se aprecia la presencia de Ulcera gastrica y sangrado

en estdbmago, intestino delgado y grueso y colon.
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Figura 2. Dafios de la INDO al sistema GI usando el 0.2 M Tris-HCI como vehiculo y una
dosis de 2.5 mg/kg de INDO/12horas en un lapso de 3 dias, puede verse la presencia de

sangrado en el duodeno e intestino delgado.
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Figura 3. Método propuesto: La INDO no muestra dafios al sistema GI usando 0.033% etanol

absoluto-leche entera Santa Clara y una dosis de 1.5 mg/kg de INDO/12horas durante 3dias.
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“Segun vamos adquiriendo conocimiento, las cosas no se hacen mas comprensibles, sino

mads misteriosas”

Albert Schweitzer

Discusion
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9. DISCUSION GENERAL

En esta investigacion se logré estandarizar la técnica neurofisioldgica de PEV, con el fin, de
obtener homogeneidad de los estudios neurofisiolégicos por medio de la caracterizacion de la
lampara FlashLED con 96 LEDs, que es un dispositivo luminoso usado para la realizacion de
estudios PEV en seres humanos la cual fue empleada en estudios de ratas de la cepa Wistar.
Las variables que se fijaron fueron las coordenadas de estereotaxia, la distancia entre lampara-
0jo de la rata. Con la definicion de estas variables fueron determinaron variables fotométricas
como la intensidad luminosa promedio y la iluminancia las cuales juegan un rol importante
para iniciar la cascada sindptica que comienza en la retina y finaliza en la corteza visual,
ademas de que conocer la magnitud aplicada permite garantizar la reproducibilidad de los
registros PEV realizados en ratas. Con dicha caracterizacion se determind que la lampara es
apta para la obtencion registros PEV pese a que la distribucion de intensidad luminosa
promedio a través del marco estereotaxico muestre un fendmeno optico que aparentemente no
obedece a la ley del inverso al cuadrado de la distancia debido a la distribucion geométrica

definida (rectangular) de LEDs.

La adquisicion de PEV en ratas cuatro semanas tras irradiacion holocraneal usando una dosis
de 20 Gy al isocentro elucidé que la radiacion ionizante modifica la sefal eléctrica que se
genera en la corteza occipital mostrando un incremento estadisticamente significativo de la
latencia en los componentes PEV tardios (P2, N2 y P3). Este hallazgo es similar al reportado
en la literatura en estudios con infantes tratados con radiacion a cerebro completo como
tratamiento profilactico de LLA (Meshref, 2013). Aunado a los cambios de latencia PEV,
también se encontrd un decremento significativo del % del poder modificando la actividad
neural de la corteza visual reflejado en la frecuencia de las bandas tetha, alfa y gamma estas
bandas estan relacionadas fuertemente con funciones cognitivas como el aprendizaje, la
memoria y la atencion. En estudios se determind la relacion que existe entre el ritmo alfa con
relacion a la memoria (Klimesh, 1990; Klimesh, 1997), también se ha evidenciado que en
enfermedades cerebrales se observan bajas frecuencias alfa (Kopruner, 1984) y estas bajas

frecuencias de alfa pueden ser relacionadas con un decremento de memoria y una anomalia de
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las funciones cognitivas (Klimesh, 1997). De la misma manera el ritmo alfa esté relacionado
con el aprendizaje perceptual (Sigala, 2014). Las oscilaciones alfa se encuentran en
significancia en el area visual por lo cual los cambios observados en los PEV pueden deberse
directamente a anomalias resultantes en la memoria, el aprendizaje perceptual y entre otras
funciones cognitivas. Asimismo, la banda gamma estd regulada por alfa y en esta
investigacion esa tendencia es posible observarse. Por lo que ambos decrementos de
frecuencia en estas bandas muestran los efectos a largo plazo que la radiacién ionizante induce
sobre las funciones cognitivas. La abundancia de la frecuencia del ritmo delta en el grupo
antes de radiacion y después de radiacion es un efecto mostrado debido a la anestesia (Gibbs,
1934; Kiersey, 1951; Brown, 2010).

Las variantes encontradas en las frecuencias de los ritmos cerebrales son directamente
atribuibles a las lesiones cerebrales debido a la radiacion ionizante ya que la actividad
neuronal es dependiente de la integridad del tejido en donde la via visual no fue afectada por
la radiacion debido a que no se encontraron cambios significativos en los componentes PEV
tempranos P1 y P2 como lo ocurrido con los componentes tardios, ademas de que se verifico
que la dosis en ojos fuera menor a la dosis de tolerancia siendo para el ojo izquierdo de 3.42
Gy y para el derecho de 3.55 Gy, con esto quedd confirmado que en el plan de tratamiento
desarrollado usando 20 Gy al isocentro los ojos estan completamente protegidos. Con este
hallazgo se confirma que la técnica de arcos dinamicos empleada para la irradiacion

holocraneal usando un acelerador lineal fue 6ptima.

Los datos desarrollados en la presente investigacion se realizaron bajo condiciones que son
aplicables a un modelo murino con fines de investigacidn sin intension de ser extrapolados a
seres humanos, debido a las incognitas que es necesario considerar comenzando con la
administracion 20 Gy al isocentro y dosis de prescripcion de 15 Gy a cerebro completo en una
dosis, la cual no es usada en pacientes pero si es casi equivalente a 30 Gy en dosis fraccionada
en 10 sesiones durante dos semanas (Murray, 1997). Otros autores han usado dosis similares
de radiacion en animales (Monje, 2003). Por lo que es recomendable realizarse estudios
usando dosis fraccionadas en modelos experimentales. Otra de las variables a considerar es el

uso de anestesia, ya que en tratamientos de radioterapia en paciente cominmente no es usada
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por lo cual este estudio no puede extrapolarse a seres humanos. Se requeriria de un estudio a
profundidad para valorar el efecto de distintos anestésicos a nivel de receptores como N-metil
d-aspartato (NMDA), a,, gama-aminobutirico (GABA) y glicina presentes tanto en la retina
como en el cerebro (Kress, 1997; Mittlelman, 1998; Holimann, 2001; Jones, 1992; Zhang,
2003) bajo los efectos de la radiacion ionizante ya que en diversos estudios han demostrado
que el pre-acondicionamiento del cerebro (disminucion de excitacién neuronal) funciona como

un mecanismo neuroprotector (Rodrigues, 2013).

Para finalizar, es sabido que la radiacion produce sustancias reactivas de oxigeno por medio de
radicales libres (accion indirecta) y que a su vez intervienen sustancias pro-inflamatorias tras
el uso de radiacion ionizante (Ballesteros, 2014; Monje, 2003; Kyrkanides, 2002) por lo que el
uso de sustancias anti-inflamatorias y/o neuroprotectores como la indometacina INDO
requieren de mas estudios en modelos in vivo para poder elucidar un posible mecanismo de
accion sobre el tejido cerebral incluyendo la corteza visual para poder explicar el rol que juega
la inflamacién y los cambios hallados en esta investigacion de los componentes PEV tardios.
En el capitulo 8 (resultados adicionales) se logro establecer un método para la administracion
de la INDO sin tener efectos adversos en el sistema GI en un modelo en rata el cual puede ser

utilizado para estudios futuros de neuro-inflamacion.
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“La conclusion es que sabemos muy poco y sin embargo es asombroso lo mucho que

conocemos. Y mas asombroso todavia que un conocimiento tan pequefio pueda dar tanto
poder”

Bertrand Russell

Conclusion
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10. CONCLUSIONES GENERALES

De los resultados de esta investigacion se puede concluir que la radiacion ionizante es capaz
de producir dafios en las funciones visuales cognitivas en ratas cuando se aplica a tejido
normal. También podemos concluir que la lampara Flash LED usada en seres humanos es Util
para realizar registros PEV en ratas considerando los parametros descritos en el presente
estudio con los cuales es posible trasladar la tendencia de la latencia PEV reportada en
infantes con radioterapia profilactica en un modelo en rata, con el cual es de gran importancia

para estudios futuros de neuro-inflamacion y su etiologia correspondiente.
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12. ANEXOS

Evaluacion del tratamiento de indometacina en los potenciales evocados visuales y
actividad cerebral en un modelo en ratas tras cuatro semanas de irradiacion holocraneal
con 20 Gy.

INTRODUCCION

La indometacina (INDO) es un anti-inflamatorio no esteroideo que actia bloqueado Ila
actividad de la cicloxigenasa (COX) dando como resultado la reduccion de la produccion de la
prostaglandina (Banks, 2015) tambien es considerado un farmaco no selectivo de prostanoides
(Boehme, 2014). La enzima COX se encuentra en dos isoformas COX-1 y COX-2. La COX-1
estd principalmente involucrada en la produccion de prostaniodes relevantes en los procesos
fisiologicos, mientras que COX-2 es principalmente responsadle de la produccion de
prostanoides ligados a eventos patoldgicos, COX convierte al acido araquidénico a

hidroxiendoperoxido (Teismann, 2003).

Se ha reportado que la inflamacion en el cerebro esta involucrada en la patogenia de varios
desordenes neuroldgicos como el accidente cerebrovascular (Hohen, 2005) y la epilepsia
(Soffietti, 2008). Experimentalmente, la inflamacion cerebral ha sido generada mediante la
administracion de lipoposisacaridos (LPS) o irradiacion (Boehme,2014; Monje, 2003).
Durante la inflamacion se liberan células inmunes para autoproteccion, a diferencia del resto
del cuerpo que produce de una amplia gama de células inmunes (macréfagos, células natural
Killer, linfocitos T y linfocitos B) el cerebro es considerado un oOrgano privilegiado y
exclusivamente activa la microglia sustancia neuroinmune que funge como macréfagos
(Mufioz, 2008). El tratamiento con INDO ha demostrado que es capaz de reducir la activacion
de la microglia (Lopes, 2016; Hohen, 2005), a su vez mejora la cantidad de neuroblastos en el
estriado tras una isquemia (Lépes, 2016; Boehme, 2014), también ha mostrado que incrementa

la sobrevivencia de células progenitoras permitiendo una alta fraccion de diferenciacion entre
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oligodendrocitos y neuronas (Hohen, 2005). La INDO decrece los niveles cerebrales de
citosinas como IL-1p (interleucina 1 beta), IL-9 y de GFAP (proteina glioflibrilar acida, que
indica la activacién de astrocitos) (Banks, 2015) El uso de radiacion ionizante produce el
aumento de citosinas inflamatorias como la IL-1f, TNF-a, IL-6, IL-1a, PG (prostaglandinas) y
GFAP tras radiacion holocraneal en un modelo murino (Ballesteros, 2014; Morovan, 2011,
Moore, 2005). Para contrarrestar la activacion de marcadores inflamatorios se ha recurrido a la
terapia del uso de farmacos cortcoesteroideos o inhibidores de COX-2, simultaneamente con
la radioterapia; mostrando que la neuroinflamacion juega un rol muy importante y
determinante para las funciones cerebrales postirradiacion. Experimentalmente, como
inhibidores de COX-2 se han utilizado INDO y NS398, los cuales cumplen con el mismo
objetivo (inhibir a COX-2) y solo difieren en su selectividad, siendo NS398 mas selectivo a
COX-2 que la INDO. Debido a la respuesta compleja de la neuroinflamacion ante la radiacion
craneal ya que involucra a multiples tipos de células y por ende, distintas vias de sefializacion,
este estudio tuvo como objetivo evaluar los efectos de la INDO en ratas administrandose antes
y después del tratamiento de radiacion holocraneal a 20 Gy y evaluar los PEV vy actividad

cerebral de las ratas cuatro semanas tras radiacion.

METODOLOGIA

Se utilizaron ratas Wistar de 240 a 260 g (n=17) y se dividieron en dos grupos: ratas sham o
control (n=3), ratas con WBRT a 20 Gy (n=3), ratas con WBRT-vehiculo (n=3) y ratas con
administracion de INDO (n=8). Las ratas sham y con WBRT se realizaron con el protocolo
antes mencionado (Ortiz, 2018). La preparacion del vehiculo partié de una solucién stock de 1
mL de etanol de grado absoluto en 30 mL de leche Santa Clara, las ratas fueron pesadas y se
calcularon las correspondientes unidades a administrar tomando como dosis 1.25 mg/kg cada
12 horas durante 3 dias hasta completar 7.5 mg/kg, el tratamiento comenzd 1 hora antes de
realizar la irradiacion holocraneal. La preparacion de la solucién stock para INDO se realizo
en las mismas condiciones en excepcion de la adicion de 10 mg de INDO (ver capitulo 8.
Resultados anexos). Las ratas se mantuvieron en cajas de acrilico con cama de aserrin por
separado a condiciones de humedad del 85%, ciclos de luz:oscuridad de 12:12, con comida y

bebida de libre acceso. Se obtuvieron registros EEG y PEV cuatro semanas después de la
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irradiacion holocraneal (ver Ortiz, 2018). Mediante la técnica de congelacidn y la decapitacion
de las ratas se extrajo tejido cerebral de la corteza visual primaria, region principal relaciona a
los PEV también de estructuras como el hipocampo que ha sido relacionado con la neuro-
inflamacién y del hipotalamo. Con el tejido extraido se realiz6 la prueba ELISA (Enzyme-
Linked InmunoSorbent Assay) para evaluar la proteina IL-1pB. Los tejidos se homogenizaron
en un amortiguador de lisis de 8.2 M guanidina-HCI, 82 mM Tris-HCl/ph = 8.0, 4x PBS
complementado con un inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich, USA).

La técnica ELISA se realiz6 de acuerdo con las especificaciones y condiciones recomendadas
por el fabricante. El kit utilizado para la evaluacion de la proteina de IL-1p fue Rat IL-
1beta/IL-1F2 Quantikine ELISA kit (R&G Systems, USA). Durante la primera incubacion se
colocd 50 pl de la muestra homogenizada con 50 ul de diluyente RD1-21 en cada pozo de la
placa sensibilizadas con el anticuerpo de captura, cumplida la incubacién mediante lavados se
elimind la sustancia no ligada y se procedié a una segunda incubacion con 100 pl del
conjugado especifico de IL-1p, tras la eliminacion de anticuerpoenzima no unida al reactivo se
adicion un sustrato tras esa union del marcador al sustrato se utilizd una solucion de deteccion
para generar el cambio de color. La intensidad del color medido es proporcional a la cantidad
de IL-1B encontrada en el espécimen. La absorbancia se midié en un espectrofotometro
Chromate a 450 nm. A partir de las absorbancias obtenidas se empled una funcién de ajuste a
partir de las concentraciones conocidas se determino la concentracion en pg/ml de IL-1p. Tras
la correccion del peso de cada estructura se determinaron los pg/mL de IL-1p por cada mg de

tejido cerebral.

Se utilizaron gréaficas de caja y bigotes para representar el comportamiento de la latencia de
cada uno de los componentes VEP de los cuatro grupos de ratas. Para la comparacion
independiente de los grupos PEV, ritmos cerebrales y la cantidad proteina IL-1b en el tejido
cerebral se realizd mediante un ANOVA de una via de Kruskal-Wallis con un nivel de

significancia p < 0.05.
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RESULTADOS PRELIMINARES

La Figura 9 muestra que la radiacién holocraneal incrementa la latencia de todos los

componentes PEV significativamente de las componentes P2, N2 y P3. El uso del vehiculo

disminuyd la latencia, es decir, la velocidad de la transmision sinaptica en la via visual mejor6

con la ingesta de leche y alcohol durante el proceso de irradiacion a 20 Gy esta tendencia se

muestra para todos los componentes especialmente en los componentes N2 y P3.

Tratamiento

B sham

CwerT

BWBRT + Vehiculo
[JWBRT + INDO

185,007

155,00

125,00+

95,007

Latencia (ms)

65,007

35,007

5,00

P1

T T T
P2 N2 P3

Componente PEV

Figura 9. Latencia de los componentes PEV para los grupos: sham, tras irradiacion

holocraneal a 20 Gy, tras irradiacién holocraneal + vehiculo (dosis 1.25 mg/kg/12h/3d

leche/etanol absoluto) y tras irradiacion holocraneal + INDO (dosis 1.25 mg/kg/12h/3d

INDO/vehiculo). * representa una diferencia estadisticamente significativa evaluada mediante

un ANOVA de una via de Kruskal-Wallis con nivel de significancia de p < 0.05.

96



El uso del farmaco INDO disminuy06 la latencia significativamente en los componentes P1 y
N1 en comparacién con el grupo irradiado e incluso el grupo sham o control, P2 y N2 no tuvo
una mejora significativa de la latencia y P3 mostré una mejora de la latencia con respecto al
grupo de irradiacion, pero no a valores comparables al grupo control. La amplitud no mostré
cambios estadisticamente significativos.

En la Tabla 1 muestra la clasificacion de las bandas de frecuencia entre los grupos sham,
WBRT, WBRT mas el vehiculo y WBRT més INDO. Se observa que el % de poder EGG se
reduce significativamente tras el tratamiento de irradiacion, mismo que tiene un pequefio
aumento, pero no estadisticamente significativo con la administracion del vehiculo. Sin
embargo, la INDO provoca un aumento de tendencia de la frecuencia de las bandas teta, alfa,
beta y gamma bajo, significativamente para los ritmos teta y gamma; donde teta es muy
cercano al valor del grupo control y gamma se ve significativamente mejorado con respecto al
grupo sham y tras irradiacion. El ritmo delta relacionado con la anestesia se mantiene en
mayor proporcion en el grupo WBRT y se ve aminorado con la administracion del vehiculo y

la indometacina.

Tabla 1. % de potencia EEG. Los resultados se expresan en % de potencia del gripo control

(media + ES)
Ritmos cerebrales Sham WBRT WBRT+Vehiculo  WBRT+INDO
(n=6) (n=7) =2 (n=5)
Delta (0-4 Hz) 100 £ 17.07 66.16 + 6.28 77.28+11.18 57.56 + 7.52
Tetha (4-8 Hz) 100 £ 22.37 42,94 +581* 90.52+2891  88.35+19.29
Alfa (8-12 Hz) 100 £ 17.89 24.25+2.93* 4254 +16.89 70.75 + 16.93
Beta (12-19 Hz) 100 £ 22.48 59.55 + 6.61 66.20 + 2.45 83.59 + 24.15

Gamma (19-50 Hz) 100 + 19.27 50.45 + 5.46* 70.87 £8.41  177.40+28.13"#

Diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05) entre los grupos *SHAM-WBRT, +
WBRT - WBRT+INDO y# SHAM — WBRT+INDO.
ES representa el error estandar.
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La cantidad de la proteina IL-1p usada como marcador inflamatorio incrementa su activacion
a nivel de la corteza visual primaria (Figura 10b), tendencia que no ocurre en el hipotalamo e
hipocampo (Figura 10a y c). Con la administracion del vehiculo la cantidad de proteina se
modifica a concentraciones similares al grupo control o sham, a diferencia del grupo tratado

con INDO que muestra un decremento de IL-1p con respecto al grupo irradiado a 20 Gy.

Estructura cerebral: Hipotalamo Estructura cerebral: Corteza visual Estructura cerebral: Hipocampo

oo @ Tratamiento oo B Tratamiento C Tatamiento

- W sham (n=3)
M Sham (n=3; W sham (n=3) .
DWERT((H:S)) EIWBRT (n=3) _ Emﬂ&"«ﬁm (n=3)
CJWBRT+Vehiculo (n=3) BRT+Vehiculo (n~3) aao .WBRTHNDo(n-q)_
WWERT + NDO (nedy WVWERT +INDO (n=4) =

0150 0150

0300

0100 0100+

02007

Media pg/mL IL-b*mg tejido
Media pg/mL IL-b*mg tejido
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Figura 10. Cuantificacion de la proteina IL-1 en estructuras cerebrales en los diversos
grupos: Sham, WBRT, WBRT+Vehiculo y WBRT+INDO mediante un inmunoensayo

ELISA. a) en el hipotalamo, b) en la corteza visual primaria y ¢) hipocampo.

DISCUSION

La radiacion ionizante a nivel del cerebro provoca alteraciones de los componentes PEV, de
las bandas de frecuencia de los ritmos cerebrales, asi como de la expresion anormal de
marcadores inflamatorios como la IL-1 sobre la corteza visual primaria en un modelo en rata.
Como se muestra en las Figuras 9 y 10 el uso de INDO como neuroprotector y tratamiento
para la regulacion de la expresion de IL-1p a través de cadena de COX tras irradiacion es un
farmaco proeza que puede ser utilizado para inhibir o se aminorar la expresion de proteinas
inflamatorias que se relacionan con el sindrome de radiacion y la presencia transitoria de
inflamacion después de haber recibido irradiacion holocraneal. De los resultados mostrados, se
observa que el vehiculo utilizado tiene un comportamiento favorable ya que incrementa la
actividad neuronal en la via visual y disminuye la expresion de IL-1p. Por lo que se cree que la

presencia de vitamina A o la proteina adicionada a la leche entera pudieran ser causantes de
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esos beneficios, o bien, de la administracion de pequefias dosificaciones de etanol durante 3
dias (0.149 £ 0.012g etanol/Kg peso), estudios han mostrado que la ingesta de pequefias
cantidades de etanol es benéfica en comparacion de grandes cantidades en tiempos cortos.

PERSPECTIVA

Los resultados mostrados son preliminares. Debido a que el grupo de ratas usados para
estudiar el comportamiento del vehiculo fue muy pequefio por lo cual se recomienda ampliarlo
y considerar la adicién de un grupo exclusivo para valorar el efecto del vehiculo sin
irradiacion holocraneal, de esta manera se tendria un panorama sobre el efecto causante en los

registros neurofisiologicos.

La cantidad medida de IL-1p en el inmunoensayo ELISA muestra una tendencia de dicha
expresion, sin embargo, no se hallo una diferencia estadisticamente significativa entre los
grupos, también se encontraron expresiones erroneas al cuantificar IL.1p en el hipocampo el
cual ha sido ampliamente reportado en la literatura utilizando un modelo de irradiacion
cerebral (capitulo 8. Resultados anexos) de la misma manera ocurrié con el hipotalamo, por lo

que se recomienda repetir el inmunoensayo.
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