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Introduccion

Por ser la fisica la ciencia que estudia los fendmenos que ocurren en la naturaleza,
puede aplicarse en otros campos de estudio tales como la quimica, la aeronautica, la
nanotecnologia, etc. Una de las aplicaciones de interés actual es la fisica aplicada a
sistemas bioldgicos, en donde se proporciona una solucion alternativa a la medicina
para entender ciertas entidades patoldgicas del hombre.

Es extremadamente importante entender el funcionamiento del cuerpo humano, de
esta forma podremos saber cudndo no estd funcionando adecuadamente, por qué,
y en el mejor de los casos podremos saber cémo corregir el dano [1]. Para ello la
medicina se ha introducido en los fendmenos de oxidacion celular, dando a éstos
una interpretacion desde un punto de vista fisico. Esta incursién de la medicina
en la fisica, ha tenido un gran impacto en los ultimos anos; ya que ha generado
conocimiento, por ejemplo, de los radicales libres (RL) y la influencia de éstos en
enfermedades humanas [2].

Nuestro cuerpo constantemente reacciona con el oxigeno (Oy) como parte de los
procesos de produccién de energia de las células [3]. Un RL es una molécula para-
magnética de corta vida, la cual contiene uno o més electrones desapareados en un
orbital en donde deberia haber un par de electrones con idénticos niimeros cuanticos,
excepto por los espines opuestos; esto la hace una molécula muy reactiva [3, 4].

Los RL se producen en el cuerpo humano como consecuencia del metabolismo nor-
mal, pero pueden aumentar ante diversos estimulos como: la contaminacion at-
mosférica, el tabaquismo, un ejercicio intenso o una exposicion prolongada al sol. Los
RL atacan las moléculas estables tratando de “ robarles ” un electrén para recuperar
su estabilidad electroquimica dejandola oxidada. Este tipo de moléculas producen
alteraciones en los componentes bioquimicos de las células que pueden desencadenar
estados patolégicos. De manera natural, el organismo produce sustancias (antioxi-
dantes) que contrarrestan los efectos de los RL que se producen fisiolégicamente.



Es decir, los antioxidantes (AO) ayudan a mantener el equlibrio entre los estados
oxidado y reducido de las células. La respuesta del organismo sano ante el aumento
de la produccién excesiva de RL es la elevacién de la defensa antioxidante (AO).
Cuando dicho equilibrio se pierde a favor de los RL se dice que la célula se encuentra
en estrés oxidativo [4, 5, 6, 7]. La salud de las personas tiene entonces un vinculo
con el adecuado balance oxidativo, es decir, que RL y AO se equilibren tal que se
minimice el dano y retarde la aparicién de enfermedades [8, 9].

El gran ntimero de entidades patolégicas en las cuales se hallan involucrados los RL,
ha motivado el interés en el desarrollo de técnicas de mayor sensibilidad y selectivi-
dad para determinar los niveles de oxidantes, antioxidantes y el dano oxidativo en
seres humanos. La espectroscopia de resonancia paramagnética electrénica (RPE),
es una técnica fisica utilizada para detectar directamente la cantidad relativa de RL
y especies paramagnéticas presentes en muestras que tengan al menos un electrén
desapareado, por ejemplo: muestras biolégicas. Por su cardcter no destructivo y su
alta versatilidad es un complemento valioso de otros métodos de andlisis, permitien-
do obtener una invaluable informacién estructural y dinamica.

Mediante la técnica de RPE sélo se detectan a&tomos y moléculas con electrones desa-
pareados; esto parece ser una limitante, sin embargo es una gran ventaja [10, 11]. Sus
aplicaciones son muy numerosas y se extienden a diversos campos de investigacion
como la quimica, fisica, biologia, geologia y medicina; por ejemplo de esta ultima
pueden estudiarse enfermedades degenerativas o sistémicas. En el caso especifico del
presente trabajo enfocaremos nuestra atencion en el estudio del curso temporal de
la produccién de RL en un modelo experimental de isquemia cerebral.

En el cerebro las neuronas no poseen capacidad de regeneracién y ademas deben de
efectuar numerosas funciones con gran celeridad. Asi pues, su correcto funcionamien-
to exige un suministro constante de nutrientes, principalmente oxigeno y glucosa.

Las células cerebrales mueren en escasos minutos cuando dejan de recibir oxigeno y
nutrientes de la sangre o cuando son danadas por una hemorragia repentina en el
cerebro a alrededor del mismo. Cuando los accidentes vasculares cerebrales (AVC)
son hemorragias: la sangre se esparce y dana al tejido adyacente. Por ello, los AVC
son muy peligrosos, éstos ltimos aparecen sin previo aviso[12].

Isquemia cerebral (IC) es el término utilizado para describir la pérdida de oxigeno
y nutrientes en las células cerebrales cuando no existe un flujo adecuado de sangre.



El deterioro del flujo cerebral puede ser causado por muchos transtornos y los mas
importantes pueden ser considerados bajo los titulos siguientes [13]:

= Enfermedades que producen alteracion de la presion arterial como: hipoten-
sién postural severa, estado de choque fisico o psicolégico (para las cuales la
presion arterial debe de disminuir considerablemente para que se reduzca el
flujo sanguineo cerebral) y el cambio de la viscosidad sanguinea (policitemia

vera).

= FEnfermedades de las paredes arteriales, la causa més frecuente de estrechamien-
to de la luz de las arterias que irrigan al encéfalo es el ateroma.

= FEnfermedades que causan obstruccion de la luz arterial, la embolia de una ar-
teria cerebral puede ocurrir de dos formas: un trombo (la forma maés frecuente)
y globulos de grasa.

E180-88 % de los casos, los AVC son de tipo isquémico. También hay AVC hemorrdgi-
co (9%) [12, 14].



Capitulo 1

Antecedentes

En sujetos con enfermedad aterosclerdtica de las arterias cardtidas es frecuente que
se presente el ataque de isquemia cerebral transitoria (ICT), el cual es un complejo
sindromatico que alerta de un futuro ataque cerebral. Dado el alto riesgo de desa-
rrollar IC en las horas o dias que siguen a la ICT, éste debe considerarse como una
urgencia neurolégica [15].

La evaluacion de los factores de riesgo especificos de los diferentes subtipos clinicos
de pacientes, puede contribuir a una mejor y mas eficaz prevencién de los AVC
isquémicos. Las tasas de AVC recurrentes debidos a la aterosclerosis de grandes
arterias (AGA) son mayores que las observadas en otros subtipos clinicos [16].

Algunos factores de riesgo y sintomas clinicos estan asociados con determinados
subtipos etioldgicos de los accidentes isquémicos transitorios (AIT), pero ain se
requieren factores mas eficientes de prediccion de los AVC recurrentes para identificar
a los pacientes con mayor riesgo segun los diferentes subtipos clinicos de los AIT

17).

1.1. Cambios metabdlicos durante la Isquemia
Cerebral

Un accidente cerebrovascular isquémico (ACI) ocurre cuando una arteria que sumi-
nistra sangre al cerebro queda bloqueada reduciendo repentinamente o interrum-
piendo el flujo de sangre y con el tiempo ocasionando un infarto. La muerte de
células cerebrales que con el tiempo son sustituidas por una cavidad llena de fluido
en el cerebro lesionado [18].
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Isquemia (infarto) Hemorragia

(a) Embolia (¢) Trombo

Figura 1.1: AVC e IC: obstruccién del FSC por una embolia (a) y un trombo (c).

Los codgulos de sangre son la causa méas comun de bloqueo arterial y de infarto cere-
bral (fig. 1.1) [19]. La IC puede producirse por diferentes causas que disminuyan el
flujo sanguineo cerebral (FSC) por debajo de un nivel critico desde 55 ml/100g/min
hasta menos de 12 ml/100g/min.

Esta interrupcion o disminucién de FSC en un territorio vascular determinado gene-
ra un drea de infarto circundada de otra zona [20, 21]. La obstruccién de un vaso
sanguineo cerebral ocasiona un gradiente de flujo de sangre en el territorio vascu-
lar afectado que da lugar a una zona central severamente hipoperfundida (nucleo
isquémico). En tanto que la periferia se establece una isquemia menos pronunciada
(penumbra isquémica). La regiéon de penumbra isquémica, donde el flujo residual
es inferior al flujo normal e insuficiente para el mantenimiento de la funcién celu-
lar, permanece viable debido a la eficacia de la circulacion colateral. En el ntcleo
isquémico, con un flujo inferior al umbral del infarto, se produce muerte celular
aguda, principalmente por necrosis [18].

La presencia de la zona de penumbra en la isquemia aguda en animales y humanos
se ha establecido por varios estudios de tomografia por emisiéon de positrones y
de imégenes de resonancia magnética nuclear. En la penumbra la funcién neuronal
eléctrica estd abolida, pero conserva una actividad metabdlica minima que preserva
su integridad estructural durante algin tiempo, hasta que la produccién de adeno-
sintrifosfato (ATP) cae por debajo del 50 % de los niveles normales. Se ha sugerido
que la muerte de la zona de penumbra tiene caracteristicas de apoptosis en lugar
de necrosis [22]. Légicamente el periodo de tiempo durante el cual la penumbra
persiste, representa una oportunidad potencial terapéutica [18, 23]. La viabilidad de
las células en la zona de penumbra tiene un tiempo limitado, ya que la disminucion
de las reservas de oxigeno y glucosa desencadena diversos procesos patologicos que
puede conducir a la muerte celular [24].
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Por lo tanto, la zona de penumbra constituye el blanco principal para la mayoria de
las intervenciones clinicas agudas aplicadas entre las 3 y 6 horas post-ictal [25]. No
todas las neuronas, responden de forma semejante al dano isquémico. Por ejemplo,
en la corteza cerebral las neuronas son mas sensibles a la isquemia y sufren cambios
estructurales mas rapido que las neuronas de otras localizaciones.

1.2. Fisiopatologia de la Isquemia Cerebral

Al producirse la cascada de procesos durante la isquemia empiezan los sintomas
clinicos que caracterizan a la enfermedad cerebrovascular [20, 21]. Por un lado, en
el dano isquémico especialmente en la zona de penumbra hay una sobre activacion
de receptores de glutamato, la acumulacién intracelular de iones calcio, el aumento
de células inflamadas, la produccién de radicales libres y procesos patolégicos que
conllevan a la apoptosis [26, 27].

La inflamacién ha sido implicada como fuente del dano secundario después de la
isquemia. Tras el episodio de la isquemia/reperfusién, el endotelio vascular promueve
inflamacion a través de la liberacion de citoquinas y la aparicién de moléculas que
permiten la adhesién y migraciéon de los leucocitos circulantes dentro del sistema
nervioso central (SNC). Tan s6lo una hora después del inicio de la oclusién ya se
puede observar la diapédesis de leucocitos polimorfonucleares en el nicleo isquémico
[28]. La inflamacién se trata de una respuesta inespecifica frente a las agresiones del
medio y esta generada por los agentes inflamatorios. El mayor problema que surge
de la inflamacion, es que la defensa se dirija tanto hacia agentes daninos como a
no daninos, de manera que provoque lesién en tejidos u 6rganos sanos. La adhesion
de leucocitos al endotelio, asi como el depdsito de fibrina en la luz vascular debido
a la generacién intravascular de trombina [29, 30], contribuyen a la obstruccién
microvascular (fig. 1.2).

Un modulador importante de lesion de la IC es el edema cerebral, el cual puede
ser diferenciado en dos fases: el citotéxico, que se produce inmediatamente después
de la IC y el vasogénico o edema tardio [31]. El tipo citotéxico tiene un umbral
dependiente del FSC, el cual empieza con valores de flujo del 30 %. La alteracién de
la funcién mitocondrial aumenta el metabolismo anaerdbico, lo que a su vez aumenta
la osmolaridad del tejido cerebral y lo que incrementa la entrada de agua a la célula.



1.2. Fisiopatologia de la Isquemia Cerebral 7

Tromba blanco

E"'. Nl;u;lm

Irppidice

Placa inestable ",

Necrosis

Figura 1.2: Fisiopatologia de la IC.

A valores del flujo por debajo del 20 % (anoxia), se produce despolarizaciéon debida
a la entrada de iones positivos a través de la membrana, conjuntamente con agua
[32]. Con la manifestacién de necrosis del tejido se produce el paso de las proteinas
séricas del plasma al liquido intersticial. Con esta perturbaciéon comienza el edema
tipo vasogénico.

La deficiencia progresiva de oxigeno entre 40 y 75% del flujo normal da lugar al
transito paulatino hacia la anaerobiosis, que se expresa con un aumento de la tasa
metabdlica cerebral para la glucosa y de la concentracién de dcido lactico. La despo-
larizacion de la membrana conlleva liberacién de glutamato y entrada de calcio con
acidificacién del sistema entre el 30 y el 45 %. A valores inferiores de flujo sanguineo,
entre 10 y 35 %!, el metabolismo energético se hace menor haciendo que la célula
sea incapaz de controlar el potasio intracelular. Por debajo de estos niveles el dano
es irreversible [23].

El dano por isquemia en un punto determinado del cerebro depende no solo de las
arterias que irrigan una determinada zona; sino también del flujo sanguineo en un
momento determinado. Las lesiones vasculares del encéfalo son extremadamente fre-
cuentes y el defecto neuroldgico resultante depende del tamano de la arteria ocluida,
del estado de la circulacién colateral y del drea de encéfalo afectada [13].

'Estos valores fueron determinados con bastante precisién en modelos experimentales y son
semejantes en diferentes especies de mamiferos, incluido el hombre, durante las primeras horas del
dano.
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1.3. Tratamiento actual

El éxito del tratamiento de los AVC agudos es todavia limitado. Sin embargo,
la mortalidad ha disminuido significativamente cuando se cuenta con los recursos
disponibles en la actualidad.

Los objetivos del tratamiento incluyen tanto la estabilizacién del paciente como la
prevencion de nuevas lesiones cerebrales mediante la perfusion cerebral isquémico
para mejora de los tejidos . El tratamiento debe de incluir apoyo médico. Es de
maxima importancia mantener la via aérea permeable en caso de que el paciente
sufra pérdida de consciencia. Asi también es necesario estabilizar tanto la presion
sanguinea como el ritmo cardiaco. El siguiente paso en el protocolo se basa en deter-
minar si el AVC es de tipo hemorragico o trombotico. Por lo tanto, una tomografia
computarizada (TC) debe de ser obtenida tan pronto sea posible.

El tratamiento médico debe de incluir algin antagonista 31 adrenérgico para reducir
el trabajo cardiaco manteniendo la presién sanguinea. Dado que se ha demostrado
que la fiebre y la hiperglucemia son perjudiciales para la recuperacion, la regulacion
en la glucosa y la temperatura del cuerpo son importantes. Los niveles de glucosa
deben de ser inferiores a 200/mg/dl.

Dentro del tratamiento farmacolégico de la apoplejia encefalica isquémica aguda,
existen multiples tratamientos neuroprotectores en el momento actual pero no vamos
a revisarlos. Sélo se listan los siguientes: agentes tromboliticos, anticoagulantes, anti-
agregantes plaquetarios, agentes neuroprotectores, barredores de RL e inhibidores
de la adhesion leucocitaria.



Capitulo 2

Justificacion

Entre las enfermedades neuroldgicas mas frecuentes en el mundo se encuentran las
enfermedades cerebrovasculares (ECV), las cuales representan la tercera causa de
mortalidad en los paises occidentales; por lo que constituyen en la actualidad un
problema de salud y una alta demanda médica [12, 23, 33]. La mortalidad por estas
enfermedades se incrementa exponencialmente con la edad, duplicandose cada 5 anos
[21].

Las investigaciones que se hacen actualmente a nivel mundial de las ECV, siguen
dos direcciones fundamentales: una dirigida al conocimiento de la fisiopatologia de
estas enfermedades y otra que se orienta al desarrollo de agentes y procedimientos
terapéuticos para disminuir los indices de mortalidad y de discapacidad. En ambas
direcciones, el aporte conferido por los modelos de IC en animales han contribuido
al conocimiento de la fisiopatologia [24, 34].

En la rata, la oclusiéon de una carétida, seguida de la oclusiéon de la arteria cerebral
media produce isquemia cerebral. Este modelo reproduce el accidente vascular mas
frecuente en la clinica [24, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41]. En la actualidad, se tiene
conocimiento de que se han desarrollado técnicas (como: el escéner, tomografia por
emisién de positrones e imdgenes por resonancia magnética nuclear) y estrategias
neuroprotectoras (entre los que se encuentran los atrapadores de RL) [12, 42]. Sin
embargo, el conocimiento acerca de la fisiopatologia de la IC, su modelacion en
animales y la busqueda de nuevos medicamentos que pudieran mejorar e incluso
prevenir el dano al tejido isquémico es una fuente inagotable de preguntas para las
investigaciones.
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Es conocido que la excesiva produccién de RL conduce al dano celular en una va-
riedad de enfermedades, tal como la IC. Se ha mostrado que el uso de AO probados
en modelos de IC focal como tratamiento en AVC son benéficos. Pero, ;que tan cierto
es esto? , ; bajo que condiciones se deberian de proponer tratamientos a pacientes
con IC si éstos son patolégicamente diferentes?.

Aunque los RL pueden ser directamente detectados en el tejido cerebral, su muy
baja concentracién y corta vida hace dificil su medicién. La técnica RPE es la tinica
que detecta de manera directa RL y es en extremo muy sensible, ésta debe de ser
considerada si se desea conocer el papel que juega el estrés oxidativo en la IC [43].

En el caso especifico del presente trabajo enfocamos nuestra atencion en el estudio
del curso temporal de la produccién de RL en un modelo experimental de IC, con el
fin de observar el papel de éstos y su cantidad relativa presente en dicha patologia.
Este tipo de estudio no existe reportado en la literatura.

Los resultados obtenidos mediante RPE, son un complemento muy importante para
la parte médica y quimica, ya que una vez entendido el papel de los RL en la IC
éstos podrian proponer el uso o no de AO como tratamiento en las enfermedades
cerebrovasculares bajo ciertos criterios.

Por 1ltimo, cabe mencionar que en medicina se evalia el dano oxidativo y la de-
fensa antioxidante mediante pruebas bioquimicas tales como la determinacién de
los niveles de superdxido dismutasa, malondialdehido y cantidad de carbonilo. En
complemento al estudio RPE, éstas fueron consideradas para comparar y reforzar
los resultados obtenidos mediante RPE.



Capitulo 3

Objetivos

3.1. Objetivo general

= Estudiar el curso temporal de la produccion de RL y de especies paramagné-
ticas en tejido cerebral y plasma obtenidos de ratas sometidas a un modelo
experimental de IC, mediante la técnica RPE y pruebas bioquimicas.

3.2. Objetivos particulares

= Inducir IC mediante la oclusién de la arteria carétida comun derecha seguida
de la cauterizacion de la arteria cerebral media.

» Obtener muestras de tejido cerebral y plasma.
» Estudiar mediante RPE las muestras de tejido cerebral y plasma.

= Efectuar pruebas bioquimicas de tejido cerebral: superdoxido dismutasa, ma-
londialdehido y carbonilo, como medida de la defensa antioxidante, del efecto
de los RL en los lipidos y en las proteinas respectivamente.

= Identificar en la medida de lo posible, las especies paramagnéticas y los RL
presentes en el curso temporal de IC.

» Relacionar los resultados RPE con: la evaluacion neurofisiolégica, resultados
de pruebas bioquimicas, voliimenes de infarto, isquémico y contralateral.



Capitulo 4

Metodologia

Para llevar a cabo los objetivos planteados previamente; en el presente trabajo se
establecid el procedimiento ético para la experimentacién in vivo con animales. La
IC focal se indujo por el método de oclusién de la arteria cerebral media (OACM)
en ratas macho Wistar de 10-14 semanas de edad [44].

4.1. Protocolo de Isquemia Cerebral

En seguida se presenta la descripcién del protocolo de I1C [45].

Previamente a la intervencion quirurgica de cada rata se midi6 el peso en g y glucosa
en mg/dl. Se suministr6 una dosis de anestesia de 0,2 a 0,25 ml/100 g, ésta se
preparé con ketamina, acepromazina, butorfanol y solucién salina (KABSS)! con un
mantenimiento de 0,05 a 0,1 ml via intraperitoneal.

Dado el efecto de la anestesia colocamos el animal en dectuibito dorsal, levantando
con las manos la piel laxa, se efectud una incisiéon con la tijera en la linea media de la
cara anterior del cuello de aproximadamente 2,5 cm a partir de la horquilla esternal.
Para encontrar el paquete vasculonervioso derecho, se usé el microscopio quirtrgico.
Localizada la arteria carétida comun derecha se ligd con hilo de seda quirturgico de
aproximadamente 5 cm (al ligar), se recorté el innecesario (al terminar de ocluir).
Para finalizar este primer procedimiento, se hizo una sutura utilizando aguja e hilo
de seda quirtrgico.

!Cantidad de la dosis total=4,4 ml con la preparacién de K=2 ml, A=800 pl, B=1 ml y SS=600
pl.
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Figura 4.1: Protocolo de Isquemia Cerebral.
(a)Oclusién de la arteria carétida comun, (b)procedimiento para la cauterizacion,
(c)localizacién de la arteria cerebral media.

Posteriormente, se coloco a la rata sobre una pequena camilla de madera en dectbito
lateral izquierdo, la cual contiene un accesorio en forma de U invertida, con ella
la parte de la boca fué inmovilizada y sus extremidades con cinta adhesiva. Con
un bisturi se hizo una incisiéon entre la comisura del ojo y el conducto auditivo
externo, para visualizar la zona de interés se utilizaron separadores autoestaticos. Se
efectud una trepanacion en el hueso parietal derecho mediante un taladro quirirgico
y con el microscopio quirtrgico se localizo la arteria cerebral media la cual fue cau-
terizada con un electrocauterio quirtrgico. Al terminar se suturé (fig. 4.1).

4.2. Obtencién de muestras para RPE

4.2.1. Animales

Veintidds ratas macho Wistar de 10-14 semanas de edad con 336+23 g de peso fueron
utilizadas para este estudio, de las cuales, 4 constituyen el grupo control para valores
basales de las variables medidas.

4.2.2. Modelo de Isquemia Cerebral

Los animales se dividieron en 5 grupos (con n=4 cada uno), asociados a 0, 1, 4, 8
y 16 horas con IC. Posteriormente a la induccion de la IC, se efectué una evalu-
acién neurofisioldgica a cada animal[45, 46]. Después se les administré una dosis de
pentobarbital sodico via intraperitoneal, dado su efecto anestésico se llevd acabo la
cateterizacion para la extraccion de sangre.
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Tabla 4.1: Caracteristicas de los grupos utilizados en el modelo experimental de IC.

Tiempo Glucosa Peso [g] KABSS Peso [g] PS [p]

[hrs] [mg/dl] a. CIR. [ml](IC) d.CIR.  (cateterizacién)
0 69+12 361120 - - 260+13
1 94+15 335+19 838420 - 209440
4 95441 319+14  708+15 287472 208+5H3
8 114424 3174+27 673+£68 310+32 225423

16 1284+50  346+£30 935£56  332+32 183£20

Finalmente los animales fueron sacrificados con una guillotina obteniendo de ello la
cabeza e inmediatamente la extraccion del cerebro con el uso de una gubia. Por otra
parte, cabe hacer incapié que todos los animales tuvieron libre acceso al agua y al
alimento antes y después de la cirugia.

La tabla 4.1 muestra las caracteristicas de los grupos utilizados para el protocolo y
modelo experimental de IC.?

El cerebro extraido fué rebanado en un molde (matriz cerebral), al haber colocado
navajas cada 2 mm en las subdivisiones (de 1 mm) contenidas en dos partes laterales
de éste. Al final se colocé toda la muestra a una temperatura de -26+1 °C. Por otra
parte, se preparé 30-45 ml de buffer (amortiguador de fosfato salino) con pH 7,4 al
punto 1 molar (PBS) con 1% de cloruro de triteniltretrazolio. La mezcla se agité en
un vortex Mixer y se mantuvo protegido de la luz hasta su uso.

La mezcla en bano Maria a 37,5+6,2 °C durante 5-15 minutos servida en una placa en
la que las rebanadas obtenidas del cerebro fueron colocadas, pigment6 de color rojo
la parte del tejido vivo y en blanco el muerto [47, 48]. Después de la pigmentacién,
las rebanas de cerebro fueron colocadas en papel milimétrico para ser fotografiadas
(en su lado anverso y reverso). Lo que sirvié para calcular los volimenes de infarto,
isquémico y contralateral.

2La incertidumbre expandida U, proporciona un intervalo u., £ U, que tiene aproximadamente
un nivel de confianza p=95 % de la distribucién para k,=2,3 y . es la esperanza de una magnitud
z. Para la obtencién de la incertidumbre expandida se consideraron: la incertidumbre asociada a
la esperanza de la muestra (tipo A) y la de resolucién (tipo B) obteniendo de estas tltimas la
incertidumbre combinada, para méas detalles constltese [47, 48].
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Figura 4.2: Modelo de Isquemia Cerebral.

(a) Extraccion de sangre , (b)corte de cerebro, (c)rebanadas de cerebro en bafio
Maria a 37,5+6,2 °C, rebanadas de cerebro pigmentadas (rojo: tejido vivo y blanco
tejido muerto) después de 8 hrs. producida la IC ;(d) reverso y (e) anverso.

4.2.3. Valoracion neurofisiolégica

Antes de sacrificar al animal, un criterio neuroldgico fue hecho por dos observadores
independientes. Los animales fueron evaluados por lo siguiente [45]:

0 Pts Sin déficit neuroldgico.
1-4 Pts Le falta extender el brazo izquierdo completamente.
1-4 Pts Disminuy6 la fuerza de la extremidad anterior al tratar de tomar
algo en que sujetarse, tomadas de la base de la cola.
1-8 Pts  El circundar espontaneo o el caminar al lado contralateral.
1-4 Pts Insensibles al estimulo (estado de alerta).

4.2.4. Obtencion de muestras para RPE

y pruebas bioquimicas

Para cada animal transcurrido el tiempo (producida la IC), se efectué la técnica
de extraccion de sangre. Para ello se aplico el anestésico pentobarbital sédico via
intraperitoneal (45 mg/kg), posteriormente se colocé un tubo de polietileno PE50 en
la arteria carétida izquierda y se extrajo 4-6 ml de sangre. Para evitar la coagulacion
de ésta se usd una pequena porcién de EDTA en tubos eppendorf de 2 ml. La sangre
fue centrifugada a 1200 g durante 15 min a 4+1 °C. Se obtuvo el plasma, éste
fue colocado en tubos eppendorf y guardado a -79+1 °C hasta la determinacion de
variables bioquimicas.
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(b) (d)

Figura 4.3: Obtencién de muestras.
(a) Corteza cerebral , (b)sangre, (c) plasma y (d) determinacién de proteinas.

Las pruebas bioquimicas consideradas para este estudio se enlistan a continuacion:

Determinacién de proteinas

Superoxido dismutasa

Malondialdehido (modificacién de los lipidos por RL)

Carbonilo ( modificacién de las proteinas por RL)

Las cuales fueron efectuadas mediante los paquetes Cayman Chemical, cuyos niime-
ros de catdlogo son respectivamente: 704002, 706002, 10009055 y 10005020 [49].
Las muestras obtenidas para pruebas bioquimicas y RPE fueron corteza cerebral de
ambos hemisferios y plasma colocados en tubos eppendorf guardados a -79+1 °C
hasta el momento de su uso.

4.3. RPE en sistemas bioldgicos

La RPE es una espectroscopia de absorcion en la cual radiaciéon de microondas pro-
duce transicion entre niveles de energia magnética de electrones desapareados. El
uso de la espectroscopia RPE ha ido creciendo como un complemento de otros méto-
dos de analisis en problemas de bioquimica y biomedicina como una herramienta
altamente sensible para la deteccién de especies de RL. Entre las aplicaciones bio-
quimicas de la deteccién de RL se encuentran: intermediarios metabdlicos, radicales
inducidos por la radiacion externa, toxicidad, radicales derivados de la reduccion
parcial del oxigeno y radicales generados en tejidos [10, 50, 51].
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En general el tipo de informacién disponible que puede obtenerse de experimentos
RPE es la presencia, cantidad (cuantificacién relativa), naturaleza (diferenciacién
entre RL y metales de transicién paramagnéticos) y el entorno (como la presencia de
nicleos magnéticos) de moléculas paramagnéticas [51]. La RPE puede ser observada
en biomoléculas que incorporan atomos con capas electronicas semillenas o atomos
con un electrén externo desapareado (RL).

4.3.1. Espectrémetro de RPE

Los espectros obtenidos en este trabajo, fueron obtenidos en un espectrémetro JE-
OL JES-RE3X que esta conectado a una estacion de trabajo ES-PRIT, la cual
consta principalmente de una computadora HP-9000 con una tarjeta de conversion
analdgica digital (A/D).

Software

El equipo de computo consta de una estacion de trabajo HP-9000 Serie 400, con
procesador de 32-bit, disco duro de 600MB, unidad de cinta DAT, monitor de 16
pulgadas de 1280 X 1024 puntos, con 256 colores, Plotter HP. El paquete de progra-
macién (software) JEOL ES-PRIT realiza las operaciones de adquisicién y proce-
samiento de datos, simulaciéon , impresion de graficas en el plotter y utileria para
archivos.

4.3.2. Deteccién experimental

Los espectros RPE fueron corridos a 77 K en banda X. Mediante el uso de un Dewar
con nitrogeno liquido que es colocado en la cavidad resonante que se encuentra entre
el electroimén, al cual se introduce un tubo capilar de cuarzo (de aproximadamente
0,5 mm de didmetro por 10 cm de longitud) donde en la parte inferior es colocado
un tubo eppendorf en el que se encuentra la muestra de tejido y/o plasma. El
tubo capilar, dentro de la cavidad resonante, se coloca a una distancia definida y
preestablecida que garantice que la muestra esta exactamente en el centro de la
cavidad para de este modo poder obtener el espectro. Las caracteristicas generales
de las mediciones a baja temperatura fueron: frecuencia de modulacién 100 kHz,
tiempo de barrido 2 minutos, amplitud de modulacion: 1,6 G para tejido y plasma
ventana cerrada (335+4x1 mT) y 1,25 G para plasma ventanta abierta (250+2,5x100
mT), potencia de 1 mW.
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4.4. Analisis estadistico

Los datos se expresaron como la media £ la incertidumbre expandida (u, = U,,,).
Para el analisis estadistico se aplicaron las pruebas de ANOVA de una via, para
evaluar el curso temporal, aplicando la prueba de Tukey para definir diferencias en
cada punto temporal. Se tomé como nivel de significancia estadistica p<0,05.



Capitulo 5

Resultados y discusion

En este capitulo analizaremos los espectros RPE, obtenidos del modelo experimental
de IC. Los espectros pertenecen a plasma y tejido (corteza cerebral); de éste tltimo
se obtuvo muestras de zona de infarto (ZI), hemisferios izquierdo (HL) y derecho
(HR). En la fig. 5.1 se muestra un espectro RPE y el significado de sus respectivos
ejes.

L

N

Intensidad Relativa [ua]

t >
323,0 B[mT]

Figura 5.1: Espectro RPE mostrando un radical libre.

Por simplicidad los espectros mostrados sélo contendran el eje horizontal (de cam-
po magnético). Para su andlisis, se han considerado dos secciones: la primera para
plasmas control y tejidos control; es decir, provinientes de aquellos animales que
estuvieron sujetos a las mismas condiciones de anestesia y en los cuales no se indujo
IC. La segunda seccion, para muestras obtenidas de los animales que fueron someti-
dos a IC. Las condiciones del equipo para la obtencién de los espectros RPE estan
dadas en la seccién 4.3.2. Las tablas que presentan las caracteristicas de las senales
contienen: la magnitud del campo magnético (\E | en mT), el valor espectroscopi-
co calculado (g), ancho de linea ( I' en mT) e intensidad relativa (I en unidades
arbitrarias).
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5.1. Espectros RPE del grupo control

5.1.1. Tejido cerebral

El grupo control presenté un espectro RPE como el que se muestra a continuacion:

g=2,0013

Cc

320,8 323,3 3258 B[mT]

Figura 5.2: Espectro RPE del grupo control de tejido cerebral.
Este espectro presenta al menos dos senales a las cuales hemos llamado A, y C.. El

subindice ¢ lo hemos asociado al grupo control. Las caracteristicas de estas senales
se presentan en la tabla 5.1.

Tabla 5.1: Caracteristicas de las seniales del grupo control correspondientes a tejido.

Senal | B [mT] g ' mT) I [ua]
A, 322,740,3 | 2,0081+0,0019 | 0,13+0,03 | 4494+177
C. | 323,7+0,3 | 2,00174+0,0018 | 0,17+0,02 | 1012499

El valor de ancho de linea para la senal A, es pequeno como para tratarse de un
metal y grande como para deberse a un RL aislado. La senal A, es el rasgo principal
de una senal rombica mas compleja debida a la interaccién dipolo-dipolo de un metal
con un RL.

En sistemas bioldgicos la clase de compuestos mas importantes que contienen metal,
son aquellos formados por un ion metalico y ligantes porfirinicos. El anillo porfirinico
con el ion metdlico Fe?*, forman una clase de compuestos llamados hemoproteinas
(fig. 5.3)[52]. La corteza cerebral en su composicién contiene este grupo. Producido
localmente por algunos tipos celulares, el NO es un radical inestable con una vida
media biolégica de tan s6lo unos pocos segundos (< 5s). El NO es paramagnético y
con facilidad forma un complejo estable nitrosil con metales, compuestos o metalo-
proteinas [53, 54].
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Figura 5.3: Estructura del grupo hemo

El hierro en el estado de oxidacién 24 es el metal que interactia con el RL. El
grupo hemo enlaza al NO antes de que éste y el superéxido produzcan peroxinitrito
[4], actuando como un atrapador de espin natural; produciendo un aducto de NO:
NO-Fe*" hemo-nitrosil [50].

Es importante hacer incapié que las seniales RPE atribuidas a NO-Fe?t son dife-
rentes dependiendo de si el NO se une a la hemo-subunidad « o 3, asi como en la
conformacién del estado de la hemoglobina (Hb). Siendo ésta tltima el transportador
de oxigeno en el sistema sanguineo.

De la senal A, se infiere un triplete incipiente que proviene de la interaccién del
espin del electrén con el espin nuclear I=1 perteneciente al nitrégeno involucrado en
el radical NO. El valor de I es obtenido de la regla mecanico cuéntica # de lineas=
2I+1 [55]. Como resultado de lo que previamente se ha mencionado, indudablemente
es el espin nuclear del nitréogeno quien interactia con el espin del electrén.

Por otra parte, en otros estudios se ha detectado una senal semejante a la senal
A, con una intensidad mucho mayor (en los cuales las muestras de tejido fueron
corazén e higado). Simulaciones han demostrado que dicha senal estd compuesta
por tres especies paramagnéticas con acoplamiento hiperfino [50, 57]. La figura 5.4
muestra la simulaciéon mencionada anteriormente.
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Figura 5.4: Simulacién del NO-Fe?*.

En el presente trabajo la intensidad de esta senal que es semejante a la senal A,
es muy pequena, debido a que la muestra considerada es tejido cerebral. Los rasgos
incipientes de la interaccion hiperfina se pueden apreciar en los espectros obtenidos
aunque no una senal como la mostrada en la fig. 5.4 (véase apéndice C).!

Debido a su ancho de linea y valor espectroscopico g ~ 2, la senal C es asignada a la
presencia no especifica de RL. Estos se encuentran presentes en cantidades diversas
en las muestras obtenidas in vivo debido a las reacciones bioquimicas presentes en
las células [58]. Superpuesta en la senal A, se encuentra la senial C,, en donde existe
superposicion de la tercera linea del triplete y la cola izquierda de la senal C..

Cabe por tltimo mencionar que en las reacciones bioquimicas que tienen lugar en
las células seguida de la IC, las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno estan
presentes [53, 54, 56]. Estudios han mostrado que el NO puede tener ambos papeles
como agente protector y/o dafnino, dependiendo del tipo de célula que lo produjo y
la fase de la isquemia. EI NO es producido por tres diferentes isoformas de la sintasa

de NO (NOS).

!Para hacer una simulacién en la computadora del equipo RPE, los valores espectroscépicos
paralelo y perpendicular (g y g1 ), su isotropia o anisotropia (de g), valor de espin electrénico
y nuclear (en el caso de considerarse), anchos de linea (I y I'1) son los primeros pardmetros
considerados para efectuar la simulacién. La forma de la distribucién (lorentziana o gaussiana) e
intensidades relativas son pardametros que pueden ser elegidos y variados hasta que se observe la
mejor aproximaciéon de la senal simulada con la senal obtenida experimentalmente, ésta tltima
estd presente en la pantalla en donde se efectia la simulacién.
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5.1.2. Plasma

Para la obtencién de los espectros RPE para plasma se consideraron dos ven-
tanas: la primera de 335+4x1 mT la cual llamamos ventana cerrada y la segun-
da de 250£2,5x100 mT nombrada como ventana abierta. El grupo plasma control
presentd un espectro RPE como el mostrado en la fig. 5.5, el cual fue obtenido a
ventana cerrada.

g=2,0013

g= 2,0080 l

Ecd!

320,8 3233 3258 B[mT]

Figura 5.5: Espectro RPE de plasma del grupo control a ventana cerrada.

Este espectro presenta al menos dos senales principales denotadas por las letras D,
y E.. Dichas senales tienen el mismo significado que las senales A, y C, respectiva-
mente, sus caracteristicas pueden verse en la tabla 5.2.

Tabla 5.2: Caracteristicas de las senales del grupo control correspondientes a plasma.

Senal B mT] g ' m1) I [ua]
D. 322,340,2 | 2,0081+0,0003 | 0,15+0,05 | 496+45
E. 323,440,2 | 2,0013+0,0002 | 0,15+0,05 | 1039+79
F. 148,3+2,9 | 4,3664+0,0840 | 10,25+1,17 | 684472
J. | 305,5+1,8 | 2,1189+0,0110 | 6,13+1,00 | 538+221

Los espectros RPE de plasma control obtenidos a ventana abierta presentan dos
senales denotadas como F. y J. (fig. 5.6). La senal F, es una senal ancha proviniente
de un centro paramagnético (vedse tabla 5.2), ésta senial se asigna a iones de Fe3* de
alto espin S=5/2 (campo magnético bajo). La senal J. es parte de los rasgos espec-
trales asociados NO-Fe*™ y RL, esto se debe a que las muestras (plasma) contienen
al grupo hemo. En otras palabras, las senales D, y E. componen a la senal J. la cual
fue detectada a ventana abierta [52].
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Figura 5.6: Espectro RPE de plasma del grupo control a ventana abierta.

La finalizacion de esta seccién puede resumirse en lo siguiente: las especies para-
magnéticas y los RL presentes en las muestras pertenecientes al grupo control

detectadas mediante RPE han sido identificadas.
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5.2. Espectros RPE de los grupos sometidos a IC

5.2.1. Tejido cerebral

Los espectros RPE obtenidos de las muestras de tejido pertenecientes a los grupos
sometidos a IC son semejantes a los espectros obtenidos del grupo control, por esta
razén no son mostrados en esta subseccién®. La interpretacion y etiquetas asignadas
a dichas senales es exactamente la misma que se di6 en la subseccién 5.1.1, aunque
veremos que hay un cambio significativo en dos parametros: en su intensidad y
concentracion relativa con respecto al grupo control.

Como ejemplo, a continuaciéon se muestra el espectro que presenté la ZI:

320,8 3233 325,8 B[mT]

Figura 5.7: Espectro RPE de la ZI a las 8 hrs. después de la IC

En las tablas 5.3 y 5.4 se muestran las caracteristicas de las senales. Cada renglon
fué asociado a los diferentes tiempos considerados en este estudio, es decir; 1, 4, 8 y
16 horas después de la IC. En particular, la tabla 5.3 muestra las caracteristicas de
las senales A y C de muestras pertenecientes a la ZI.

Tabla 5.3: Caracteristicas de las senales A y C para la ZI.

g I' 1) I [ua) g I' T I [ua)
2,00964+0,0052 | 0,14+0,01 | 493+155 | | 2,0011+0,0001 | 0,1740,03 | 1101+128
2,0077+0,0001 | 0,16+0,05 | 432+141 2,0011+0,0002 | 0,1840,02 | 1100+£319
2,0077+0,0001 | 0,1440,03 | 5424209 2,0009+0,0002 | 0,1740,03 | 12154301
2,0076+0,0001 | 0,1640,03 | 522+186 2,0015+0,0018 | 0,16+0,03 | 11784297

(a) Senal A (b) Senal C

2Para mas detalles véase apéndice C.
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Las caracteristicas de las senales correspondientes de los hemisferios se muestran en
la tabla 5.4.

Tabla 5.4: Caracteristicas de las senales A y C después de la IC.

HL HL
g I' 1] I [ua) g I' [T I [ua)
2,007840,0003 | 0,1440,05 | 417+44 2,0012+0,0002 | 0,184+0,02 | 10454149
2,007740,0003 | 0,16+0,05 | 544+128 | | 2,0011+0,0004 | 0,1640,05 | 1136+130
2,0078+0,0002 | 0,1540,04 | 457+114 2,0011+0,0002 | 0,1540,04 | 11264182
2,0077+0,0003 | 0,1640,02 | 478491 2,0008+0,0001 | 0,1440,04 | 1105+181
HR HR
g I' T I [ua) g I' [T I [ua)
2,0086+£0,0021 | 0,144+0,03 | 444472 2,0011+0,0001 | 0,1640,02 | 1032£152
2,0077+0,0003 | 0,1240,03 | 453+132 2,0012+0,0001 | 0,1640,04 | 983+217
2,007840,0003 | 0,15+0,02 | 414+116 | | 2,0010+0,0001 | 0,164+0,02 | 1111+156
2,0076+0,0002 | 0,16+0,03 | 507+148 2,0010+0,0001 | 0,1540,02 | 1102£182
(a) Senal A (b) Senal C
5.2.2. Plasma

Los espectros RPE obtenidos de las muestras de plasma de los animales sometidos a
IC para ambas ventanas son semejantes a los ya presentados para plasma control.
Por este motivo son omitidos en esta subseccion. Su evolucion temporal se muestra
en el apéndice C y su interpretacion es la misma que dié en la subseccién 5.1.2.

Las especies paramagnéticas y RL en los grupos control y los sometidos a IC han
sido identificadas. En las dos secciones siguientes, se estudian las caracteristicas I
(intensidad relativa) e A (cantidad relativa) de las senales detectadas, considerando
sus magnitudes como parametros. Seguir el curso temporal de éstos fué de gran
interés, obteniendo de ello el monitoreo de los cambios en la produccion de RL.
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5.3. Analisis Cuantitativo

Se determiné la magnitud de las intensidades relativas para todas las senales de los
espectros estudiados, con el fin de comparar si existen diferencias entre los grupos.
Primeramente, para las senales A y C, la fig. 5.8 nos muestra el comportamiento
general de sus intensidades relativas con base en los resultados de las tablas 5.1, 5.3
y 5.4.
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Figura 5.8: Grafico comparativo de intensidades para las senales A y C.

Los cambios en las intensidades relativas de las senales A y C seguida de la IC
respecto del grupo control son poco notables como se puede observar en la grafica
de barras (fig. 5.8).

Para el estudio de la produccion de RL y especies paramagnéticas en el transcurso
temporal de la IC, se analizard cuantitativamente los cambios en las intensidades
relativas. Para ello, el valor de la intensidad relativa de cada senal es normalizada,
esto se hace para observar si existen cambios en las intensidades de los grupos
sometidos a IC respecto del grupo control. Ademas, debido a “pequenas ” diferencias
observadas en la grafica de barras, se consideré también el cociente del valor de la
intensidad relativa del HR entre el HL, es decir, debido a que el hemisferio danado
es el derecho observaremos si hubieron cambios de éste con respecto al hemisferio
no afectado. - Obsérvese que el valor Iyg / Iy, =[lgr/l:] / [lgr/1.]-, donde I, es
el valor de la intensidad relativa control. Los valores calculados se muestran en la
tabla 5.5-.

Los resultados de los cocientes mencionados se muestran en la tabla 5.5. Examinando
la segunda y tercer columna de la tabla 5.5 correspondientes a las senales A y C se
distinguié un valor minimo y uno méaximo a las 4 y 16 horas respectivamente.
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Tabla 5.5: Valores de H r/ Hy, e infarto.

Grupo [hrs] A C Z.1(A) Z.I(C)
1 1,074£0,236  0,9924+0,117  1,098+0,344  1,088+0,127
4 0,83240,319  0,872+40,503 0,962+0,315 1,087+0,315
8 0,905+0,178  0,988+0,166  1,207+0,467  1,201+0,297
16 1,080+£0,378  1,001+0,116  1,162+0,927 1,16440,293

Para la sefial A: en 1 y 16 horas la intensidad relativa de NO-Fe** fue mayor en el
HR que en el HL, ocurriendo lo contrario a las 4 y 8 horas (fig.5.9). Esto implica
que si el aumento relativo de NO-Fe?™ a la primera hora contrarresté el dafio al
tejido, a las 4 y 8 horas se presentd dano debido a la disminucién de NO-Fe?* en el
hemisferio isquémico.

En la senal C la tercera columna muestra que Iy; > Igr de 1- 8 horas hasta que
en las 16 horas Iy < Iggr (véase tabla 5.5). -Es decir, que la intensidad relativa
de RL deslocalizados fue mayor en el hemisferio contralateral que en el isquémico-.
Esto significa que en el transcurso temporal de la IC la intensidad relativa de RL en
el HR aumenté.

1.5

B 1 hr
B 4hrz
O Shrs
W 1Ehrs

Senal A Sefial C

Figura 5.9: Grafico comparativo del cociente Hg/Hy.

Por otra parte, para observar los comportamientos de las intensidades de las senales
Ay C en la zona isquémica con respecto de los valores basales, se considero el cociente
de la intensidad relativa a un tiempo t entre el valor de la intensidad relativa del
grupo control. Para ambas senales el valor minimo y méximo fueron a las 4 y 8 horas
respectivamente.
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La intensidad relativa en la ZI de la senal C aument6 en el transcurso temporal
de la IC. Por otro lado, la intensidad relativa de NO-Fe?* en la ZI incrementé en
la primera hora y después de las 4 horas. Una discusién mas detallada acerca de
NO-Fe?* se tratard mds adelante.

Para plasma se hizo también la gréfica de barras (senales D, E, F y J) las cuales
son mostradas en la fig. 5.10. Como se puede apreciar en esta figura las intensidades
relativas para las senales D,E y F decrecen. Para la senal J no se aborda este analisis
debido a su interpretaciéon. La disminucion de las intensidades relativas fue debido
a la estimulacién de la defensa AO. Aunque después de las 16 horas el proceso que
hizo disminuir las intensidades decae y por tanto las intensidades aumentaron para
los casos de las senales D y E pero aun siendo esta ultima menor al valor basal, para
la senal F' la intensidad si sobrepasé el valor basal.

“entana 335£4x1 mT Yentana 260 2 5x100 mT
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Figura 5.10: Grafico de intensidades relativas para las senales D,E.F y J.

Los resultados anteriormente expuestos, muestran que existe una dependencia tem-
poral de la IC con la produccién de RL y especies paramagnéticas. Esta dependencia
puede ser observada en las diferencias de las intensidades relativas de las senales de-

tectadas de las muestras de tejido cerebral y plasma bajo estudio mediante la técnica
RPE.

Los resultados obtenidos de plasma fueron considerados para conocer el compor-
tamiento de los parametros de las senales detectadas, de éstos y los obtenidos de
corteza cerebral ahora se conoce que difieren. Este estudio es muy relevante, ya que
en un futuro se puede proponer el uso de la técnica RPE en el estudio de entidades
patoldgicas en la especie humana, tomando el plasma como la muestra bajo estudio.
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5.4. Evaluacion neurofisiolégica

De acuerdo a los puntos que se mencionaron en la subseccion 4.2.3 la evaluacion
neurofisiolégica (EN) para cada cada animal es considerada como la suma de los
puntos sobre cada valoracién.? Para estudiar el dafio neurolégico por grupo se cal-
cul6 su promedio, considerando la valoracion neurofisiolégica total de cada animal.
En la fig. 5.11 se muestra la grafica de barras del comportamiento general de los

valores obtenidos en la evaluacién neurofisioldgica.
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Figura 5.11: Grafico de la evaluacién neurofisiolégica.

Se determiné mediante andlisis estadistico que hay diferencia significativa p=0,0008
(ANOVA una via) para los grupos de 4, 8 y 16 horas. Ademdas p<0,05 (Tukey)
comparando 16 con 4 y 8 horas. La maxima puntuaciéon que evalta el dano neu-
rolégico fue a las 4 horas. Después de este tiempo hay un “cambio” siutil a las 8
horas mientras que a las 16 horas es notable. Es decir, el dano neurolégico decre-

cié en el transcurso temporal de la IC.

Por otra parte, se sabe que debido a la oclusién completa de la arteria cerebral
media resulta la pérdida de movimiento y sensacion sobre el contralateral o el lado
opuesto al del infarto [14]. Esto dltimo es lo que se evalud y se presenté previamente
(fig.5.11). A su vez esto implica que para que exista un mayor dano neuroldgico
tuvo que haberse causado dano en el hemisferio isquémico, lo que a su vez implica

la presencia de RL.

3A una hora seguida de la IC, la evaluacién neurofisiolégica no se efectué por las condiciones

de anestesia sobre el animal.
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Si comparamos este razonamiento con los resultados obtenidos de las intensidades
relativas por el estudio RPE, en donde se vi6 que a las 4 horas los valores mostrados
en la tabla 5.5 son minimos, podria decirse que no necesariamente la intensidad
relativa de RL es mayor si el dano neuolégico lo fué.

Ademas, de los valores mostrados en la tabla 5.5 para las senales A y C (s6lo para
ambos hemisferios) siguiendo su curso temporal pudo afirmarse que las cantidades de
entes paramagnéticos y RL incrementaron en el HR. De esto y del parrafo anterior,
se observé que la relacién entre las intensidades relativas de las senales y el dano
neuroldgico son inversos.

Curiosamente, para el RL proviniente de electrones, a las 4 horas su intensidad
relativa toma el valor mas pequenio en el HR (0,9714+0,129) y un valor méaximo
(1,12240,129) en el HL.

En la fig. 5.12 se puede observar el comportamiento a partir de las 4 horas de los
cocientes considerados para las senales A y C seguida de la IC y la puntuaciéon en
el dano neurolégico.
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Figura 5.12: Gréfico que muestra la correlacién de la EN y H p/ Hy.

De la técnica RPE utilizada para este estudio y la EN efectuada se ha visto que
éstos tienen una correlacién. Esto es, se encontré que los danos neurologicos seguida
de la IC estdan relacionados con lo cambios en la evoluciéon temporal de especies
paramagnéticas y RL, es decir, con la produccién de RL una vez inducida dicha
patologia.
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5.5. Analisis de pruebas bioquimicas

Expresamos los resultados obtenidos de SOD, MDA y carbonilo por mg de proteina
(mgP) obtenido de la determinacién de la misma.

5.5.1. Superéxido Dismutasa (SOD)

EL SOD representa la primera linea de defensa de estrés oxidativo [43]. En la fig.
5.13 se muestran gréaficas de los niveles de SOD para ambos hemisferios. En el lado
derecho no se consideraron los valores basales (fig.5.13b). Esto se hizo para observar
mas a detalle los comportamientos del curso temporal de los niveles de SOD.
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(a) Niveles de SOD con valor basal. (b) Niveles de SOD sin valor basal.

Figura 5.13: Las correspondientes graficas presentan los niveles de SOD en ambos
hemisferios (HL y HR) en el transcurso temporal de la IC.

En la primera hora los niveles de SOD respecto de los valores basales aumentan.
Fisiolégicamente quiere decir que posterior a la IC, el sistema AO responde ante
el aumento de una producciéon de RL (como se vié en la seccién 5.3). Posterior a
las 4 hrs. de la IC se aprecia que los niveles de SOD disminuyeron respecto de los
valores basales. Esto sucede para ambos hemisferios. En el hemisferio contralateral
los niveles fueron mayores 1,3 + 0,1 veces los niveles de SODg (que en el hemisferio
isquémico). Probablemente esto tenga una correlacion con el resultado de la seccién
5.3 donde las intensidads relativas de la senal C fueron mayores en el HL y entonces
los niveles de SOD deberian de ser mayores en éste que en el HR.

Se graficé la suma de las cantidades relativas de RL detectadas en el tejido cerebral
y los niveles de SOD seguida de la IC.
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Figura 5.14: Cantidad relativa de RL y niveles de SOD graficados con el objetivo de

observar ambos comportamientos de uno respecto del otro en el transcurso temporal

de la IC.

En la fig. 5.14 del lado derecho correspondiente al hemisferio isquémico se puede
apreciar el comportamiento del sistema AO debido a la produccion excesiva de RL.

Es decir, a partir de las 4 hrs. posterior a la IC mientras los niveles de SOD aumentan

la cantidad relativa de RL decrece. Mientras que en el HL, la cantidad relativa de
RL aumenta durante todo el transcurso temporal como si los niveles de SOD no

estuvieran actuando sobre el.

Por otra parte, al extraer el cerebro en un tiempo igual a 8 horas seguida la IC se

observé de manera directa la zona de penumbra (véase fig.5.15).

Figura 5.15: Penumbra isquémica a las 8 hrs.

En el hemisferio isquémico los niveles de SOD aumentan notablemente a las 8 horas
y la cantidad relativa de RL disminuye (fig.5.14). Ademaés a este tiempo el porcentaje

de la zona isquémica es maximo (como se vera en la seccién 5.6).
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Es decir que a este tiempo la actividad del SOD aumenté considerablemente lo
que se refleja en la disminucién de la cantidad relativa de RL. En la literatura se
ha reportado que la actividad de SOD aumenta en la zona de penumbra [43]. La
evidencia de lo anteriormente dicho, de los resultados de RPE (cantidad relativa
de RL) y de los niveles de SOD la existencia de la zona de penumbra observada es
consistente. Esto es de gran importancia ya que el periodo de tiempo durante el cual
la penumbra persiste, representa una oportunidad potencial terapéutica.

5.5.2. Malondialdehido (MDA)

El MDA es un producto natural de la peroxidacién del lipido [56]. Se encontr6 que
los niveles de MDA disminuyen con respecto a los niveles del grupo control. Esto
sucede para ambos hemisferios, los puntos mostrados en la fig. 5.16 estan por debajo
del valor obtenido del nivel de MDA control (no mostrado aqui).
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Figura 5.16: Niveles de MDA para las muestras correspondientes a HL y HR con
p<0,05 (ANOVA dos vias). Esto quiere decir que hay diferencia significativa de los
niveles de MDA entre ambos hemisferios.

Los niveles de MDA son mayores en el (HL) por factor de 1,7+ 0,5 (fig.5.16). En
ambos hemisferios su minimo valor es a las 4 horas y el maximo a las 8 horas. El
valor hallado por ANOVA (una via) indica que no hay diferencia de los niveles de
MDA durante el curso temporal pos-ictal (periodo durante un ataque repentino)
para el HL ( p>0,05) , mientras que en el HR (p=0,003) si hay. E1 MDA se redujo
significativamente en el HR, 4 y 16 horas después de la OACM. Esto resulta in-
teresante ya que se esperaba lo contrario. En la siguiente pagina se explican estos
resultados.
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El HR es el isquémico, en el se suponia que el MDA no disminuyera sino que aumen-
tara ya que éste es la certidumbre de lipoperoxidacion. Esto es una consecuencia de
la respuesta del tejido cerebral a la IC.

El MDA fué mayor en el HL que no es el isquémico, esto significa que en el HR hubo

[43

una “ adaptacion

b

al estrés oxidativo, es decir que se produjo mas defensa AO
enddogena que abatié la lipoperoxidacion. Por lo tanto si en este caso se da un AO
exdgeno (una droga antioxidante) podria ser contraproducente administrarlo porque
se quitaria , al menos parcialmente, el estrés oxidativo que produce aumento de la
defensa AO enddgena que es la forma que tendria el cerebro para protegerse.

En la clinica (humanos) la IC en un sujeto normal no se da frecuentemente. Sélo
se produce cuando hay un accidente que rompa un vaso o si se rompe un aneuris-
ma (ambos, serfan isquemia por hemorragia). En estos casos no serfa conveniente
administrar AQO.

5.5.3. Correlaciéon de SOD y MAD con RL.

En las dos subsecciones anteriores vimos que los niveles de SOD y MAD disminuyen
con respecto de los valores basales después de haberse inducido la IC.

En la fig. 5.17 puede observarse el transcurso temporal de las concentraciones re-
lativas de la senal A para HL, HR y ZI.
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Figura 5.17: Valores del drea bajo la curva de la senal A (Fe*"-NO) para HL, HR y ZI.
Los valores obtenidos posteriores a la IC son menores al valor basal. Hay diferencia
significativa : p<0,001 (ANOVA una via) y p<0,01 comparando los grupos (Tukey).
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Por otra parte, el area bajo la curva de las senales disminuyé con respecto al valor
basal y no se recuperé después de la OACM. Se puede apreciar en la fig. 5.17 que
hubo disminucién en la cantidad relativa de Fe**-NO (de acuerdo a la interpretacién
de la senal A). Es interesante que los comportamientos de lo descrito anteriormente
se produjeron en ambos hemisferios (fig. 5.17).

La explicacién de los parrafos anteriores es la siguiente: al inducirse la IC algin otro
mecanismo AQO disminuyé la lipoperoxidacién y la concentracién relativa de Fe?*-
NO. La reduccién de la cantidad relativa de la senal A en la corteza cerebral después
de la OACM fue debida a la estimulacion de la defensa antioxidante endogeno.

Las cantidades relativas de la senal C aumentaron (fig. 5.18). Al haberse inducido
la IC, en el HR existe una severa disminucion de Os, lo que puede conducir a la
muerte celular. Como respuesta a la hipoxia, hay una sobre activacion de receptores
de glutamato, aumento de células inflamadas y procesos patolégicos que conllevan
a la apoptosis.
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Figura 5.18: Valores del drea bajo la curva de la senal C (RL proviniente de elec-
trones) para HL, HR y ZI. Los valores obtenidos posteriores a la IC son mayores al
valor basal.

Tras la isquemia, el endotelio vascular promueve inflamacién a través de la liberacion
de citoquinas y la aparicion de moléculas que permiten la adhesién y migracion de
los leucocitos circulantes dentro del sistema nervioso central (SNC). El problema que
surge de la inflamacion, es que la defensa se dirija hacia agentes daninos como a no
daninos, de manera que provoque lesion en tejidos sanos. Esto es lo que sucedié en
el HL,, al haber hallado que la concentracién relativa de la seial C aumenté de los
valores basales.
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5.5.4. Carbonilo

El indicador mas cominmente usado en la oxidaciéon de proteinas es el contenido de

carbonilo de la proteina.
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Figura 5.19: Contenido de carbonilo para los hemisferios HL y HR, p>0,05 (dos vias
ANOVA) lo que indica que no hubo cambios en el curso temporal y que no existe
diferencia del contenido de carbonilo entre ambos hemisferios.

En la fig. 5.19 puede verse que en el intervalo de tiempo de 4-8 horas los niveles de
carbonilo decrecen respecto de los valores control en el HL y posteriormente incre-
mentan, el comportamiento es inverso para el HR. El valor alto de una incertidumbre
es debida a los diferentes valores obtenidos de una variable medida. Por ejemplo,
como la mostrada en la fig.5.19 a las 8 horas (HL), a pesar de que los animales
estuvieron sujetos a las mismas condiciones experimentales la naturaleza del mismo

tiene implicaciones en los resultados.

Por otra parte, haciendo un anélisis estadistico en este estudio, indica que no hay
diferencia significativa entre las medias de los niveles de carbonilo para ambos he-
misferios en el transcurso temporal de la IC respecto de los valores basales.

-En la literatura se ha reportado que no existe diferencia de los niveles de carbonilo
en pacientes con IC comparados con los control [56]-. Por otro lado, en los niveles
de MAD en el HR se observaron cambios significativos una vez producida la 1C
(p=0,003) mientras que en el HL (p> 0,05) no, ;jestas diferencias significativas
estaran correlacionadas con la cantidad alta de lipidos en el tejido cerebral?. Esta
pregunta surgio a partir de haber hallado que en la oxidacién de las proteinas no hay
una diferencia significativa durante el curso temporal de la IC en ambos hemisferios.
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Por lo tanto, podriamos especular que el factor o los factores que inducen un incre-
mento en la oxidaciéon de las proteinas no intervienen durante el transcurso temporal

de la IC.

Para concluir esta seccién, puede afirmarse que el estrés oxidativo juega un papel
importante en la IC debido a los mecanismos que se activan durante y post-ictal.
El estudio de pruebas bioquimicas en este trabajo reforzé y complementé al estudio

RPE.
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5.6. Discusion de volimenes

Se calculo el volumen del hemisferio contralateral, isquémico y zona de infarto de ca-
da animal.? La siguiente grafica de barras (fig. 5.20) muestra el transcurso temporal
de dichos volimenes seguida la IC.
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Figura 5.20: Transcurso temporal del volumen de hemisferio contralateral, isquémico
y de la zona isquémica subsiguiente a la 1C.

Como se observa el comportamiento general del volumen para HL, HR y ZI aumenta
significativamente a las 4 horas, es maximo a las 8 horas y minimo a la primera hora.
El volumen del HR es igual a: 1,06 +£ 0,48 ; 0,96 + 0,48, 1,03 £+ 0,52 ; 1,04 +
0,46 veces el volumen del HL para 1, 4, 8 y 16 horas respectivamente, - para
la observacion de sus diferencias se considerd dos cifras significativas después del
punto decimal-. El caso en el que la fraccion VOL.HR/VOL.HL<1 es evidente que el
volumen en el hemisferio contralateral es mayor que el isquémico, tal caso se presenta
a las 4 horas. El caso contrario ocurre debido a la oclusién de las arterias lo que
conlleva a la inflamacién en el hemisferio isquémico.

El porcentaje de infarto fue calculado mediante la ecuacion:

% 71 = 222 100% (5.1)
VOL.HR
y el porcentaje de edema como:
% Bdema = (20— 1) x 100 % (5.2)
VOL.HL

4Los valores de éstos volimenes se calcularon mediante la utilizacién de un modelo matemadtico
propuesto (vedse los detalles en el apéndice C).
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Figura 5.21: Transcurso temporal de los valores de porcentaje de infarto y edema. El
valor negativo del porcentaje de edema es consecuencia de que VOL.HR<VOL.HL.

La fig. 5.21 presenta los resultados obtenidos de los calculos utilizando las ecuaciones
5.1 y 5.2. De la fig. 5.20 se consideré que el comportamiento de los volimenes es
semejante en los tres casos, de lo dicho anteriormente y de la fig. 5.21 se concluyé que
el volumen del tejido cerebral aumenta si el porcentaje de infarto es grande.

El porcentaje de infarto es maximo a las 8 horas mientras que el porcentaje de edema
es minimo. El porcentaje de edema toma un valor negativo a las 4 horas como
consecuencia de que VOL.HR<VOL.HL. Si se considerara que este valor negativo
equivale a un porcentaje de edema igual a cero la tendencia numérica muestra un
comportamiento ascendente (la primera hora no es considerada ya que vimos no se
hizo una EN en los animales). Ademads, revisando la tendencia numérica del dano
neurologico su comportamiento es decreciente. Es decir que, existe una coorrelacion
inversa entre el porcentaje de edema y el dano neurologico.

Por otra parte, en la fig. 5.22 se observa que al haber un aumento en la cantidad
relativa de RL hay una disminucién en el volumen del HR y viceversa. Esto puede
ser explicado por lo siguiente: la presencia de un infarto de mayor volumen ,-lo que
a su vez implica un aumento en el tejido cerebral-, es producto de que hubo una
severa disminucion de FSC, -falta de oxigeno y nutrientes-, lo que conlleva a su vez
el aumento de células inflamadas que surge con el fin defensivo de aislar y destruir
al agente danino.
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Figura 5.22: Gréafica que muestra el transcurso temporal tanto de la cantidad relativa
de RL y centros paramagnéticos con el volumen del hemisferio isquémico.

Interesados en conocer si existe una correlacion del porcentaje de infarto con la
produccion de RL se grafic lo siguiente:
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Figura 5.23: Gréafica que muestra el transcurso temporal tanto de la cantidad relativa

de RL y centros paramagnéticos con el porcentje de infarto.

Existe evidentemente una correlacion directa entre estos. En la ZI la disminucién
o interrupcién de FSC desencadena una disminucion de O, esto implica una gran
inestabilidad en las moléculas, lo que a su vez nos indica que para estabilizarse se
activan numerosas reacciones quimicas en donde los electrones juegan un papel muy
importante. Como se sabe la produccién de los RL mas comunes son los que estan
relacionados con el Os. Esto es, la falta de Oy conlleva a la produccion excesiva de

RL.



Capitulo 6

Conclusiones

En los espectros RPE de tejido cerebral de ratas Wistar se detectaron dos senales
principales. La sefial A corresponde a hemo-nitrosil (NO-Fe?"), asignada a la interac-
cion dipolo-dipolo de un RL con un metal cuyos valores espectroscépicos calculados
son 2,0077 4+ 0,0001; 2,0079+0,0007 y 2,008240,0015 para HL, HR y ZI respectiva-
mente. La senal C cuyo valor espectroscopico gr2, es debida a la presencia de RL
presentes en las muestras debido a las reacciones bioquimicas @n vivo que tienen
lugar en las células.

Los espectros RPE de plasma mostraron la deteccion de dos senales principales cuyo
significado es el mismo que el de las senales expuestas arriba (ventana cerrada).
Los espectros RPE de este mismo tipo de muestras obtenidos a ventana abierta
presentaron dos senales: una cuyo ancho de linea es I' = 10,25 + 1,17 mT tipica de
Fe?* de alto espin (5=5/2). La otra interpretada como la composicién de las sefiales
A y C detectadas a ventana cerrada.

Los espectros RPE obtenidos de las muestras de tejido cerebral y plasma, mostraron
que existe una dependencia temporal en la IC con la produccion excesiva de RL y
especies paramagnéticas. Esta dependencia puede ser observada en las diferencias
de las intensidades relativas de las senales detectadas asi como también en sus can-
tidades relativas.

Los cambios en la produccion excesiva de RL una vez producida la IC,- cambios en
el curso temporal de especies paramagnéticas y RL-, con los danos neurofisiolgicos
estan correlacionados. A las 4 horas producida la IC el danio neurolégico es maximo.
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En el estudio de las muestras de tejido cerebral por pruebas bioquimicas se ob-
servd que los niveles de SOD se reflejan con la cantidad relativa de RL y especies
paramagnéticas. En general la disminucién de los niveles de SOD, MAD y la con-
centracién relativa de hemo-nitrosil como el incremento de la cantidad relativa RL
constituyen el fundamento para afirmar que existe una correlaciéon de los resultados
obtenidos por RPE y pruebas bioquimicas,-las cuales son utilizadas por los médicos
para evaluar el estrés oxidativo-.

Al estudiar los valores de los volimenes para la zona de infarto se observo el valor
maximo a las 8 horas y minimo a la primera hora en el curso temporal de la IC. A
las 8 horas el porcentaje de infarto fue maximo y el porcentaje de edema minimo. Se
vi6 que el porcentaje de infarto con la produccién excesiva de RL estan directamente
correlacionados.

Es de valiosa contribucion el aporte conferido por el estudio RPE a la medicina,-
los resultados hallados en este tipo de estudio no pueden observarse con ninguna
otra técnica-, ya que se encontrd el papel que juega el estrés oxidativo en la IC.
Una vez entendido el papel de los RL en la IC, la parte médica y quimica podrian
proponer el uso o no de AO que bajo ciertas condiciones actien como tratamiento
en las enfermedades cerebrovasculares.

Es necesario medir, en ambos hemisferios la actividad de otras enzimas antioxidan-
tes. Si bien los antioxidantes se han recomendado como una garantia en el tratamien-
to de AVC, los resultados, indicaron que el uso de farmacos puede ser peligroso
porque reduciria el estimulo oxidativo de la defensa antioxidante endégeno.



Apéndice A

Teoria de RPE

Para que un sistema manifieste el fenémeno de resonancia paramagnética, debe
estar integrado por particulas que posean un momento magnético y/o un momento
angular. Nicleos y electrones satisfacen este requerimiento [59].

La espectroscopia de RPE es un método, descubierto en 1944 por E.K. Zavoiski,
la cual emplea un campo magnético externo simultaneamente con la irradiacién de
microondas [50].

A.1. Principio basico de RPE

El movimiento orbital electrénico es la fuente de un momento magnético en el dtomo,
que resulta directamente del momento angular E, de la carga. Ademas, el electrén
tiene un momento magnético intrinseco conocido como espin electrénico cuyo opera-
dor correspondiente esta dado por:

fis = —g.3.5 (A.1)
El factor g.B.= v es la relacion giromagnética, 3. es el magnetéon de Bohr definido
como 3, = =2 9,27400899E-2* J/T, donde e y m, son la carga y la masa del

2me =

electrén respectivamente. Al factor g, se le denomina factor-g del electron libre y su
valor es 2,0023.

Un atomo o molécula poseerd un momento dipolar magnético permanente sélo si
tiene un momento angular electronico total distinto de cero, es decir, el momento
magnético del atomo o molécula depende de la forma en que se componen los mo-
mentos magnéticos de los electrones. Cuando se produce un momento magnético
resultante, puede deberse al movimiento orbital, al espin o ambos.
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En términos clasicos, la energia de un momento dipolar magnético (i en un campo
magnético externo B estd dada por la ecuacién (A.2).

E=—fi-B (A.2)

Por el principio de correspondencia para un sistema mecano-cuantico reemplazamos
i por el operador apropiado dado por la ecuacién (A.1) para obtener el hamiltoniano
para un electrén libre en un campo magnético externo.

H = _//Zs : E = geﬁeé\ : é (A3)

Si el campo B sigue la direccion z, el hamiltoniano donde hemos introducido B, por
la magnitud de B sera:

H = ¢.3.5.B, (A.4)

el tinico operador en el segundo miembro de la ecuacién (A.4) es §Z y por tanto,
los valores propios del hamiltoniano son simples multiplos de los valores propios de
éste.

E=g.08.B,m, (A.5)

Para m, = £1/2 hay dos estados degenerados en campo cero y cuya separacién
aumenta linealmente con B, (Efecto Zeeman).

La RPE se efectia con las transiciones inducidas entre niveles de energia (niveles
Zeeman) de un sistema paramagnético situado en un campo magnético externo.
Estas transiciones ocurren entre dichos niveles si la muestra es irradiada con un
campo electromagnético cuya energia (de frecuencia v) iguala la diferencia de energia
entre los niveles desdoblados.

Una transicion AFE puede ser inducida entre estos niveles aplicando un campo elec-
tromagnético oscilante By (de frecuencia v) perpendicular a B, tal que se cumpla
la llamada ecuacién de resonancia para un electrén libre dada por la expresion:

AE = hv = g.6.B, (A.6)

donde AFE es la energia de la absorcion resonante, h es la constante de Planck, v es la
frecuencia de microondas, g. es el factor espectroscopico el cual es una caracteristica
de un centro paramagnético dado, B, es el campo magnético en el cual la resonancia
ocurre (véase fig. A.1) [52].
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m, =+1/2

AE=hv=g BB

m, =—1{2

>B

Figura A.1: Desdoblamiento Zeeman de un sistema S=1/2.

El factor espectroscopico g puede proporcionar informacién importante sobre la
distribucion de densidad del electron y la geometria del sistema paramagnético. Por
consiguiente, si g es un tensor hay tres factores principales de el: g, gyy ¥V 922

Por electrénica y para mayor resolucion, los espectros que obtenemos son la primera
derivada de la absorcion. Otros parametros importantes de RPE son la forma y
la anchura de la linea espectral asi como la estructura hiperfina y superfina de los
espectros. El drea bajo la curva de absorcion es proporcional a la cantidad relativa
de centros paramagnéticos resonando en la cavidad [10, 50, 59].

A.2. Hamiltoniano de espin

En un ion paramagnético, sus niveles de energia son discretos. Estos niveles energé-
ticos son los valores propios del operador hamiltoniano los cuales representan la
energia electronica total del ion.

La energia de cada nivel dependerd de las propiedades del ion (tales como carga
eléctrica, masa, nimero atémico, entre otras), el efecto del campo cristalino y el
campo magnético aplicado, junto con las interacciones nucleares. Con todos estos
términos, se tiene un método formal para describir la energia en términos de un
nimero pequeno de parametros, los cuales se hallan experimentalmente.

La interpretacion de los resultados obtenidos en el presente trabajo, se efectiia con-
siderando el hamiltoniano de espin que describe al sistema dado por:

A

H=p859 B+5 aAi+3 DS (A7)
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donde el primer término se refiere a la interaccion Zeeman electrénica, el segundo
término representa la interaccion hiperfina y el tercero se refiere al campo cristalino.
Donde ?(término espectroscopico), A (término interaccién hiperfina) y B(término
campo cristalino) son tensores de tercer orden.

Las interacciones magnéticas son anisotropicas en general y por lo tanto, son des-
critas por cantidades tensoriales, este es el caso del momento magnético de espin
anisotropico de cada electrén, su propiedad de anisotropia estd medida por el factor
espectroscopico q (tensor).

A.3. Término Zeeman electronico

La expresion mas general que representa la interaccion Zeeman entre un campo
magnético externo B y el espin electrénico es:

HZe = ﬁeg' .a? g (A8)

donde B y S son los vectores de campo magnético externo y de espin electrénico,
g ., = — =g . . .
ge €s un tensor. La expresion S- g, -B puede ser escrita en forma matricial como:

Grz Yoy Yaz Bz
[Sx Sy SZ] Gyz  Gyy YGyz By (A,Q)
Gzz Yzy Yzz Bz

donde B,, By, B., S;, Sy, S. son las tres componentes escalares de los valores B y
S, definidos en términos de un sistema de ejes X, Y y Z fijo en la molécula.

Cuando g, = g, = ¢., la senal es llamada isotrépica e indicativo de la simetria
esférica (algunas veces caracteristico de radicales orgénicos) [50]. Cuando g,, =

Gyy(91) # 9::(g)), el sistema es de simetria axial, y cuando g.. # gyy # Gaa €l
sistema es de simetria rémbica.
El factor ¢ es muchas veces simétrico, es decir, guy = Gya, - - - ; §zy = Gy-- Por lo tanto

Rand
g tiene asociado una matriz simétrica, la cual puede ser diagonalizada por medio
de una matriz apropiada de transformacién:

MgM ™' = g(diagonal) (A.10)
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La transformacion corresponde a una reorientaciéon de los ejes y la matriz de trans-
formacion M define la orientacion de los nuevos ejes principales con respecto a los
anteriores. En el nuevo sistema de referencia que diagonaliza al tensor q , el hamil-
toniano Zeeman se escribe como

HZe = ﬂe(g:chxSx + gyyBySy + gzszSz) (A~11)

las componentes de g (G2 Gyy» 9»-) miden la componente de momento magnético
en la direccion XX, YY y ZZ del campo magnético. El atomo de hidrégeno posee
simetria esférica; el hamiltoniano de espin tiene su factor espectroscépico isotrépico
para el electrén y una interaccién hiperfina entre el electrén y su nicleo (factor A).
En la mayoria de las moléculas, estas cantidades varian con la direccién del campo
magnético aplicado y el hamiltoniano de espin es anisotropico.

A.4. Término de interaccion hiperfina

Por interaccion hiperfina se entiende la interaccion de los electrones desapareados
con el momento magnético de su nicleo. Existen dos tipos de interaccion hiperfina, el
primer tipo es la interaccion clésica de dos dipolos pug v pr separados una distancia
r. Esta interaccion (anisotrépica) dipolar magnética, depende fuertemente del &ngulo
entre la linea que une a los dos dipolos y el campo externo (fig. A.2).

Figura A.2: Interaccién dipolar magnética entre pus(pe) v pen(er)-

La energia de interaccion clasica entre dos dipolos magnéticos pus v py separados
una distancia r estd dada por la ecuacién (A.12).
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ps-pr  3(ps-r)(pr-r)
Eip = 5 = (A.12)

Por el principio de correspondencia, el hamiltoniano cuantico para esta interaccion
estd dado por la ecuacién (A.13).

ps-pr  3(ps-r)(pr-r)

Hdip = geﬁegNﬁN -3 - 5 (A13>
La segunda interaccién no es clasica y proviene de la probabilidad distinta de cero de
encontrar al electrén en la regién nuclear (0 < r < a,), a, es el radio de Bohr. Fermi
demostré que esta interaccion es isotropica y es llamada interaccién de contacto o
interaccién de Fermi, la cual estd dada por:

8
HFermi - glis : Pl/Il\IJ(O>|2 (A14>

donde ¥(0) es la funcién de onda electrénica evaluada en el nicleo.

Si la molécula contiene uno 6 mas nucleos vecinos al electrén desapareado con un
momento dipolar magnético, debido a la interaccién de cada nicleo con el momento
magnético electrénico resulta un desdoblamiento superhiperfino de los niveles de
energia magnéticos del electrén desapareado ( ain cuando no se haya aplicado un
campo magnético externo).

Cuando las condiciones son favorables, esta interaccién se manifiesta en que cada
linea se desdobla en un multiplete de (2I+1) lineas, donde I es el espin del nicleo
vecino responsable de la interaccion.

La contribucién de la interaccién hiperfina al hamiltoniano de espin, es la suma de
los términos de interaccién dipolar y de contacto de Fermi dada como:

S-T 31I-r)(S-r 8w
th:geﬁeglﬁl 7’3 + ( 25( )—F?é(T)SI (A15)

donde el tercer término es la interaccién de contacto (o de Fermi).
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A.5. Término de campo cristalino

La teoria del campo cristalino tiene su inicio con el articulo de Bethe en 1929, pero
no fue sino hasta los anos cincuenta que empezo a aplicarse a problemas quimicos.

En la estructura atéomica donde los electrones sucesivamente van llenando orbitales
1s 2s 2p 3s 3p 3s 3d...etc., los elementos llamados metales de transicion del bloqueo
d (Ti, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni y Zn) son los primeros en llenar los niveles 3d y
tienen la particularidad de que algunos de ellos son paramagnéticos pues llenan sélo
parcialmente los niveles 3d,o, 3dy1, 3dg, 3d_; y 3d_», -los subindices indican los
valores que toma el niimero cuantico magnético m - . En la notaciéon de coordenadas
cartesianas éstos son: dgy, dy. , dup, dp2_y2 y d2 (fig. A.3).

En el contexto de teorfa de grupos, los orbitales d,,, d,. y dy., son llamados t54; d,2
y dg2_,2 son llamados e,.

H

X

Figura A.3: Parte angular de las funciones de onda (orbitales) de un electrén 3d.

En un ion libre la energia de los cinco orbitales d es la misma, es decir, el estado
base es degenerado de orden 5. Sin embargo cuando el ion metalico forma parte de
una molécula, en el compuesto estd enlazado a otros atomos.
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La teoria de campo cristalino supone que el ion paramagnético reside en un campo
eléctrico cristalino cuyas fuentes son cargas puntuales (de los atomos ligados) en el
sitio de los ligantes. Esta suposicion electrostatica es grandemente aproximada al no
considerar los orbitales moleculares de los ligantes.

Si se quiere aplicar esta teoria al Fe, se deben de considerar los electrones de la capa
semillena 3d. Estos electrones son los que estan involucrados en las reacciones de
éxido-reduccion descrita por la ecuacion (A.16).

Fet? e = Fet? (A.16)

Para la discusién de las propiedades del ion Fe, son fundamentales las densidades
electrénicas, es decir, las funciones de onda. El conocimiento de las propiedades del
Fe es crucial en el entendimiento de la funcion de los compuestos que lo contienen,
tales como las hemoproteinas. El punto importante del campo cristalino es que el
efecto del ambiente cristalino no es el mismo sobre todos los orbitales d y por lo
tanto se rompe la degeneracion de los cinco orbitales.

El desdoblamiento de los niveles de energia degenerados del ion es muy sensible a
la simetria de su alrededor. Usualmente para un ion en la geometria de un octaedro
regular cuyos vértices representan los ligantes cargados negativamente, una pequena
perturbacion a estos ligantes, provocara grandes cambios en su disposicion original.
En primera aproximacion este modelo puede explicar el problema del grupo hemo
satisfactoriamente como en la hemoglobina y la mioglobina.

Colocando al ion metalico con sus cinco electrones d en el centro de un octaedro de
carga negativa (ver fig. A.4), el origen del desdoblamiento es claro. Los tres orbitales
tog (day, dyz , dsz) estan evitando los vértices del octaédro, mientras que los orbitales
ey (dy2_y2 y d,2) estan apuntado directamente hacia las cargas negativas. Esto le
costara (a los orbitales) una energia repulsiva de Coulomb y consecuentemente ten-
dran una energfa més alta. La diferencia de energia entre los orbitales to, v €4, es
el parametro A llamado de desdoblamiento de campo cristalino. Este valor depende
de cada compuesto; en hemo proteinas es del orden de 10* cm™! [55].

En la medida que se perturba el octaedro regular al aplicar una distorsion tetragonal
(ver fig. A.4), la degeneracién de los orbitales ty, y e, sufren un desdoblamiento
adicional. Esto es debido al hecho que la distorsién mueve las cargas negativas con
respecto del ion central a lo largo de la direccién z y por tanto, reduce la energia
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Figura A.4: El efecto del campo cristalino sobre los niveles de energia de los orbitales
d: a) ion metdlico libre simetria esférica, b) geometria octaédrica, ¢) octaédro con
distorsion.

repulsiva entre estas cargas y los orbitales que estdn dirigidos a los largo de la
direccion z. De aqui, se espera una disminucién en la energia del orbital d,2 y un
desdoblamiento adicional del orbital d,,, mientras que los orbitales d,, y d,. se
mantienen degenerados. Al introducir una distorsién rémbica (ver flechas punteadas
en la fig. A.4c) la distancia de separacion no es equivalente con respecto a los ejes x
y y y los orbitales d,, y d,. son desdoblados.

Habiendo establecido el orden de los niveles de energia, se debe decidir como se
deben distribuir los electrones en ellos. En el caso de ion libre y por el balance de
energias, el arreglo de electrones maximiza el espin total (regla de Hund)!.

El Fe?" tiene seis electrones en la capa d( 6 d-electrones), mientras que el Fe3T tiene
5 d-electrones los cuales deben estar acomodados en los niveles de energia.

IEsto es una consecuencia del principio de exclusién de Pauli cuyos estados tienen electrones
equivalentes con espines apuntando en la misma direccion tienden a ser especialmente separados.
Su repulsion se reduce y asi su energia es mas baja.
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Tabla A.1: Valores posibles de espin en complejos Fe?" y Fe3T,

ESPIN ALTO ESPIN ESPIN BAJO
(campo bajo) | INTERMEDIO | (campo alto)
S=5/2 S=3/2 S=1/2
5 d-electrones - o
1
N N 1
111 1 nnr
S=2 S=1 S=0
6 d-electrones - o
1
pt 10T 1
nrr u nnn

En un complejo octaédrico regular, los primeros tres electrones pueden ser puestos
con espines paralelos en los orbitales to, (ver fig. A.4b). Si el cuarto electrén, con
su espin paralelo al de los otros tres, es puesto en un orbital e, se gana energia de
intercambio de espin, pero cuesta aproximadamente la energia A para hacerlo, si
esto es energéticamente conveniente o no depende del valor de A.

Si A es muy grande, se habla del caso de campo cristalino fuerte en el cual los
orbitales to, estan llenos al médximo, resultando un compuesto espin bajo. Para
valores pequenos de A, se tiene el régimen de campo cristalino débil y resultando
un compuesto de espin alto. Cuando el octaedro regular es distorsionado (fig. A.4c)
el orbital d,» puede acercarse a los orbitales ty, obteniéndose cuatro orbitales a
energia relativamente baja. En este caso, uno obtiene complejos con un valor de
espin intermedio. Los posibles valores de espin para el Fe?* y Fe3™ son mostrados
en la tabla A.1.

El efecto del campo eléctrico de los ligantes sobre ion paramagnético Fe (o cualquier
otro metal) es el de desdoblar los niveles de energia a campo magnético cero, llamado
efecto Stark [52].



Apéndice B

Modelo matematico para el
calculo de volumenes

B.1. Introduccion

Un accidente cerebrovascular isquémico (ACI) ocurre cuando una arteria que sumi-
nistra sangre al cerebro queda bloqueada reduciendo repentinamente o interrum-
piendo el flujo sanguineo cerebral (FSC) [60]. Esta interrupcién o disminucién en un
territorio vascular determinado genera un area de infarto.

Mediante la oclusién de la arteria cerebral media derecha (OACM) en ratas macho
Wistar es producida isquemia cerebral (IC). Sacrificadas después de un nimero de
horas su cerebro es extraido, rebanado y tenido con tetrazolio rojo. Con esto ultimo,
es posible observar de manera directa la zona de infarto (ZI).

En el presente estudio nuestro interés radica en determinar el valor del volumen to-
tal de la ZI, del hemisferio izquierdo (HL) y derecho (HR). Para ello, se propone un
modelo matematico en el cual es necesario considerar las restricciones obtenidas de
manera experimental. El buen uso para la determinacién de una funcién que mejor
represente a las mediciones experimentales de una variable con respecto a otra es uti-
lizado, una vez que se han identificado las variables dependientes e independientes.
Ademas de esto, la aplicacion de un criterio estadistico y el conocimiento previo de
los volimenes totales con otros grupos de animales sometidos a las mismas condi-
ciones experimentales juegan un papel muy importante. En este trabajo se propone
un modelo matematico que nos proporciona de forma cuantitativa los valores aproxi-
mados de los volimenes de interés.
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B.2. Metodologia

Producida la IC en ratas macho Wistar el cerebro es extraido y posteriormente
rebanado en una matriz cerebral, colocando navajas cada 2mm en las subdivisiones
contenidas en dos partes laterales de este. Las rebanadas extraidas son pigmentadas
con tetrazolio rojo, una vez agrupadas y ordenadas son digitalizadas con una camara.
El software ImageJ Launcher es usado para calcular las areas de la ZI, HL. y HR
utilizando las imagenes obtenidas.

Por otra parte, matematicamente el volumen total puede expresarse como:

6 k 6
T L SIS it @
j=1 j=1 ik
Vj se refiere al volumen de la j-ésima rebana e i= HL, HR y ZI. El limite superior de

la sumatoria es considerado a partir de las muestras obtenidas experimentalmente.
El V; es calculado mediante la ecuacion:

Vi=Vo, + Vi, = Ay, - wa; + Ay, - wy, (B.2)

donde V,, y V,, son el volumen anverso y reverso respectivamente de la j-ésima
rebanada, A es el drea y w el espesor. Considerando w,; = w,; = 1lmm obtenemos
Wq; +w,; = 2mm (condicién experimental). De las ecuaciones (B.1) y (B.2) se puede
observar que si son conocidas las dreas j-ésimas entonces el volumen total puede ser
calculado facilmente.

B.3. Fundamentacion

Experimentalmente para este tipo de estudio (de volimenes) no es posible el uso
de todas las rebanadas, ya que también muestras de tejido cerebral son utilizadas
para el estudio de espectroscopia de resonancia paramagnética electrénica (RPE)
y pruebas bioquimicas tales como determinacién proteinas, superoxido dismutasa
(SOD), malondialdehido (MDA) y carbonilo. Por esta razén surge la necesidad de
construir un modelo mateméatico que nos permita calcular V7, con sélo conocer k-
rebanas del cerebro de cada animal.

Para la construccién de este modelo se consideraron 4 grupos de animales (n=20)
a los que se indujo IC, - a estos grupos lo llamaremos grupo @ -, los cuales fueron
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sacrificados después de 18 horas!. Para el grupo o, k=6 por lo tanto los valores de los
volumenes totales son determinados, es decir que, los dos sumandos de la ecuacion
(B.1) son conocidos.

Experimentalmente k=3, al escribir esta restriccién en la ecuacién (B.1) denotamos
el primer término como V3i. En este caso el segundo término de dicha ecuacion es
desconocida. Por lo tanto, deseamos encontrar una funcion f tal que:

Vi, = f(Var) (B.3)

de modo que el modelo matematico propuesto es:

VTi (‘/E‘}R) = VTi (‘/E’)R7 a, ..., am) <B4>

Los V3r y Vi, del grupo o son considerados para la determinacién de las funciones
buscadas, utilizando el método de ajuste por minimos cuadrados.

B.3.1. Aproximacion a la funcién

Si suponemos que la forma del infarto es aproximadamente una seccién de la cuarta
parte de un elipsoide (fig. B.1a), hallaremos que la funcién que buscamos es aproxi-
madamente un polinomio de orden uno. El volumen de la seccién es:

Vi, = %abc (B.5)

donde a,b y ¢ son las longitudes de los semiejes del elipsoide. La forma de las tres
primeras rebanadas se aproxima a la mostrada en la fig. (B.1b). A partir de esta no
es dificil determinar que:

T 3ah® — h?

4a*
3ah? — h3

Por lo tanto:

Vr,, = f(Var) = Var (B.7)

!Para grupos que difieren en tiempo al del grupo g la justificacién para consideracién a pesar
de esta diferencia es la siguiente: anatéomicamente hay una arteria que se ocluye esta sigue un
recorrido que va hacia la parte anterior del cerebro, al ocluirla producimos IC y muerte de tejido
esto sigue un curso temporal , sélo que crecerd o decrecera. Pero esto se verd precisamente en las
primeras rebanas porque el infarto estd en la parte anterior del cerebro.
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b

N

(a) % de elipsoide. (b) Rebanada aproximada.

Figura B.1: Esquema de las formas aproximadas.

De esta expresion se puede observar que la dependencia de V7, en Vsp es aproximada-
mente lineal. Que era lo que se queria demostrar teéricamente. Experimentalmente
para determinar el valor de las constantes utilizamos el método de ajuste por mini-
mos cuadrados.

En seguida se demostrara como se llegd a las ecuaciones (B.6) y (B.7). Considérese
un elipsoide centrado en el origen y semiejes a,b y c¢. Nuestro objetivo (ecuacién
B.12) es obtener la medida de la regién determinada por el sistema de ecuaciones:

.T2 yQ 2;2

St Ets=l

a—h<z<a,
(B.8)

0 <y,

0< 2,

donde 0 < h < 2a es fijo (la regién es ilustrada en la fig. B.2). En efecto, podemos

V3R=///R dxdydz (B.9)

con R = {(z,y,2) € R : x,y,z satisfacen (B.8)}, para hacer esto hacemos una

calcular

reparametrizacién de (B.8).
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X

Figura B.2: La seccién determinada por el sistema (B.8), a partir de las lineas rojas
hasta el frente.

Supdngase que x es fijo, entonces y y z se encuentran en una cuarta parte de la
elipsoide (en el plano X = x)

2 2 2
Y z x
4 3 =1— = (B.10)

los cuales pueden ser parametrizados por
y=Brcos(0) 0<r<i

z=Crsen(0) 0<6<m/2

donde B=B(z) y C=C(z) son los semiejes del elipsoide, estos estan dados por

x? x?
B(z)=b\/1— ol Czr)=c\/1— ol

esto es debido a que son los tinicos niimeros positivos para que (z, B(x),0) y (x, 0, C(z))
satisfagan la ecuacion (B.10). Entonces, obtenemos la parametrizacién

rT=2x a—h<zx<a
y=B(z)rcos(d) 0<r<i1 (B.11)
z=C(z)rsen(d) 0<60<m/2

con esto obtenemos de la definicion de Vg que

a w/2 rl
%R:/ / / J(r,0,x) drdfdx
a-hJo Jo
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donde J(r,0,x) es el determinante Jacobiano definido por

o dr oo
dr Or 90

J(r,0,r)=| & % %

» ¥ or Or 06 |?
or Or 00

en este caso obtenemos de la ecuacién (B.11)

J(r,0,z)= ’r’cos(@)agff) B(z)cos(8) —B(x)rsen(0)

rsen(0)2°%)  C(z)sen(d)  C(z)rcos(f)

2

= ber (1 — %)

a w/2 rl 2
= Vap— bc/ / r (1 — —2) drdfdx
a—hJ0O JoO a
/2 1 a £K2

= be / do /rdr / (1——2> dx

0 0 a—h a

finalmente concluimos que

7, (3ah®—h?

Al despejar el producto be de ésta tltima ecuacion y al sustituirlo en la ecuacion
(B.5) obtenemos (B.7).?

B.4. Resultados

Las funciones para HL, HR y ZI se obtuvieron al haber propuesto un ajuste lineal
a las graficas que tienen como valores independientes los valores V3 y como depen-
diendes a Vp. Se propone este ajuste por lo siguiente: se observd que al elegir la

2La contribucién de ésta subseccién fue hecha por el LFM Héctor Hugo Corrales Sanchez,
actualmente estudiante de la Maestria en Matematicas en el CINVESTAV-México.
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Figura B.3: Funcion propuesta para la ZI.

curva que mejor represente a los datos obtenidos experimentalmente implica que el
orden del polinomio aumente (n> 1) asi como el valor de R?. Lo anterior no garan-
tiza que el grado de correlacién sea lineal. Por ejemplo supongamos que el ajuste
sea de un polinomio de orden 4 cuyo R? es muy préximo a 1, en primera instancia
podriamos pensar que hemos encontrado la curva y por lo tanto la funcién que de-
seamos conocer. Supongamos que esto es cierto, entonces obtenida la forma explicita
de la funcién al evaluar en un punto Vi deberiamos de obtener un valor aproximado
al Vr (que es conocido), lo que no resulta algunos valores se aproximan pero otros
divergen. Por lo tanto, no son suficientes los criterios mencionados anteriormente,
aun falta algo mas. Es claro que el conocimiento de los Vi nos impone cierta res-
triccién, que se resume en un tipo de cota superior e inferior de los valores de V.
Finalmente hallamos que las funciones que cumplen con éstas restricciones son las
funciones lineales. El ajuste para la funcion ZI es mostrado en la fig.B.1.

En la tabla B.1 se muestra las funciones propuestas las cuales componen el modelo
matematico.

Tabla B.1: Funciones propuestas para la determinacién de los volimenes.

Nombre Funciéon
HL 2,3 vs,+ 77,8
HR 2,3 vs,+ 87,7
VAl 2.1 vg,+ 14,5




B.5. Conclusiones 61

En la figura B.3 se muestra los comportamientos de los valores experimentales y
los obtenidos aplicando el modelo matematico para la ZI. Esto se hace para co-
rroborar que las funciones propuestas muestren comportamientos semejantes a los
experimentales.

B.5. Conclusiones

Un modelo matematico se propuso a través de los resultados experimentales previos
de grupos bajo las mismas condiciones clinicas. Este se hizo mediante el método
de ajuste por minimos cuadrados y se aplicé a los grupos de estudio del presente
trabajo. Para investigaciones cuyo interés sea el de los cambios del volumen de los
hemisferios y el de la zona de infarto en IC | -en ratas macho Wistar a las que se les
induce IC por la oclusién de la arteria cerebral media (MCAO)-, el modelo puede
ser aplicado. En los cuales sélo es posible obtener una parte del cerebro de cada
animal.
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Curso temporal de espectros RPE
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0 HRS.

1HR.

4HRS.

8 HRS.

i “ M 16 HRS.

320,8 323,3 325,8 B[mT]

Figura C.1: Curso temporal de los espectros RPE para el HL.
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0 HRS.

1HR.
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Figura C.2: Curso temporal de los espectros RPE para el HR.
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0 HRS.

1 HR.
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Figura C.3: Curso temporal de los espectros RPE para la ZI.
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Figura C.4: Curso temporal de los espectros RPE para ventana cerrada.
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0 HRS.

4 HRS.
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16 HRS.

B[m'l]l
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Figura C.5: Curso temporal de los espectros RPE para plasma ventana abierta.



Apéndice D
Glosario

Acido lactico. Liquido incoloro, viscoso, que se obtiene por fermentacién de aztucares.
Adosar. Poner una cosa junto a otra que le sirve de respaldo o apoyo.

Anaerobiosis. Capacidad que poseen algunos organismos para vivir sin oxigeno molecular
libre.

Anoxia. Falta de oxigeno en la sangre, en las células o en los tejidos corporales.

Arterias. Vasos sanguineos que llevan la sangre, ya sea rica o pobre en oxigeno, desde el

corazon hasta los érganos corporales.

Ateroesclerosis. Placas amarillentas de grasa que se encuentran en la superficie interna

de la arteria.

Capilares. Son vasos sumamente delgados en que se dividen las arterias y que penetran

por todos los 6rganos del cuerpo, al unirse de nuevo forman las venas.
Cauterizacion. Curaciéon de una herida quemando o destruyendo tejidos.
Celeridad. Prontitud, rapidez, velocidad.

Células polimorfonucleares. Se llaman también Neutréfilos. Son células pertenecientes
a la serie blanca pertenecientes al sistema inmune y que se encarga de proteger nuestro

cuerpo de las infecciones bacterianas fundamentalmente.

Citoquinas. Son proteinas que regulan la funcién de las células que las producen u otros
tipos celulares, inducen la activacién de receptores especificos de membrana. Su accién

fundamental es en la regulacion del mecanismo de la inflamacién.
Coagulacion. Solidificacién de los liquidos, especialmente de la sangre.
Coagulo. Porcién o grumo extraido de una sustancia coagulada, en especial de la sangre.

Cortical. De la corteza o relativo a ella.
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Decubito. Posicién del cuerpo tumbado horizontalmente.

Diapédesis. Propiedad de los glébulos de traspasar los capilares, introduciéndose por los

poros. Esto les permite alcanzar cualquier rincén de nuestro organismo.
Dorsal. Del dorso, revés o espalda de una cosa o persona.

Edema. Es la acumulacién de liquido en el espacio tisular intercelular o intersticial y

también en las cavidades del organismo.
Embolia. Obstruccién de un vaso sanguineo por un codgulo.
Encéfalo. Conjunto formado por el cerebro, el tronco cerebral y el cerebelo.

Endotelio. Es una delicada capa de revestimiento interno de todos los vasos sanguineos

formada por unas células planas perfectamente adosadas.

Esternon. Es el hueso donde se unen las costillas por delante, en el pecho. La horquilla

esternal se dibuja en la base del cuello.
Fibrina. Sustancia insoluble en agua que contribuye a la coagulacién de la sangre.

Fisiopatologia. Es el estudio de los procesos patoldgicos (enfermedades), fisicos y quimi-

cos que tienen lugar en los organismos vivos durante la realizacién de sus funciones vitales.

Hemorragia cerebral. Es el término utilizado para expresar cuando la sangre se esparce

y dana el tejido cerebral adyacente.

Hendidura. Abertura o corte profundo en un cuerpo sélido que no llega a dividirlo del
todo.

Hernia. Tumor producido por el desplazamiento o la salida total o parcial de una viscera

u otra parte blanda fuera de su cavidad natural.
Hipocampo. Eminencia alargada situada junto a los ventriculos laterales del cerebro.
Hinchazén. Aumento del contenido de agua.

Horquilla esternal. Es una “ muesca ”(concavidad) que hay en la parte superior del

esternén.

Hueso parietal. Es un hueso del craneo, plano, par, de forma cuadrildtera, con dos caras,

interna (endocraneal) y externa (exocraneal), y cuatro bordes con sus respectivos angulos.

Incisién. Hendidura poco profunda que se hace en algunos cuerpos con un instrumento
cortante.

Infusién intraperitoneal. Método usado para administrar liquidos y medicamentos di-
rectamente en la cavidad abdominal, por un tubo delgado.

Isquemia. Es la disminucién o interrupcién de la irrigacién sanguinea de un érgano o de

un tejido.
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Leucocitos. Son un conjunto heterogéneo de células sanguineas que son los efectores
celulares de la respuesta inmune. Son células vivas que se trasladan, se salen de los capilares

y se dedican a destruir los microbios y las células muertas que encuentran por el organismo.
Membrana. Tejido animal o vegetal de forma laminar y consistencia blanda y eléstica.

Necrosis. Es la muerte patolégica de un conjunto de células o de cualquier tejido del

organismo.
Oclusion. Accién y resultado de cerrar u obstruir algo.
Perfusién. Administracién de un medicamento.

Protrombina. Proteina plasmatica que participa en la coagulaciéon de la sangre: debido

a la vitamina K, la protrombina se convierte en trombina.

Sedimento. Materia que tras haber estado suspensa en un liquido se posa en el fondo del

recipiente que la contiene.

Sutura. Una sutura o unos puntos son una intervencion médica en la cual se junta la
piel, érganos internos, tejidos vasculares y cualquier otro tejido después de haber sido

severamente danados o separados.

Tisular. De los tejidos del organismo o relativo a ellos.

Trepanar. Perforar el craneo u otro hueso con fin curativo o diagndstico.

Trépano. Instrumento quirtrgico para trepanar.

Trombo. Coagulo de sangre en el interior de un vaso.

Umbral. Valor a partir del cual empiezan a ser perceptibles los efectos de un agente fisico.
Vascular. De los vasos de animales y plantas o relativo a ellos.

Vasoconstricciéon. Es la constriccion o estrechamiento de un vaso sanguineo manifestan-

dose como una disminucién de su volumen.

Vasos sanguineos. Son conductos musculares elasticos que distribuyen y recogen la san-

gre de todos los rincones del cuerpo (arterias, capilares y venas).

Venas. Son vasos de paredes delgadas y poco eldsticas que recogen la sangre y la devuelven

al corazoén.
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