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RESUMEN

Uno de los principales abordajes en el estudio de las alteraciones inducidas por la
isquemia cerebral, es la identificacion del déficit cognitivo subyacente mediante tareas
sencillas. Por ello, el objetivo del presente trabajo fue proponer una tarea que permitiera
identificar y evaluar las alteraciones en la ejecucién (aprendizaje) y el recuerdo (memoria)
inducidas por la seccién secuencial de las arterias carétidas comunes (SSACC), asi como el
efecto neuroprotector del dexrazoxano. Se emplearon ratones macho envejecidos (40 a 60
semanas de edad) de la cepa CFW Taconic. El experimento se estructuré en cuatro fases:
entrenamiento, linea base, adquisicion y recuperacion, en las cuales se reforzé el ingreso al
brazo izquierdo cerrado del laberinto elevado en cruz. Bajo anestesia leve con éter, los
animales fueron sometidos a la seccion de la arteria carétida izquierda. Treinta y dos dias
después, se realizé el mismo procedimiento con la arteria contralateral. Para evaluar la
eficacia neuroprotectora del farmaco se administrd6 una dosis alta (128 mg/kg) o baja (32
mg/kg) de dexrazoxano y solucion salina a los animales del grupo isquémico 15 min después
de la segunda cirugia. En la tarea evaluada se registré el nUmero de ejecuciones correctas
(nimero de ingresos al brazo reforzado). La prueba conductual se realizé antes (basal), 24,
48, 72 y 96h después de la cirugia, asi como siete dias tras la ultima evaluacion (fase de

recuperacion).

Palabras clave: aprendizaje, memoria, isquemia cerebral, neuroproteccién, laberinto

elevado en cruz.
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INTRODUCCION

Si bien el cerebro humano representa el 2% del peso corporal, éste recibe
aproximadamente el 15% del gasto cardiaco y consume alrededor del 20% del oxigeno
utilizado por el organismo. El flujo sanguineo total del cerebro es de unos 750-1000 ml/min,
de éstos, aproximadamente 350 ml fluyen por cada arteria carétida y unos 100-200 ml lo
hacen por el sistema vertebrobasilar (Kandel, Schwartz, & Jessell, 2000; Scremin, 2004).

Entre los trastornos neuroldégicos graves mas frecuentes se encuentran las
enfermedades vasculares cerebrales (EVC), que son procesos de instalacion subita. La
insuficiencia del riego sanguineo cerebral se denomina isquemia, si es temporal, los signos y
sintomas pueden resolverse con pocos 0 ningln signo anatomopatoldgico de lesion tisular.
La isquemia no solo priva de oxigeno y glucosa a los tejidos, también impide la eliminacion
de metabolitos con potencial efecto toxico, tales como el acido lactico. Cuando la isquemia es
suficientemente grave y duradera, las neuronas y otros elementos celulares mueren, este
trastorno se denomina infarto. Con frecuencia, la oclusion arterial aterotrombotica se asienta
en la arteria cardtida interna en lugar de afectar a los vasos intracraneales. Dentro de la
sintomatologia clinica se observa una amplia variedad de manifestaciones que van desde
aquellas reversibles, como las hemiplejias; hasta las irreversibles, que incluyen déficits
sensoriales o cognitivos que impiden a los pacientes la realizacion de sus actividades
cotidianas, modificando sus estilos de vida y la reincorporacién a su vida previa a un EVC
(Block, 1999; Corbett & Nurse, 1998; Secretaria de Salud, 2001). Las manifestaciones
clinicas de la isquemia cerebral aguda dependen de la localizacion, severidad y duracion del
déficit de perfusion (Bradberry & Phrarm, 1993).

Debido a su alta prevalencia, las EVC constituyen un problema de salud publica a
nivel mundial, pues generan una notable discapacidad fisica, mental y laboral, ademas de
generar un importante gasto sanitario debido al nimero de recursos que consume en los
sistemas de salud. Por ejemplo, se calcula que Estados Unidos gasta cerca de $25 billones
de délares en el tratamiento y rehabilitacion, ya que se estima la presencia anual de 500,000
nuevos casos, a los que se atribuyen 150,000 muertes y, aproximadamente 3 millones de
sobrevivientes con graves secuelas fisicas y mentales que van de moderadas a severas
(Gorelick, 1994; Secretaria de Salud, 2001). En el caso de nuestro pais, este grupo de

enfermedades constituye un problema de salud publica debido al elevado numero de
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muertes registradas, es decir, 26,000 defunciones por EVC, asi como al incremento en los
factores de riesgo, entre los que se encuentran la hipertension arterial (HTA), las
dislipidemias y la obesidad, ademas de la elevada ingesta de alcohol y el tabaquismo, que
incrementan la probabilidad de padecer un infarto cerebral (Gorelick, 1994). Cabe mencionar
gue estas enfermedades se presentan principalmente en los adultos mayores; por ello, es de
destacar que, en el caso de México, este grupo poblacional aument6 de 4.1 millones en 1996
a 7.1 millones en el afio 2000 con un progresivo incremento de los mismos; de hecho, se
estima que para el afio 2050 existiran en nuestro pais 32.4 millones de adultos mayores, lo
cual representara el 25% de la poblacion total (Secretaria de Salud, 2001) y alerta a los
sistemas salud a mejorar sus campafas preventivas, tomando en cuenta la escalada
poblacional que vive nuestro pais.

Como se menciono, es posible observar en los sobrevivientes a un infarto cerebral una
amplia variedad de manifestaciones clinicas, de las cuales, las alteraciones en la funcion
motora han sido, durante muchos afios, el principal objetivo dentro de la rehabilitacion post-
infarto; sin embargo, recientemente, los déficits cognitivos y emocionales han cobrado
importancia por su significativa contribucién en la calidad de vida de los pacientes, sus
familiares y sus profesiones. Por ello, es importante evaluar los efectos terapéuticos de los
farmacos neuroprotectores, tanto en la reduccion del volumen del infarto como en la
mortalidad, en ausencia de cualquier beneficio que pudiera tener un minimo impacto en la
calidad de vida de los pacientes o en los costos de los sistemas de salud. Por ejemplo, los
reportes clinicos indican que tras un infarto isquémico existen déficits cognitivos que pueden
ser clasificados en alguno de los tres grupos basicos de dafio identificados, que tienen
diferentes efectos en memoria: 1) dafio en areas limbicas, que parece causar pérdida de
memoria declarativa predominantemente; 2) infartos en el diencéfalo (incluido el talamo), que
producen basicamente déficits en memoria procedural y, finalmente, 3) dafio en el cerebro
anterior, que produce una pérdida méas general de la funcién cognitiva. Es importante sefalar
gue la presencia de cualquier déficit cognitivo después de un infarto tiene correlacién con una
pobre recuperacion a largo plazo (Hunter, Mackay, & Rogers, 1998; Secretaria de Salud,
2001).

Gracias a la identificacion de la influencia del déficit cognitivo en la rehabilitaciéon de

los pacientes, se desarrollaron diferentes lineas de investigacion para estudiar
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experimentalmente el déficit cognitivo inducido por la isquemia cerebral; sin embargo, la
mayoria de los grupos de investigacion (Bederson et al.,, 1986; Belayev, Zhao, Busto, &
Ginsberg, 1997; Menzies, Hoff, & Betz, 1992; Modo et al., 2000) emplea como herramienta
experimental para la induccion de isquemia cerebral modelos focales, habitualmente la
oclusion de la arteria cerebral media, ya sea transitoria o permanentemente. No obstante,
hasta ahora no hay modelos que evaluen el efecto de la isquemia global y permanente bajo
un esquema de hipoperfusion sanguinea previa en los organismos, asi como el efecto de
neuroprotectores en la reduccion del volumen del infarto y la sobrevida de los animales. Es
trascendental sefialar que, a pesar de los reportes conductuales encontrados en la literatura
sobre el estudio del efecto de la isquemia cerebral, no se tiene registro de estudios en los
gue se emplee informacion referente al repertorio conductual de los sujetos dentro y fuera del
ambiente experimental para determinar si los cambios observados en el despliegue
conductual afectan el desempefio de los sujetos en las tareas evaluadas, como lo sugieren
Corbett & Nurse (1998), de Vries, Nelson, Traystman, & Hurn (2001) y Hunter, Mackay et al.
(1998).

Con base en lo anterior, consideramos apropiado proponer y evaluar un modelo
conductual que incorpore un parametro de evaluacion del déficit cognitivo que pueda ayudar
en la identificaciéon y discriminacién entre las alteraciones cognitivas y el dafio motor. Para
lograr este objetivo, a continuacion se presenta un marco de referencia que permitio el
disefo de la tarea evaluada con un modelo sencillo, como lo es el laberinto elevado en cruz,
gue se ha utilizado durante las ultimas dos décadas en el estudio de aprendizaje y memoria;
se presentan también, el método y los resultados obtenidos, asi como las limitaciones y

sugerencias de mejoramiento para futuras investigaciones dentro del area.
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l. MARCO TEORICO
1.1lsquemia cerebral aguda
1.1.1 Definicién y clasificacion

La isquemia cerebral aguda, también conocida como enfermedad vascular cerebral
(EVC), es el resultado de la reduccion transitoria 0o permanente del flujo sanguineo al
cerebro. En esta condicién, los niveles de irrigacion del tejido cerebral son menores a 30
ml/min/100 g de tejido (Arango-Davila, Escobar-Betancourt, Cardona-Gémez y Pimienta-
Jiménez, 2004; Castillo, 2000; Cherubini, Ruggiero, Polidori, & Mecocci, 2005). En contraste,
en condiciones normales, el flujo sanguineo que recibe el cerebro de un adulto joven es de
aproximadamente 60 ml/min/100 g (Guevara, Rodriguez, Alvarez, Riafio y Rodriguez, 2004).
La evidencia experimental sefiala que si la duracién de este evento se prolonga por mas de 5
min el aporte de nutrientes a las células disminuye, particularmente de oxigeno y glucosa,
alterando los procesos energéticos involucrados en el mantenimiento de los gradientes
i6nicos y los potenciales de membrana (Guevara et al., 2004; Juurlink & Sweeney, 1997).
Como consecuencia de la disminucion en el aporte de energia, se activan varios procesos a
nivel celular y molecular a corto y largo plazo que constituyen la cascada bioquimica de dafio
isquémico que culminan con alteraciones funcionales y la posterior muerte neuronal (Arango-
Davila et al., 2004; Back, 1999; Dirnagl, ladecola, & Moskowitz, 1999; Rodriguez, Rodriguez-
Boscan et al., 2000).

Las EVC son procesos de instalacion subita provocadas por la ruptura de vasos
sanguineos que resulta en hemorragia intracraneal (Fig. 1; EVC de tipo hemorragico), por la
obstruccion del flujo sanguineo arterial debido a la formacién de émbolos constituidos por
pequefios coagulos sanguineos en el corazén o en las venas varicosas debido a grasas,
gases 0 acumulaciones bacterianas (Alcala y Gonzalez, 2007) o por trombos generados por
la formacion de placas arteroesclerdticas que causan una disminucion del flujo sanguineo al
reducirse el diametro arterial (EVC de tipo isquémico; Alcala y Gonzalez, 2007; Bradberry &
Phrarm, 1993; Dirnagl et al.,, 1999; Endres & Dirnagl, 2002). Las enfermedades
cerebrovasculares de tipo isquémico dan como resultado la liberacion insuficiente de oxigeno
y glucosa necesarios para mantener los procesos homeostaticos celulares (Doyle, Simon, &
Stenzel-Poore, 2008). A nivel mundial, las EVC se encuentran entre las enfermedades

neurolégicas con mayor indice de prevalencia, este grupo de enfermedades constituye el tipo
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de trastornos mas comun del sistema nervioso central (SNC; Green, Odergren & Ashwood,
2003). La prevalencia de las EVC de tipo isquémico es mayor que la de tipo hemorragico, al
presentarse en el 87% de los casos; sin embargo, un evento hemorragico es mas letal
(Bradberry & Phrarm, 2003). No obstante, ambos sindromes generan manifestaciones
clinicas importantes que afectan la calidad de vida de los pacientes (Back, Hemmen, &
Schdler, 2004; Bradberry & Phrarm, 2003). En los paises industrializados las enfermedades
cerebrovasculares son la primera causa de ingreso hospitalario y de discapacidad fisica y
mental en adultos. A nivel mundial se ubican como la tercera causa de muerte en la
poblacién mayor de 45 afios (American Stroke Association, 2008); en nuestro pais, se ubican
como la quinta causa de muerte en adultos mayores (Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia, 2010). A partir de los 55 afios, la incidencia de este grupo de enfermedades
incrementa gracias a padecimientos propios del grupo de edad, tales como la formacion de
placas arteroescleroticas (Villanueva, 2004), diabetes mellitus e hipertension arterial (Green
et al., 2003), tabaquismo o ingesta de alcohol (Gorelick, 1994; Secretaria de Salud, 2001),

entre otras.
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Fig. 1. Tipos de EVC. A, Representacion de un EVC hemorragico consecuencia de la ruptura de vasos sanguineos débiles
o enfermos. B. La formacion de émbolos o trombos impide que el flujo sanguineo contine normalmente ocasionando un
EVC de tipo isquémico. EVC= enfermedad vascular  cerebral. Tomado vy modificado de
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Los estudios morfofuncionales realizados en los modelos experimentales de isquemia
cerebral muestran la existencia de un nudcleo isquémico o core (Astrup, Siesjo, & Symon,
1981); alrededor de esta zona tisular dafiada se puede observar la presencia de algunas
regiones donde el flujo sanguineo se mantiene parcialmente gracias a los aportes de las
arterias colaterales del tejido adyacente isquémico, a estas regiones se les denomina zona
de penumbra isquémica (Fig. 2; Astrup et al., 1981; Back & cols., 2004; Endres & Dirnagl,
2002; Hossmann, 2006). A pesar de la poca actividad metabdlica que tienen las neuronas de
esta zona, se encuentran silentes (Astrup et al., 1981; Hossmann, 2006); sin embargo, se
estima que si el aporte energético no se restablece, alrededor del 50% de estas neuronas
progresa a infarto e incluso muerte neuronal (Back & cols., 2004; Belayev et al., 1997) y, que
la sobrevida celular y la recuperacién funcional son proporcionales a las neuronas que
escapan de la muerte, constituyendo el blanco primario de proteccion farmacolégica (Dirnagl
et al., 1999; Jordan, Ikuta, Garcia-Garcia, Calleja, & Segura, 2007).

FARMACOLOGIA
REPERFUSION

NEUROPROTECCION

OTROS
TRATAMIENTOS

Fig. 2. Nucleo isquémico o core y area de penumbra, aproximaciones farmacolédgicas de tratamiento para el infarto cerebral:
restauracion de la perfusion cerebral, neuroproteccion y otras alternativas (tomado y modificado de Jordan et al., 2007).

La isquemia cerebral puede ser clasificada en dos tipos: focal y global. La isquemia
focal se presenta como consecuencia de la reduccion transitoria o permanente del flujo
sanguineo en el territorio de una arteria cerebral especifica, ya sea por un trombo o un
eémbolo, manteniendo cierto nivel de irrigacion colateral que podria favorecer la supervivencia
de las neuronas, asi como la reversibilidad del dafio neuronal después de periodos de
isquemia (Back & cols., 2004; Bradberry & Phrarm, 2003; Endres & Dirnagl, 2002); por este

motivo, en algunos casos este tipo de isquemia es considerada como tratable. Por otra parte,
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la isquemia cerebral global esta asociada a la pérdida del flujo cerebral colateral, el dafio
presente en el cerebro es irreversible ain cuando se presente durante periodos breves de
tiempo, por ejemplo, de 4-8 min (Bradberry & Phrarm, 2003), conduciendo a dafio celular
irreversible. Ademas de los tipos ya mencionados, la isquemia cerebral transitoria, también
conocida como ataque isquémico transitorio (TIA), es considerada como una
subclasificacién. Este tipo de isquemia recibe su hombre debido a que la obstruccion de las
arterias tiene una duracion menor a 24h, habitualmente no produce manifestaciones clinicas
graves; sin embargo, puede ser precedente a accidentes vasculares mayores o generar
multiples zonas de pequefios infartos que darian origen al deterioro en la actividad cognitiva

del paciente.

1.1.2 Patofisiologia

Aunque el cerebro humano representa el 2% del peso corporal, para su buen
funcionamiento necesita de altos requerimientos energéticos. Por ejemplo, para mantener los
gradientes idnicos y los potenciales de membrana precisa el 20% del oxigeno y la perfusion
corporal total, lo que sugiere, en primera instancia, que las neuronas dependen del
metabolismo oxidativo para su sobrevivencia celular (Castillo, 2000; Doyle et al., 2008;
Endres & Dirnagl, 2002; Juurlink & Sweeney, 1997; Kandel et al., 2000).

La reduccion en el flujo sanguineo cerebral, incluso durante periodos transitorios
temporales, puede provocar la pérdida de metabolitos energéticos, favoreciendo el dafio
neuronal irreversible (Endres & Dirnagl, 2002). Como resultado de la isquemia, se
desencadena una secuencia de fendmenos moleculares a corto y largo plazo que inicia con
fallas energéticas de las células, dando paso a la alteracion de la fisiologia celular, lo que
puede evolucionar a muerte neuronal via procesos necroéticos o apoptoticos (Arango-Davila
et al., 2004; Wahlgren & Ahmed, 2004). Entre los mecanismos fisiopatoldgicos de la isquemia
cerebral se encuentran la acidosis lactica, crisis energéticas, excitotoxicidad, produccion de
radicales libres, inflamacion y apoptosis. Cada uno de estos eventos tiene una evolucion
temporal diferente, ya que algunos se presentan pocos minutos después del inicio del evento
isquémico y otros, horas, dias e incluso semanas posteriores a un EVC (Fig. 3; Arango-
Davila et al., 2004; Block, 1999; Castillo, 2000; Doyle et al., 2008; Endres & Dirnagl, 2002;
Onténiente, Rasika, Benchoua, & Guégan, 2003; Read, Hirano, Davis, & Donnan, 1999). A
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continuacion se describe cada uno los fenomenos que conforman la cascada bioquimica de

dafio isquémico.

Excitotoxicidad

/

Dapolarizaciones

perinfarto Inflamacién

Impacte
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Fig. 3. Cascada de eventos bioquimicos desencadenados durante la isquemia cerebral. Poco después del inicio del déficit
de perfusion, los mecanismos excitotoxicos pueden dafiar gravemente a las neuronas y la glia. La excitotoxicidad es el
preambulo de una serie de eventos que favorecen la muerte tisular (Tomado y modificado de Dirnagl et al., 1999).

Acidosis lactica

Como consecuencia de la privacion de oxigeno, durante los primeros minutos
posteriores al cese de la irrigacion sanguinea, el metabolismo de la glucosa se modifica,
convirtiéndose en un proceso anaerobio donde la glucosa residual se transforma en acido
lactico, permitiendo la acumulacién del mismo y la reduccién del pH intra y extracelular,
debido a la alteracién inducida en la respiracién mitocondrial (Castillo, 2000; Doyle et al.,
2008; Endres & Dirnagl, 2002; Guevara et al., 2004; Hossmann, 2006). La cantidad de &cido
lactico formado depende tanto de la cantidad de depdsitos tisulares de glucosa como de
glucogeno al momento de instaurarse la isquemia. Tras esta alteracion se produce una
hiperglucemia persistente que genera una excesiva acidosis capaz de agravar el dafo
cerebral, gracias a la produccion de radicales libres (Castillo, 2000; Castillo et al., 2003;
Guevara et al., 2004).
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Crisis energéticas

Como ya se menciond, el cerebro requiere de grandes cantidades de energia para
mantener la transmision sinaptica, el transporte de iones y la preservacion de su integridad
estructural; al restringirse el aporte de oxigeno y glucosa, la inhibicion de la sintesis de ATP
mitocondrial permite que éste sea consumido durante los 2 primeros minutos posteriores a la
isquemia, ocasionando que tales procesos se afecten debido al fallo en las bombas de Na®-
K* (Doyle et al., 2008). En respuesta, y para ahorrar energia, el tejido cerebral disminuye su
actividad eléctrica, este evento es inducido por la salida de K" intracelular, dando como
resultado la hiperpolarizacion transitoria de la membrana plasmatica. El consumo de ATP es
gradual debido a la inhibicién de la fosforilacion oxidativa y al gasto energético que implica
mantener el transporte de Na*-K* y la integridad estructural de la célula. Después de 5 min
de la oclusion arterial, se alcanza un decremento de ATP del 90%; como consecuencia, en el
nicleo de un infarto, la actividad de la Na'-K*-ATPasa en la membrana plasmatica y el
reticulo endoplasmico se inhibe (Bradberry & Phrarm, 1993; Castillo et al., 2003; Doyle et al.,
2008; Endres & Dirnagl, 2002). El incremento resultante en los niveles intracelulares de Na™ y
la concomitante extrusién de K* inducen una profunda depolarizacion membranal, que en
suma, causa un fendmeno conocido como depolarizacion anéxica (Onténiente & cols., 2003).
Como resultado, se abren los canales presinapticos de Ca** sensibles a voltaje, aumentando
la concentracion de Ca** intracelular e induciendo la liberacién excesiva de
neurotransmisores excitadores, especialmente de glutamato (Bradberry & Phrarm, 1993;
Castillo et al., 2003; Doyle et al., 2008). Por otra parte, en la zona de penumbra isquémica los
cambios en la relacion Na*-K* y los niveles de ATP tienen una menor significancia, ya que la
depolarizacion anodxica es sustituida por depolarizaciones intraisquémicas intermitentes
(Takeda, Jacewicz, Nowak, & Pulsinelli, 1993), caracterizadas por su corta duracion y una
repolarizacion celular rapida. No obstante, con el paso del tiempo el ATP disminuye

severamente produciendo depolarizacién irreversible (Ginsberg, 2003).

Alejo-Martinez, 2011



Déficit cognitivo inducido por isquemia cerebral, 18

Excitotoxicidad

Entre los neurotransmisores que se liberan como consecuencia de la depolarizacion
anoxica, se encuentra el glutamato; su liberacion excesiva y las alteraciones en los
mecanismos de recaptura glutamatérgicos provocan la excitotoxicidad (Castillo, 2000; Dirnagl
et al., 1999; Doyle et al.,, 2008; Endres & Dirnagl, 2002; Hossmann, 2006; Juurlink &
Sweeney, 1997; Onténiente & cols., 2003). El desencadenante mas importante de todos los
eventos subsecuentes que inducen la ruptura y muerte celular, es el incremento de Ca*
intracelular, ya que puede causar muerte celular aguda o necrosis o iniciar eventos
moleculares que dan paso a la apoptosis 0 muerte celular programada (Dirnagl et al., 1999).
El Ca?* actiia como un segundo y tercer mensajero universal capaz de desencadenar la
induccion multiple de cascadas citoplasmaticas y nucleares al activar un namero importante
de enzimas: 1) enzimas proteoliticas (como la calpaina y la gelsolina), con la consecuente
degradacion del citoesqueleto y las proteinas estructurales (como la actina, la laminina, la
espectrina y la microtubulina asociada a proteinas); 2) la xantina oxidasa y las fosfolipasas
(fosfolipasa A;) que favorecen la degradacion de la membrana; 3) la COX que facilita la
generacion de radicales libres; 4) la nNOS que permite la produccién de NO (6xido nitrico) y
peroxinitrito derivado del NO por su reaccion con el superoxido (Endres & Dirnagl, 2002). La
activacion de los receptores NMDA y la entrada de Ca?* estimulan a la nNOS que da como
resultado el aumento de la sintesis de NO a través de la unién del Ca** a la calmodulina. La
defosforilacion de la nNOS via la calcineurina, produce un incremento en los niveles de NO
(Castillo, 2000; Dirnagl et al.,, 1999). En suma, el resultado final es el dafio neuronal
irreversible que deteriora las membranas, los sistemas de neurotransmision, las
mitocondrias, inhibe la sintesis de proteinas, activa la sintesis de NO e incrementa la

produccion de radicales libres (Hazell, 2007).

Produccion de radicales libres

Un radical libre o especie reactiva de oxigeno (ROS), es un atomo o molécula capaz
de existir independientemente, contiene uno o mas electrones no pareados en su orbital mas
externo, lo que le confiere reactividad quimica (Halliwell & Gutteridge, 2007). En condiciones
normales, los radicales libres estan presentes en el organismo manteniéndose en niveles

adecuados por medio de mecanismos antioxidantes (Block, 1999; Castillo, 2000; Santiago-
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Mejia, Fuentes-Vargas, Rios, Vidrio, & Rodriguez, 2004); sin embargo, durante el evento
isquémico y el periodo de reperfusion se genera una cantidad excesiva de radicales debido,
entre otras cosas, al dafio mitocondrial subyacente a la acumulacién de Ca®* que incrementa
la concentracién de NO, ocasionando alteraciones de algunos constituyentes celulares como
las proteinas, los acidos nucleicos y los lipidos (Castillo, 2000). En las regiones cerebrales
con baja o intermitente perfusion sanguinea se forman radicales libres que producen
lipoperoxidacién de las membranas plasmaticas y los organelos intracelulares (Hossmann,
2006; Macaya, Munell, Reventés y Ferrer, 1996); la reaccion con el oxido nitrico favorece la
formacion de peroxinitrito, causando reacciones bioquimicas violentas. Algunas de las
consecuencias de las reacciones de las ROS son la liberacion de &cidos grasos libres
bioldgicamente activos como el acido araquidénico (Juurlink & Sweeney, 1997), la induccion
de estrés en el reticulo endoplasmico, la induccion del desajuste mitocondrial, la
fragmentacion del DNA, la pérdida de la integridad del citoesqueleto y la inhibicion de
transportadores de glutamato. La induccién de estrés del reticulo endoplasmico puede inducir
apoptosis e incrementar las vias de dafio molecular relacionadas con la disfuncion
mitocondrial (Arango-Davila et al., 2004; Hossmann, 2006), gracias a la activacion directa

gue ejercen sobre las caspasas (Dirnagl et al., 1999; Doyle et al., 2008).

Inflamacion

Durante el transcurso de horas a dias posteriores al inicio de la isquemia se presenta
una respuesta inflamatoria; que es un proceso compuesto que involucra diferentes tipos de
células como los mediadores inflamatorios y los receptores extracelulares (Castillo, 2000). Se
considera que la respuesta inflamatoria contribuye a la progresion del dafio isquémico
cerebral, ya que se asocia a la generacion de radicales libres en el tejido reperfundido o
criticamente hipoperfundido (Doyle et al., 2008; Hossmann, 2006). EI mecanismo que
desencadena esta respuesta es la liberacion de citocinas, particularmente la interleucina (IL)-
1y la IL-6, asi como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) que se da por la activacion de
las células endoteliales, las neuronas, los astrocitos y la microglia. Algunos de los efectos
dafinos de las ILs son fiebre, liberacion de acido araquidonico, incremento de la
excitotoxicidad mediada por los receptores NMDA y la estimulacion de la sintesis de NO
(Doyle et al., 2008).
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Apoptosis

La apoptosis, o muerte celular programada, es una forma activa de muerte celular
esencial para la homeostasis tisular (Culmsee & Krieglstein, 2005). Durante la isquemia
cerebral, las células del cerebro comprometidas por la excesiva activacion de los receptores
glutamatérgicos, la sobrecarga de Ca?*, la produccién de radicales libres o por el dafio
mitocondrial o del DNA pueden morir por apoptosis pues son incapaces de sobrevivir en un
ambiente metabdlicamente alterado (Macaya et al., 1996; Onténiente & cols., 2003). Por
ejemplo, reducciones moderadas de ATP mitocondrial originan la activacion de caspasas, la
liberacién de citocromo c y de un factor de induccién de la apoptosis, que en conjunto actdan
como iniciadores de la muerte neuronal apoptética (Castillo et al., 2003). Las caspasas son
enzimas que modifican la homeostasis y reparan proteinas, que a su vez, destruyen la
estructura celular; se sabe que éstas se activan cuando el citocromo c es liberado en la
mitocondria (Dirnagl et al., 1999; Doyle et al., 2008). La liberacion del citocromo ¢ es causada
por el desajuste idnico y la hinchazén mitocondrial o por la formacion de poros en la
membrana mitocondrial externa (Doyle et al., 2008). Ademas de la expresion de los genes
gue activan las caspasas, los genes que incrementan o inhiben la muerte celular son
activados y expresados en altos niveles, tanto en estadios tardios como tempranos de la

isquemia, lo que finalmente lleva a la muerte celular (Macaya et al., 1996).

1.2Vasculatura normal del Sistema Nervioso Central

La irrigacion sanguinea cerebral depende de dos sistemas de circulacion que reciben
sangre de diferentes arterias sistémicas: el sistema de circulacion anterior o carotideo, que
es alimentado por las car6tidas internas, y el sistema de circulacibn posterior o
vertebrobasilar, que recibe sangre de las arterias vertebrales (Fig. 4). En la cara inferior del
cerebro ambos sistemas forman el poligono de Willis, que funciona como sistema de
circulacién colateral en caso de que se presente alguna falla en la irrigacion sanguinea, al
conectarse las dos arterias cerebrales anteriores mediante la arteria comunicante anterior;
las arterias cerebrales posteriores lo hacen con las arterias carotidas internas mediante las
arterias comunicantes posteriores (Kandel et al., 2000; Martin, 1989; Scremin, 2004). Esta
interconexion es importante pues funciona como un sistema de compensacion cuando

alguno de los sistemas no es funcional. Aunque ambos sistemas arteriales distribuyen cada
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una de sus ramas en areas especificas del cerebro (Kandel et al., 2000; Martin, 1989; Pébet,
2002), es importante sefalar que no son independientes, ya que la circulaciébn anterior y
posterior esta interconectada por una red de arterias de la superficie cortical y las arterias
comunicantes en la superficie ventral del diencéfalo. Mientras los hemisferios cerebrales
reciben sangre tanto de la circulacion anterior como posterior, el tronco del cerebro la recibe
de la circulacion posterior (Martin, 1989).

Circulacién Arterial del Cerebro, Incluidas las Arterias Cardtidas

Arteria Cerebral Arteria Arteria
Anterior carotida cerebral
interna media
Circulo de Willis. \ /

Arteria Cerebral — e
Media Derecha

Arteria Basilar

Arterias X
Cardtidas Extemnas—=—1__1

Arterias Vertebrales
Arteria

. Arteria basilar
. Cardtida Intema

Arterias Cardtidas
Comunes

Fig. 4. Sistemas de irrigacién sanguinea. Se muestran el sistema carotideo y basilar, ademas del poligono de Willis.

1.2.1 Sistema carotideo

Este sistema esta formado por las arterias caroétidas internas cuyas ramas principales
son la arteria oftalmica, la arteria comunicante posterior (que forma parte del poligono de
Willis) y la arteria coroidal anterior. Estas ramas se encargan de irrigar estructuras cerebrales
y craneales, los nervios épticos y la retina, la porcidn anterior de cada hemisferio que abarca
los l6bulos frontal, parietal y la parte anterior del I6bulo temporal, el diencéfalo, los ganglios
basales y la capsula interna (Futrell & Millikan, 1996; Kandel et al., 2000; Martin, 1989; Pébet,
2002; Scremin, 2004).

1.2.2 Sistema vertebrobasilar
El sistema vertebrobasilar estad constituido por las arterias vertebral y basilar cuyas
ramas se dividen en tres grupos: 1) ramas paramedianas, entre ellas la arteria espinal
anterior, que irriga estructuras de la linea media; 2) ramas circunferenciales cortas, que
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irrigan estructuras mas laterales como los pedunculos cerebelosos inferior, medio y superior;
y 3) ramas circunferenciales largas como las arterias cerebelosas inferoposterior,
inferoanterior, media y superior, que también irrigan estructuras laterales del tronco del
encéfalo y los pedunculos cerebelosos, asi como al propio cerebelo (Kandel et al., 2000). Las
arterias vertebrales dan origen a las ramas espinal posterior, anterior y cerebelosa-
posteroinferior que irrigan parte del cerebelo, la médula oblongada, el bulbo raquideo y la
médula espinal. En la porcion basilar, formada por la union de las dos arterias vertebrales,
las arterias cerebrales posteriores suministran sangre a la superficie inferior del I6bulo
temporal y la superficie medial e inferior del I6bulo occipital (Martin, 1989; Scremin, 2004).

Cuando alguno de estos dos sistemas o0 sus ramas son bloqueados por un émbolo se
produce la pérdida de las funciones de las areas cerebrales irrigadas; como compensacion, a
través del poligono de Willis, puede haber circulacion colateral para rescatar a la region
privada de flujo sanguineo (Futrell & Millikan, 1996). A pesar del alto porcentaje de
ocurrencia de un evento isquémico en el sistema de circulacion carotideo (80-85%), los
efectos neuroldgicos dependeran del area cerebral afectada, la severidad y la duracion del
déficit sanguineo, asi como de los procesos plasticos reparadores (Futrell & Millikan, 1996;
Kandel et al., 2000).

1.3Consecuencias clinicas de laisquemia cerebral

Generalmente, se presenta una gran variedad de alteraciones sensoriales y motoras
gue incluyen temblor, pérdida de la coordinacion muscular y paralisis parciales, asi como
falla en la integracion sensorial, sincope, apraxia, negligencia unilateral y problemas de vision
como hemianopsia homonima, amaurosis fugaz o diplopia y disfagia (véase apartado 7.1;
Baumlin & Richardson, 1997; Caplan & Hon, 2004; de Vries et al., 2001; Ng, Stein, Ning, &
Black-Schaffer, 2007). También se puede presentar disfuncion cortical superior que se
manifiesta como amnesia, demencia y delirio, ademas de trastornos del lenguaje y
problemas en el habla como afasia o disartria que conllevan a una limitacion en las
habilidades necesarias para escuchar, leer y escribir (Grubb et al., 2000; Patel, Coshall,
Rudd, & Wolfe, 2003; Rogers, Campbell, Stretton, & Mackay, 1997; Tatemichi et al., 1994).
Como consecuencia del infarto se observa una amplia variedad de manifestaciones, que van

desde aquellas reversibles como las hemiplejias hasta las irreversibles que incluyen déficits
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sensoriales o cognitivos, entre los que se incluyen reduccion en la capacidad intelectual,
dafio en orientacién espacial y memoria semantica (Block, 1999; Corbett & Nurse, 1998). Las
manifestaciones clinicas de la isquemia cerebral aguda dependen de la localizacion,
severidad y duracion del déficit de perfusion (Bradberry & Phrarm, 1993). Las estadisticas
sefalan que un 25% de los pacientes con EVC aguda muere el primer mes y un 50% de los
sobrevivientes queda fisica y mentalmente discapacitados (American Stroke Association,
2008; Durukan, Strbian, & Tatlisumak, 2008). En estos pacientes, cerca del 65% de ellos
tiene un diagndstico de depresion postisquémica el primer afio posterior al evento isquémico.
Se considera que la depresion postisquémica estd asociada al incremento en el déficit
cognitivo, decremento general en la interaccion social y decremento en la motivacion y
funcién sexual (de Vries et al.,, 2001) que, finalmente, obstaculizan la reintegraciéon del

paciente a su vida previa (Bradberry & Phrarm, 1993).

1.3.1 Alteraciones en aprendizaje y memoria inducidas por isquemia cerebral
aguda

La evaluacion del desempefio de los animales isquémicos en tareas como el laberinto
acuatico de Morris (MWM, por sus siglas en inglés), el laberinto radial (RAM) o el laberinto en
T demuestra que la isquemia produce déficits en memoria de trabajo y memoria de
referencia, que con el tiempo muestran recuperacion sustancial de la funcién de ambos tipos
de memoria. Por ejemplo, en el MWM el déficit en memoria se observa al incrementar la
latencia para encontrar la plataforma (Auer, Jensen, & Wishaw, 1989); sin embargo, algunos
autores proponen que el déficit se observa en aprendizaje espacial mas que en memoria
espacial (Modo et al., 2000). En el caso del RAM, la ejecucién de la tarea poco después de la
induccion de isquemia cerebral es pobre, ya que el nimero de errores en memoria de trabajo
incrementa (Block, 1999; Corbett & Nurse, 1998). Cabe mencionar que los déficits en
memoria de trabajo pueden ser mas persistentes después de la isquemia global (de Vries et
al.,, 2001). Es importante sefalar que estos resultados podrian estar alterados por la
alteracion subyacente en el patron alimenticio de los sujetos, ya que su alimentacién se
vuelve irregular después de la induccion de un evento isquémico (Corbett & Nurse, 1998).
Existe evidencia experimental que sefiala una rapida recuperacion durante la primera

semana posterior a la oclusién arterial por 5 min (isquemia leve); pero si la isquemia es
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severa (20 min de oclusion), los déficits resultantes pueden persistir al menos por un mes
(Corbett & Nurse, 1998). Finalmente, en el laberinto en T, el déficit producido se sitda en la
ejecucion inadecuada del segundo ensayo, ya que el sujeto experimental es incapaz de
alternar, aun cuando se inserten intervalos de demora en la tarea (Dudchenko, 2004; Gerlali,
1996). Al emplear los modelos experimentales de isquemia como la oclusion de 4 vasos
(4VO) y la oclusion de 2 vasos (2V0), los resultados indican que en el caso del primer
modelo, el déficit puede persistir hasta por un periodo de 4 meses; para el segundo modelo,
se detectd la existencia de déficit en el aprendizaje que puede persistir al menos por un mes,
de hecho, los animales isquémicos tuvieron problemas al aprender una nueva tarea después

de la induccién de un evento isquémico (Hunter, Mackay et al., 1998).

1.4Modelos experimentales en isquemia cerebral aguda

Actualmente, el conocimiento sobre el dafio neuronal durante y después de la
isquemia cerebral estd basado en modelos animales de isquemia cerebral (Juurlink &
Sweeney, 1997; Dirnagl et al., 1999; Lipton, 1999; Onténiente & cols., 2003). El objetivo de
los modelos experimentales es adquirir conocimiento sobre la patofisiologia del dafio cerebral
isquémico y el efecto de farmacos capaces de minimizar dicho dafo, principal interés dentro
del area clinica. Los modelos experimentales desarrollados, que usualmente emplean
roedores (jerbos, ratas, ratones), se pueden agrupar en dos grandes categorias: modelos de
isquemia focal y modelos de isquemia global. La oclusion de una arteria especifica da como
resultado la isquemia focal, habitualmente de la arteria cerebral media (MCA). La oclusion
puede ser permanente o transitoria (remocién del bloqueo para permitir la reperfusion; Green
et al., 2003; Hunter, Green, & Cross, 1995). En los modelos de isquemia global,
generalmente del cerebro anterior, el bloqueo transitorio (5-30 min) de las arterias carotidas
comunes afecta areas cerebrales muy extensas (Block, 1999; Hunter, Green et al., 1995;
Rodriguez, Santiago-Mejia, Fuentes-Vargas, & Ramirez-San Juan, 2003; Traystman, 2003).
La principal caracteristica de los modelos de isquemia global es que mantienen el flujo
sanguineo del tallo cerebral, permitiendo a los animales la capacidad de ventilar
espontaneamente. Aunque existen muchas maneras de interrumpir el flujo sanguineo al
cerebro anterior, la mayoria de los modelos incluye la oclusion de las arterias caroétidas

comunes en sus protocolos. En los estudios mas recientes (Hossmann, 2008; Small &
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Buchan, 2000) se da preferencia al uso de ratones, ya que en éstos se observan diferencias
en el sistema de irrigacion sanguinea como presencia o ausencia de la arteria comunicante
posterior. La ausencia de esta arteria permite que la oclusion de las arterias carotidas
comunes produzca menos del 23% de microperfusion cortical basal. Algunos de los modelos
de isquemia global son la oclusién de dos vasos con y sin hipotension (2VO+ hypo; 2VO) y la

oclusién de cuatro vasos (4VO; Hossmann, 2008; Pulsinelli, Brierly, & Blum, 1982).

1.5Modelo de seccidn secuencial de las arterias carétidas comunes (SSACC)

Los modelos experimentales de isquemia cerebral se han enfocado en el tratamiento
neuroprotector con el fin de evitar la muerte neuronal del tejido que forma parte de la zona de
penumbra isquémica. Sin embargo, alrededor de ellos se ha generado un gran namero de
criticas relacionadas con las consideraciones metodologicas, lo que permitié el planteamiento
de modelos capaces de reproducir el evento a nivel clinico. Tomando en cuenta estas
consideraciones, el grupo de trabajo de Rodriguez, Rodriguez-Boscan et al. (2000) desarrollé
el modelo de seccién secuencial de las arterias carétidas comunes (SSACC). La SSACC es
un modelo de isquemia cerebral incompleta ya que la interrupcion de la circulacion
sanguinea producida afecta Unicamente al sistema carotideo, dejando intacta la circulacion
del sistema vertebrobasilar encargado de irrigar a los centros cerebrales reguladores de
funciones vitales como la respiratoria y la cardiovascular. Este procedimiento se lleva a cabo
en dos etapas; en la primera, se liga y secciona la arteria carétida comun izquierda; en la

segunda, 32 dias después, se realiza el mismo procedimiento con la arteria contralateral.

1.5.1 Caracteristicas del modelo

Las diferencias basicas de este modelo con respecto a los modelos tradicionales de
isquemia cerebral son: 1) el empleo de animales envejecidos (40 a 60 semanas de edad), lo
cual los vuelve méas vulnerables de dafio isquémico (Fuentes-Vargas, Santiago-Mejia,
Pinzén, & Rodriguez, 2002) vy, 2) el intervalo temporal (32 dias) entre la oclusion de una y
otra arteria, posibilitando la generaciéon de un estado crénico de hipoperfusion cerebral,
simulando lo que ocurre con algunos de los pacientes con EVC que presentan ataques
isquémicos transitorios previos a un evento isquémico mayor. Es importante sefalar que la

seccion de la arteria cardtida izquierda produce aumento paulatino en el diametro de las
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arterias que conforman el poligono de Willis, asi como la generacion de nuevos vasos
(vasogénesis), lo que compensa la disminucion del flujo sanguineo (Kandel et al., 2000,
Rodriguez, Rodriguez-Boscan et al., 2000). Esta ultima caracteristica prolonga el tiempo de
vida de los animales, facilitando el estudio de alteraciones conductuales y cognitivas, ademas
del empleo de farmacos que modifiqguen dichas alteraciones (Rodriguez, Santiago-Mejia,
Gbmez, & Ramirez, 2005), como lo realizaron en el 2003 Rodriguez, Santiago-Mejia,
Fuentes-Vargas, & Ramirez, demostrando que el dexrazoxano posee propiedades

neuroprotectoras.

1.5.2 Alteraciones conductuales inducidas por SSACC

Los estudios enfocados en la identificacion y caracterizacion de las alteraciones
neuroconductuales inducidas por la isquemia cerebral aguda tienen como objetivo evaluar el
papel de farmacos neuroprotectores. Los resultados obtenidos al administrar diferentes
farmacos en modelos experimentales son alentadores; sin embargo, al trasladar su empleo a
la clinica se observa poca efectividad en el tratamiento de la isquemia cerebral (de Keyser,
Sulter, & Luiten, 1999; de Vries et al., 2001; Green et al., 2003; Wahlgren & Ahmed, 2004).
En el caso de la isquemia cerebral aguda inducida por la SSACC el interés no es diferente,
por lo que se inici6 una linea de investigacidbn cuyo objetivo principal fue identificar la
presencia y severidad de las alteraciones neurolégicas que se presentan tras la seccion de
las arterias carotidas comunes, para lo cual se empled una escala que determina distintos
niveles de disfuncion. Los resultados mostraron la presencia de 10 alteraciones consistentes
y bien definidas como incoordinacion motora, posicion corporal anormal (lateralizada),
hipomotilidad, disminucién del tono y la fuerza muscular, temblor, encorvamiento, flexion de
la extremidad anterior y marcha ataxica (Fuentes-Vargas et al., 2002; Rodriguez, Gerson, &
Santiago-Mejia, 2000; Rodriguez, Santiago-Mejia, Gomez et al., 2005; Rodriguez, Rodriguez-
Boscan et al., 2000); ademas de hemiparesis o hemiplejia (Gémez, Santiago-Mejia, Ventura-
Martinez, & Rodriguez, 2006).

A diferencia de otros modelos que inducen isquemia cerebral, la SSACC presenta dos
ventajas. Por un lado, el patron de alteraciones es reproducible; por otra parte, el sindrome
producido por la SSACC genera un amplio rango de alteraciones neuroconductuales que

permiten evaluar el impacto funcional de la isquemia cerebral aguda, asi como la posible
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recuperacion de los sujetos tras la administracion de farmacos neuroprotectores (Rodriguez,
Santiago-Mejia, Fuentes-Vargas et al., 2003; Santiago-Mejia et al., 2004). Considerando
estas ventajas, se llevaron a cabo diferentes estudios para identificar, evaluar y determinar
cuéles son las alteraciones neuroconductuales mas importantes inducidas por la seccion de
las arterias carétidas comunes y la eficacia de farmacos neuroprotectores.

El primer trabajo realizado se enfocd en la caracterizacion de las alteraciones en la
actividad locomotora, tanto exploratoria como espontanea, y la evaluacion del efecto de los
antioxidantes sobre el indice de mortalidad y las alteraciones neuroconductuales inducidas
por la SSACC. Los resultados sefialan que los animales bajo tratamiento farmacologico
mostraron un aumento en la actividad locomotora, comparados con los animales
administrados con solucion salina (Santiago-Mejia et al., 2004). Considerando que la
incoordinacion motora y la paralisis de la extremidad anterior son dos de las alteraciones mas
comunes Yy persistentes en la isquemia producida por la SSACC se procedié a evaluar la
capacidad de los animales isquémicos para manipular, abrir y consumir una semilla de
girasol. Los resultados mostraron que los animales isquémicos presentan alteraciones
motoras finas (en patas anteriores y falanges) que les impiden sostener y manipular la
semilla de girasol, incrementando el tiempo en el que los animales se acercaron a la semilla
(Gémez et al., 2006).

1.6Estrategias experimentales para el estudio de aprendizaje y memoria

Para que puedan desplazarse por su habitat de manera eficaz, los animales deben
aprender y recordar la distribucién de su medio; por ejemplo, dénde se localizan los espacios
abiertos, las areas de refugio, las fuentes potenciales de alimento, la ubicacion del nido, el
alimento almacenado y los depredadores (Cabrera, 2009; Domjan, 2003; Olton & Samuelson,
1976). Para los organismos es importante recordar lo anterior porque no todos los lugares de
un espacio son homogéneos en términos de distribucion de probabilidad de la conducta en
dichos lugares. El aprendizaje es considerado un proceso que ayuda y facilita la adaptacion
de muchas especies a su ambiente, se puede definir como un cambio perdurable en las
respuestas a una situacion particular como resultado de la experiencia anterior con esa clase
de situacion. Gran parte del trabajo de investigacion realizado en el area se ha enfocado al

descubrimiento de las reglas generales que describan cémo modifican los animales su
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conducta a partir de su interaccion con el ambiente, como almacenan informacion y como
ésta guia, posteriormente, su conducta. El estudio de las relaciones existentes entre la
conducta y sus consecuencias se realiza mediante procedimientos experimentales como el
condicionamiento clasico u operante (Domjan, 2003). Para solucionar exitosamente los
paradigmas experimentales, los sujetos deben emplear mecanismos de memoria que les
permitan recordar cuales son las reglas generales y especificas de la tarea que los llevaran a
obtener o evitar estimulos agradables o nocivos, respectivamente. Por ejemplo, en un
laberinto radial los sujetos deben aprender cudles son los brazos que se encuentran
reforzados y recordar cuales son los brazos que ya visitaron para obtener el mayor nimero
de reforzadores posible, empleando para ello, memoria espacial y de corto plazo (Domjan,
2003; Dudchenko, 2004; Olton & Samuelson, 1976).

Los experimentos de aprendizaje y memoria comparten ciertas caracteristicas dentro
de la codificacion de informacion. La primera caracteristica es la exposicion de los
organismos a cierto tipo de informacion, esta fase se conoce como adquisicion.
Posteriormente, la informacion adquirida se retiene por cierto tiempo —intervalo de retencion;
al cabo de dicho intervalo, se evalia el recuerdo que los sujetos tienen de la experiencia
original, lo que implica recuperacion o reactivacion de la informacién encontrada durante la
adquisicion. Por lo tanto, las fases implicadas son basicamente tres: adquisicion, retencion y
recuperacion. A pesar de encontrar estas fases en ambos estudios, la diferencia radica en la
sucesion temporal de cada evento. En los estudios de aprendizaje, la atencion se centra en
la fase de adquisicion al abordar el tipo de informacion que se adquiere mediante la
manipulacion de las condiciones de adquisicién. En relacion al intervalo de retencion, este
puede ser de un dia o mas; generalmente los intervalos de retencién no varian durante los
experimentos.

En contraste, los trabajos que evallan memoria se centran en las fases de retencion y
recuperacion de la informacion adquirida. Los aspectos relacionados con la adquisiciéon son
de interés solo en la medida en que resultan significativos para la retencion y la recuperacion.
A menudo el intervalo de retencion varia para determinar como se modifica la disponibilidad
de la informacion adquirida a lo largo del tiempo; los intervalos de retencidon empleados
pueden ser de cualquier duracion. De hecho, muchos estudios emplean intervalos de

retenciéon breves. Para la fase de recuperacion, lo que se modifica son los escenarios en los
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cuales se debe recuperar la informacion almacenada. Sin embargo, se debe tener en cuenta
gue cualquier evento simple es parte de un flujo continuo de eventos, por lo que la memoria
para algun evento particular esta influenciada por los sucesos que la rodean y que pueden
alterar el recuerdo de ese evento (Domjan, 2003; Wright, 2007).

La clasificacion de los mecanismos de memoria se realiza en funcion de lo que se
recuerda, i. e., los contenidos de la memoria y el tiempo que se recuerda o intervalo de
retencién. Una de estas clasificaciones distingue la memoria de trabajo de la memoria de
referencia (Domjan, 2003; Dudchenko, 2004; Roberts, 1998). La memoria de trabajo se
puede definir como la memoria a corto plazo para un objeto, estimulo o ubicacion, este tipo
de memoria es empleada por los organismos dentro de una sesion experimental, ya que
integra los aspectos transitorios y cambiantes en el ambiente, dado que estos aspectos
controlan la conducta momento a momento dentro del ensayo, pierden efecto al término del
mismo. Este tipo de memoria suele ser de corta duracion, desde algunos segundos hasta
horas e incluso dias (Cabrera, 2009; Domjan, 2003; Dudchenko, 2004; Roberts, 1998). La
memoria de referencia en cambio, se adquiere mediante ensayos repetidos y puede persistir
algunas horas, dias o varios meses, debido a que las propiedades fijas de la estructura
ambiental controlan la conducta consistentemente a través de los ensayos. Se considera que
la memoria de referencia es un tipo de memoria para las reglas de una tarea especifica,
mientras que la memoria de trabajo se atribuye a la representacion dependiente de la
demora de los estimulos usados para guiar la conducta dentro de una tarea (Dudchenko,
2004); es decir, la memoria de trabajo contiene un componente temporal y flexible en funcién
de la asociacién estimulo-respuesta, dependiente de la utilidad de la informacion y la
saliencia del estimulo a recordar (Honig, 1978, citado en Roberts, 1998). En términos
generales, la memoria de referencia incluye todas las asociaciones que un organismo
adquiere sobre su conducta, su entorno y las relaciones entre su conducta y el ambiente
(Domjan, 2003; Dudchenko, 2004; Roberts, 1998). Las tareas comiunmente empleadas en el
estudio de la memoria consideran la forma en que los animales recuerdan una serie de
sucesos diferentes; estan basadas en estrategias de forrajeo especificas de las especies e
ilustran algunas especialidades adaptativas a destacar de la memoria de trabajo para
estimulos espaciales; por ejemplo, en laberintos. El uso de laberintos aprovecha la tendencia

natural de los roedores de explorar espacios cerrados y pequefios, asi como la evitacion de
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espacios abiertos y elevados (Montgomery, 1958, citado en Pellow, Chopin, File, & Briley,
1985; Sharma & Kulkarni, 1992). Cabe mencionar que los animales generalmente empleados
en este tipo de tareas son roedores, particularmente ratas o ratones.

A partir del trabajo realizado por Small en 1901 (citado en Dudchenko, 2004), las
primeras tareas intentaron encontrar cuales son las sefiales sensoriales que emplean los
animales para resolver una tarea o la capacidad de recordar una ubicacion o grupos de
ubicaciones, asi como la aproximacion o evitacibn subsecuente de éstas. Los tareas
frecuentemente empleadas para el estudio de la memoria son el laberinto acuatico de Morris
(MWM; 1984), el laberinto radial (Olton & Samuelson, 1976; Olton 1987), el laberinto en T
(Tolman, 1925; citado en Dudchenko, 2004) y el paradigma de no igualacion demorada a la
muestra (Hunter, 1913; citado en Dudchenko, 2004). En seguida, se brinda una breve
descripcion de estos paradigmas y algunas de las variantes disponibles de cada una de ellas,

ademas del componente de memoria evaluado.

1.6.1 Laberinto acuatico de Morris (MWM)

Esta tarea se desarrollo con el objetivo de medir la habilidad de las ratas de aprender,
recordar y dirigirse a un lugar en el espacio, definido Unicamente por su posicion relativa a
las sefales distales extralaberinticas. Mediante esta tarea se puede medir memoria de
trabajo y memoria de referencia. El laberinto es una alberca circular que contiene agua opaca
gue cubre una plataforma (Morris, 1984). El procedimiento estandar consiste en colocar la
plataforma sumergida en la misma ubicacion dentro la alberca durante el experimento, la
tarea se resuelve una vez que la rata ha aprendido la relacién espacial entre la ubicacion de
la plataforma y las sefiales extralaberinticas presentes en el cuarto experimental. Esta
version de la tarea permite evaluar memoria de referencia; es posible evaluar memoria de
trabajo si cada dia se modifica la posicion de la plataforma dentro de la alberca (Block, 1999;
Corbett & Nurse, 1998; de Vries et al., 2002; Dudchenko, 2004).

1.6.2 Laberinto radial (RAM)
El laberinto radial (RAM) consta de ocho brazos que irradian de una plataforma central
gue facilita el acceso a los brazos. Alrededor de la plataforma, en la entrada de cada uno de

los brazos se encuentra una puerta guillotina que se levanta, para permitir a la rata ingresar
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al brazo, o baja, para evitar que la rata ingrese a ese brazo. También contiene una barrera
entre los brazos cerca de la plataforma central que evita a la rata saltar de un brazo a otro,
forzandola a ir hacia la plataforma central antes de elegir otra opcion. Antes de cada sesion
se coloca un pellet al final de cada brazo, se sitla a la rata en el centro del laberinto con las
puertas guillotina cerradas, entonces, se levantan todas las puertas; la rata elige un brazo y
corre hacia el final de este para comer la comida. Las puertas de los brazos restantes se
cierran, la rata vuelve al centro y la puerta del brazo visitado se baja, dejando a la rata en la
plataforma central nuevamente, después de un intervalo de demora se levantan nuevamente
todas las puertas. Este procedimiento se repite hasta que los sujetos logran algun criterio
(Domjan, 2003; Olton & Samuelson, 1976; Olton, 1987). El objetivo de esta tarea es medir la
habilidad de las ratas de recordar una lista de ubicaciones espaciales. Ademas de evaluar
memoria espacial también se puede medir memoria de trabajo (Block, 1999). Una de las
modificaciones realizadas para evaluar memoria de trabajo es la introduccion de un periodo
de demora después del tercer ensayo; los intervalos de demora pueden variar desde 1 min
hasta 120 min. Otra modificacién, es la ubicacién del reforzador en algunos de los brazos.
Cabe mencionar que es posible ejecutar una adaptacion de la tarea de igualacion a la
muestra en el laberinto radial, es decir, se permite a la rata visitar uno de los brazos donde se
le entregara el reforzador, posteriormente, se vuelve a colocar a la rata en el centro del
laberinto cerrando el acceso al resto de los brazos, después de una demora breve la rata
debe ingresar al brazo donde obtuvo el reforzador (Jarrard, 1983, citado en Dudchenko,
2004).

1.6.3 LaberintoenT

En este paradigma experimental se evallua a los animales en pares de ensayos en los
gue la informacién reunida durante el primer ensayo debe ser recordada para tener éxito en
el segundo ensayo, aprovechando la tendencia natural de las ratas de elegir brazos
alternativos del laberinto o ubicaciones al ser expuestas nuevamente a éste. Se considera
gue el primero en trabajar este paradigma fue Tolman (1925; citado en Dudchenko, 2004)
quien describio la pronunciada tendencia de las ratas de alternar en el laberinto en ensayos
repetidos. En la mayoria de las versiones se coloca a la rata en la base de la T por donde

debe correr hasta ingresar a alguno de los brazos del laberinto (primer ensayo) donde
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recibira un reforzador. Tras su ingreso, se coloca nuevamente al sujeto en la base del
laberinto para realizar el segundo ensayo, en el que debe alternar la respuesta, es decir,
aunque ambos brazos del laberinto son accesibles, la rata obtiene el reforzador sélo si
ingresa al brazo opuesto (Corbett & Nurse, 1998; Dudchenko, 2004; Gerlai, 1996). Este
procedimiento permite evaluar memoria de trabajo. Si se agrega un intervalo de demora
entre cada ensayo, el paradigma se conoce como alternacion demorada. Aunque el laberinto
en T es el modelo mas empleado en tareas de alternacion, el laberinto elevado en cruz ha
mostrado ser un modelo eficiente en la evaluacion de alternacion espontanea (Lennartz,
2008).

1.6.4 No igualacion demorada a la muestra (DNMS) con olores u objetos

En las tareas de no igualacibn demorada a la muestra el sujeto debe recordar el
estimulo a través de una demora en la cual, el estimulo no esta presente. Posterior a la
demora, se le presenta al sujeto el estimulo previo y un estimulo alterno, se refuerza al sujeto
si emite la respuesta hacia el estimulo alterno. Esta tarea la pueden ejecutar palomas en
camaras experimentales con luces y ratas con objetos (Ennaceur & Delacour, 1988; donde
se mide exploracion espontanea; Rothblat & Hayes, 1987) u olores (Dudchenko, 2000; Otto &
Eichenbaum, 1992) o en cajas experimentales (Pontecorvo, 1983).

1.7Modelo de laberinto elevado en cruz (EPM)

El laberinto elevado en cruz (EPM) es una estructura formada por dos brazos abiertos
y dos brazos cerrados que se intersectan en el centro formando una cruz; habitualmente se
coloca sobre una plataforma para elevarlo del suelo. En general, dentro de las caracteristicas
del laberinto se encuentra la incorporacion de elementos de desconocimiento, apertura y
elevacion de espacios (Sison & Gerlai, 2010), aprovechando la tendencia natural de los
roedores de evitar espacios elevados y abiertos (Lister, 1987; Pellow et al., 1985).

Sin duda desde su descripcion y validacion en ratas y ratones (Handley & Mitani,
1984; Lister, 1987; Pellow et al., 1985), el EPM es una de las herramientas mas
extensamente empleadas para evaluar el efecto de farmacos ansioliticos y ansiogénicos
(Handley & Mithani, 19847; Lister, 1987; Pellow et al., 1985; Sharma & Kulkarni, 1992; Silva
& Frussa-Filho, 2000); se sabe que estos farmacos incrementan y decrementan (Lister, 1987;

Alejo-Martinez, 2011



Déficit cognitivo inducido por isquemia cerebral, 33

Pellow et al., 1985; Sharma & Kulkarni, 1992) el porcentaje de tiempo que los animales
pasan en los brazos abiertos, asi como el porcentaje de entradas realizadas en los mismos,
respectivamente. A partir del trabajo realizado en 1990 por Itoh, Nabeshima, & Kameyama, el
EPM se ha utilizado para evaluar memoria (Rodgers et al., 1996; Lamprea, Cardenas,
Silveira, Morato, & Walsh, 2000; Silva & Frussa-Filho, 2000; Sharma & Kulkarni, 1992). Estos
autores proponen que el decremento registrado en el tiempo que tarda el sujeto en
trasladarse de un brazo abierto a uno cerrado (latencia de transferencia, TL) durante la fase
de re-evaluacion podria ser una medida de memoria (Sharma & Kulkarni, 1992). Desde
entonces, otros autores han sugerido algunos paradigmas experimentales con el objetivo de
evaluar procesos cognitivos como aprendizaje y memoria. Por ejemplo, el paradigma de
evitacion inhibitoria (Frussa-Filho, Otoboni, Uema, & Sa-Rocha, 1991; Silva & Frussa-Filho,
2000; Sison & Gerlai, 2010) permite evaluar memoria y aprendizaje asociativo (Sison &
Gerlai, 2010). Al evaluar el efecto de las sefiales extralaberinticas sobre alternacion

espontanea (Lennartz, 2008) se abre la posibilidad de estudiar aprendizaje espacial.

1.8Farmacos neuroprotectores

Uno de los principales abordajes a nivel clinico y experimental, es el estudio del efecto
de farmacos que intervienen en la cascada bioquimica de dafio isquémico. Particularmente,
se enfocan en la proteccion celular temprana para mantener el flujo sanguineo cerebral en
niveles adecuados y asi, satisfacer la demanda metabdlica, interrumpiendo alguno de los
niveles de la compleja cascada de eventos que se inician durante la isquemia y conllevan a
la muerte neuronal. En la clinica, ademas de buscar incrementar la sobrevivencia de los
pacientes se espera mejorar su calidad de vida.

La neuroproteccion, es la preservacion de la integridad funcional y estructural del
cerebro por cualquier tipo de intervencion para detener los efectos perjudiciales de la
isquemia. En general, el término se refiere a aquellos farmacos que protegen al cerebro del
dafo neuronal una vez que se ha presentado un infarto evitando la muerte neuronal,
favoreciendo la preservacion temporal de la zona de penumbra al acortar el tiempo entre el
inicio del evento isquémico y la restauracion del flujo sanguineo y/o previniendo la muerte
neuronal secundaria a la reperfusion. Las intervenciones neuroprotectoras estan mediadas

no sélo por su interferencia en la cascada bioquimica de dafio isquémico sino también por la
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reduccion del desajuste entre el flujo sanguineo y el metabolismo. El supuesto es que el
nacleo del &rea dafiada (zona de infarto) no se salvara; sin embargo, el tejido circundante al
nacleo (penumbra), a pesar de estar comprometido con niveles de flujo sanguineo bajos, se
puede salvar, ya sea por reperfusion o por la administracion de farmacos neuroprotectores.
La evidencia experimental sefiala que el tejido no tratado puede llegar a formar parte de la
zona de infarto (Arango-Davila et al., 2004; Back & cols., 2004, Belayev et al., 1997). Entre
los resultados se espera que este tipo de farmacos atenle algunas de las causas
subyacentes al infarto, incluyendo la incapacidad motriz y la hemi-negligencia espacial. Sin
embargo, la mayoria de los neuroprotectores muestra eficacia unicamente en los modelos
animales, sin que hasta el momento se sefiale algun tratamiento como eficaz, ya que no se
observan resultados benéficos en los pacientes con isquemia cerebral aguda, ya sea por
presencia de efectos adversos graves o0 por su estrecha ventana terapéutica de
administracion (Green et al., 2003; Hossmann, 2006; Wahlgren & Ahmed, 2004). Por
ejemplo, los antioxidantes, moléculas que impiden procesos oxidativos consecuencia de la
formacion excesiva de radicales libres, a nivel experimental resultan eficaces en la reduccién
del tamanio del infarto pero al realizar ensayos clinicos, los resultados obtenidos no son muy
alentadores, debido al poco o nulo efecto neuroprotector que algunos de ellos tienen o por
las altas dosis necesarias y poco toleradas por los pacientes (Santiago-Mejia et al., 2004;
Wahlgren & Ahmed, 2004).

Actualmente, la Unica terapia aprobada para el tratamiento de la isquemia cerebral es
la administracion del activador tisular del plasmindgeno (tPA), que es un agente trombolitico
(Cheng, Al-Khoury, & Zivin, 2004; Durukan et al., 2008). Su mecanismo de accion es la
recanalizacién del vaso obstruido para restablecer el flujo cerebral; sin embargo, para
obtener resultados eficaces, debe administrarse dentro de las 3h posteriores al evento
isquémico. La principal desventaja, ademas de su estrecha ventana terapéutica, es el riesgo
de sufrir una hemorragia cerebral, principalmente en aquellos pacientes que reciben
tratamiento posterior a las 3h del inicio del evento isquémico (Culmsee & Krieglstein, 2005;
Durukan et al., 2008; Wahlgren & Ahmed, 2004). Uno de los farmacos utilizados como
cardioprotector en animales y humanos es el dexrazoxano; se trata de un quelante de
metales empleado en la terapéutica para reducir la cardiotoxicidad causada por las

antraciclinas, agentes quimioterapéuticos en el tratamiento de cancer, tales como la
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doxorubicina, permitiendo el uso de altas dosis de éstas (Halliwell & Gutteridge, 2007). Se
sabe que los efectos adversos de las antraciclinas, caracterizados por necrosis del
cardiomiocito, que conlleva a fallas cardiacas congestivas, son resultado de la formacion de
radicales libres metal-dependientes de oxigeno por los complejos metélicos de éstas (Weiss,
Loyevsky, & Gordeuk, 1999). En ausencia de sistemas adecuados de neutralizacion de
radicales libres en el corazon, ocurre dafio en la mitocondria miocardial debido a la
lipoperoxidacion de la membrana. Estos efectos son prevenidos por el dexrazoxano a través
de la quelacion de iones férricos libres o unidos a las antraciclinas, gracias a los anillos
abiertos de los metabolitos del farmaco que se adhieren a los compuestos férricos en el
interior de la célula (Vidrio, Carrasco, & Rodriguez, 2006). Estudios previos (Rodriguez,
Rodriguez-Boscan et al., 2000; Rodriguez, Santiago-Mejia, Fuentes-Vargas et al., 2003)
muestran que el dexrazoxano ejerce un efecto neuroprotector en ratones sujetos a isquemia
global cerebral, al observarse una disminucion del indice de mortalidad y déficit neuroldgico
en los animales (hipomotilidad e incoordinacion motora) inducidos por la seccién de las
carotidas. Considerando los resultados obtenidos en modelos animales y su aplicacion en la
terapéutica, en el presente trabajo se utilizO este farmaco para evaluar su efecto
neuroprotector, es decir, en la reduccion del infarto asi como su efecto en las alteraciones
inducidas por isquemia cerebral en aprendizaje y memoria empleando el laberinto elevado en

cruz.
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Il. METODO

2.1 Justificacion

Tanto la identificacion como la caracterizacion de las consecuencias del dafio
isquémico resultan dificiles de modelar en animales, particularmente al emplear roedores,
debido a la complejidad de los efectos y, en algunos casos, a la sutileza de éstos. Lo
anterior, dificulta la obtencion de datos que permitan determinar la presencia, cuantificacion
de la severidad y descripcion de la evolucion de las alteraciones inducidas por la isquemia
cerebral, asi como los resultados de la intervencion farmacologica a largo plazo.
Experimentalmente se han probado moléculas capaces de reducir el dafio estructural, es
decir, el volumen del infarto, en animales de laboratorio, conocidas como neuroprotectoras;
sin embargo, al emplearse en la clinica como parte del tratamiento en la fase aguda, se
observan escasos efectos en la reduccion del indice de mortalidad y poca efectividad en la
limitacion de la disfuncion neurolégica en los pacientes con infarto cerebral.

Existen ciertas restricciones en los modelos utilizados en el estudio de la isquemia
cerebral que impiden la caracterizacion de lo sucedido a nivel clinico. A continuacion, se
enumeran las restricciones mas importantes de estos modelos: 1) el empleo de animales
jovenes, aun cuando se tienen registros de casos en pacientes jovenes la evidencia
experimental sefiala que la poblacion con mayor incidencia de EVC son los adultos mayores
de 45 afios, i. e., esta caracteristica disminuye la sensibilidad de los modelos al trasladarlos a
la clinica; 2) el uso de animales sanos, cabe sefialar que la mayor parte de la poblacion
adulta se enfrenta a una serie de enfermedades propias de este grupo de edad, por lo que,
las EVC no son las Unicas enfermedades que deben tratar; 3) la evaluacién de parametros
cuantitativos como el tamafio del infarto para determinar el efecto neuroprotector de los
farmacos, lo cual difiere de los parametros mas importantes evaluados clinicamente, como
son el indice de sobrevida, de discapacidad neurolégica y de recuperacion funcional de los
pacientes que logran sobrevivir a un infarto cerebral y, 4) los modelos que focalizan el dafio
tisular causado por la isquemia cerebral. Las condiciones previamente descritas dieron como
origen el modelo experimental de seccion secuencial de las arterias cardtidas comunes
(SSACC) que se empled en el presente proyecto. La identificacion y evaluacion de las
alteraciones motoras y cognitivas hasta ahora se lleva a cabo con tareas que implican altos

indices de exigencia motriz para los animales, como el laberinto acuético de Morris (1984) o
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el laberinto radial (Olton & Samuelson, 1976) dificultando la discriminacion del compromiso
motor posterior a un evento isquémico de las alteraciones en aprendizaje y memoria. Otra
caracteristica restrictiva de algunos de los estudios es la exclusion de parametros
conductuales inherentes a los animales, es decir, en la literatura disponible no se reporta el
despliegue conductual que los animales muestran dentro y fuera del ambiente experimental,
ya que sin duda detectar cambios sutiles en los patrones de alimentacién o suefio, por
ejemplo, podrian indicarnos el impacto que la isquemia cerebral tiene en los sujetos
sometidos al corte secuencial de las caroétidas e identificar si la ejecucion de las tareas se ve
influenciada o no por estos cambios. Como se menciond anteriormente, el laberinto elevado
en cruz es una herramienta propuesta durante las uUltimas dos décadas como una tarea
sencilla que permite evaluar aprendizaje y memoria; sin embargo, el paradigma empleado
por Itoh et al. (1990; 1991) muestra una restriccion importante que podria impedir la
discriminacion del compromiso motor del déficit cognitivo inducido por la isquemia cerebral,
ya que se registra el tiempo que toma a los sujetos trasladarse de un brazo abierto a uno
cerrado. Gracias a los estudios realizados por el grupo de Rodriguez, Santiago-Mejia,
Fuentes, Gomez et al. (2003) y Rodriguez, Santiago-Mejia, Gomez et al. (2005) se determiné
gue el dafio mas importante es el compromiso motor; con base en estos hallazgos, se puede
establecer que la principal desventaja al emplear este parametro es la hipomotilidad exhibida
por los animales isquémicos, por lo que se sugiere que el nimero de ensayos correctos

podria ayudar en la deteccidn del déficit cognitivo inducido por isquemia cerebral.

2.2 Preguntas de investigacion

¢Es posible identificar mediante el modelo del laberinto elevado en cruz las
alteraciones en la ejecucién y el recuerdo inducidas por la isquemia cerebral aguda?

¢ Es posible evaluar el efecto neuroprotector del dexrazoxano empleando el modelo de

seccion secuencial de las carétidas comunes?
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2.3 Objetivos

2.3.1 Objetivos generales
Identificar la presencia de alteraciones inducidas en aprendizaje (ejecucion) y memoria
(recuerdo) inducidas por la isquemia cerebral aguda
Evaluar las alteraciones en aprendizaje y memoria inducidas por la isquemia cerebral
aguda mediante una tarea en el laberinto elevado en cruz.
Describir el efecto neuroprotector del dexrazoxano como tratamiento de la isquemia

cerebral aguda.

2.3.2 Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de la administracién de una dosis baja (32 mg/kg) y una dosis alta

(128 mg/kg) de dexrazoxano en la modificacion del déficit cognitivo del grupo SSACC.

2. ldentificar el efecto del dexrazoxano en el porcentaje de sobrevida del grupo SSACC.

3. Describir si la modificacién en el despliegue conductual de los animales tiene relacion
con la ejecucion de la tarea en el EPM.

. Postular el presente modelo como una estrategia Util para el estudio de las

alteraciones cognitivas inducidas por la isquemia cerebral.

2.4 Hipétesis

2.4.1 Hipotesis de trabajo
La isquemia cerebral aguda inducida por la seccién secuencial de las arterias
carOtidas comunes produce alteraciones en la ejecucion (aprendizaje) y recuerdo
(memoria) de una tarea en los ratones sometidos al corte secuencial de las carotidas
comunes.
La intervencidn farmacoldgica reduce el déficit cognitivo inducido por la isquemia
cerebral aguda.
Las curvas de sobrevida de los grupos experimentales difieren en relacién a la dosis
empleada del farmaco.
Existen periodos criticos posteriores a la cirugia, en el desempefio de los sujetos

iIsquémicos.
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2.4.2 Hipotesis estadisticas
Ho: No existen diferencias estadisticamente significativas en el promedio de
ejecuciones correctas de los animales sujetos a isquemia cerebral respecto a los grupos
control.
H,: Existen diferencias estadisticamente significativas en el promedio de ejecuciones

correctas de los animales sujetos a isquemia cerebral respecto a los grupos control.

Ho: No existen diferencias estadisticamente significativas para establecer sobrevida de
los animales.
H,: Existen diferencias estadisticamente significativas para establecer sobrevida de los

animales.

Ho: No existen diferencias estadisticamente significativas en el promedio de ensayos
correctos de los grupos tratados con farmaco.
H,: Existen diferencias estadisticamente significativas en el promedio de ensayos

correctos de los grupos tratados con farmaco.

Se consideraron significativos todos los resultados con valor p< 0.05.

2.5 Variables bajo estudio
2.5.1 Determinacion de variables
a) Variable dependiente: nUmero de ejecuciones correctas
b) Variables independientes: seccibn de las arterias carétidas y dosis

farmacoldgica (32 mg/kg y 128 mg/kg).

2.5.2 Definicién conceptual y operacional de variables
Aprendizaje
Definicidbn conceptual: cambio perdurable en las respuestas a una situacion particular
como resultado de la experiencia anterior con esa clase de situacion (Domjan,
2003).
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Definicién operacional: igualacion o superacion de los criterios establecidos durante el
entrenamiento y la fase de adquisicién en relacién al nimero de ensayos

correctos.

Memoria de referencia

Definicion conceptual: se refiere a todas las asociaciones que un organismo adquiere
sobre su conducta, su entorno y las relaciones entre su conducta y su ambiente.
Experimentalmente se refiere a las reglas de una tarea especifica que se
adquieren mediante ensayos repetidos (Honig, 1978; citado en Roberts, 1998;
Domjan, 2003; Dudchenko, 2004).

Definicion operacional: ingreso al brazo reforzado durante la fase de recuperacion, lo
cual implica el recuerdo de la regla general de la tarea, es decir, se observa un
mayor numero de ensayos correctos (ingreso al brazo reforzado) durante la

fase de recuperacion en relacién a las 96h.

Neuroprotecciéon

Definicién conceptual: preservacion de la integridad funcional y estructural del cerebro
por cualquier tipo de intervencion, a fin de detener los efectos perjudiciales de la
isquemia, mediante el uso de farmacos que protejan al cerebro del dafio
neuronal, evitando la muerte celular (Hossmann, 2006; Green et al., 2003;
Wahlgren & Ahmed, 2004).

Definicion operacional: reducciéon del volumen tisular de infarto en los sujetos SSACC
como consecuencia de la intervencion, asi como un incremento en el nimero

de ensayos correctos.

Despliegue conductual
Definicion conceptual: conjunto de comportamientos caracteristicos observables y
registrables de una especie o de un solo miembro de la misma en su ambiente.
Definicion operacional: conjunto de patrones conductuales exhibidos por los sujetos:
suefo, ingesta de alimento y agua, interaccion social, autocuidado y otras

conductas.
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2.6 Unidad experimental

a) Cada grupo bajo estudio fue considerado una unidad experimental.

2.7 Disefo experimental

De acuerdo con Campbell & Stanley (1973), la presente investigacion es un disefio
cuasiexperimental de bloques incompletos (Anderson & McLean, 1974; Méndez, 1977;
Méndez, Namihira y Fortul, 1984) ya que la asignacion de unidades experimentales a los
grupos no fue aleatoria, pues para facilitar el manejo de los animales éstos se alojaron de 3 a
4 sujetos por caja habitacion, por lo que solo la asignacion de las cajas a los bloques se
realizd aleatoriamente. Es decir, cada unidad experimental no contuvo mas que una parte de
los tratamientos establecidos. Para este disefio se emplearon 226 animales divididos en tres
grupos: SSACC, sham y control. El grupo SSACC lo integraron 123 animales asignados
aleatoriamente a tres subgrupos: a) vehiculo (soluciéon salina; n=34), b) dosis baja (32 mg/kg;
n=45) y, c) dosis alta (128 mg/kg; n=44) de dexrazoxano i. p. Cada uno de estos grupos se
evaluo a la par del grupo sham (N=54, asignados a tres muestras) y el grupo control (N=49,
divididos en 3 grupos). Cabe mencionar que las muestras finales de sujetos que participaron
en la evaluacion conductual se modificO debido al procedimiento quirdrgico, pues los
porcentajes de sobrevida son variables para cada uno de los grupos experimentales, asi
como por los criterios mencionados anteriormente. Por ejemplo, para la primera cirugia se

tuvo una n=41y para la segunda cirugia fue una n=24.

2.7.1 Criterios de inclusion

A lo largo del experimento se establecieron diferentes criterios de inclusion
dependientes de la fase, es decir, para la conformacion de la muestra inicial se trabajo con
ratones macho envejecidos (40-60 semanas de edad) de la cepa CFW Taconic; sin embargo,
durante el entrenamiento se establecié que aquellos sujetos que lograran el 50% de ensayos
correctos las ultimas dos sesiones de la fase continuarian con la evaluacion de la linea base
y, posteriormente, con la fase de adquisicion (evaluacion postcirugia); esta fase se conformé
por cuatro sesiones de tres ensayos cada una, es decir, 12 ensayos. Para formar parte de la
muestra a evaluar en la fase de recuperacion, los sujetos tuvieron que lograr el 85% de

ensayos correctos durante la fase previa (adquisicion), esto es, 10 ensayos.
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2.8 Animales

En todos los bloques experimentales se emplearon ratones macho envejecidos (40 a
60 semanas de edad), de la cepa CFW (obtenidos inicialmente de la casa Taconic Farma,
Germantown, NY) de 35 a 55 g de peso corporal, adquiridos del Bioterio de la Facultad de
Medicina de la UNAM. En cada caja habitacion se colocaron de 3 a 4 animales de la misma
camada en una sala de temperatura controlada (22 + 2°C) y humedad relativa (55 £3%), con
un ciclo de luz-oscuridad normal (luz de 7 a. m. a 7 p. m.); se permiti6 a los animales
aclimatarse a las condiciones ambientales de la sala por al menos una semana previa a los
experimentos, durante esta semana los animales tuvieron acceso ad libitum al agua y
alimento (Purina Chow, St. Louis, MO, USA). Dieciocho a veinticuatro horas previas a los
experimentos el alimento fue retirado, manteniendo libre Unicamente el acceso al agua. La
cirugia y las observaciones neuroconductuales se realizaron durante el ciclo de luz, es decir
entre las 09:00-18:00 h. Todos los protocolos experimentales se efectuaron conforme a la
ética experimental establecida en el Reglamento de la Ley General en Materia de
Investigacion para la Salud de México (NOM 062-ZO0-1999: Especificaciones Técnicas para
la produccién, cuidado y uso de Animales de Laboratorio; Secretaria de Salud, 1999). La
muestra inicial de cada grupo en cada bloque se eligié aleatoriamente; sin embargo, a partir
de la linea base y hasta la fase de recuperacion, la muestra fue no probabilistica, intencional,
debido a que los sujetos tuvieron que lograr los criterios de inclusion previamente

mencionados (apartado 2.6.1).

2.9 Procedimiento

El experimento se estructuré en cuatro fases: a) entrenamiento; b) linea base; c)
adquisiciéon y d) recuperacion. Durante las fases b, c y d, el reforzador se encontr6 disponible
al final del brazo meta (BR"). Como brazo de salida (BS) se empleé el brazo abierto distal a
la lampara (Fig. 5). Cada sesion en la linea base, adquisicion y recuperacion tuvo un total de
tres ensayos, con 1 min como tiempo limite para su ejecucion. El reforzador utilizado fue una
gota de leche entera azucarada; para endulzar la leche se empled leche condensada. Al
finalizar cada ensayo se traslado a los sujetos a sus cajas habitacion.
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Rack 1 Rack 2
Paredes falsas
l Reforzador
) Entrada a
Salida (BS) L4
ampara lasala
—> | P
Mesa con cajas

habitacion — Ii

Fig. 5. Esquema de ubicacion del laberinto dentro del cuarto de exploracion. BS= brazo de salida.

Entrenamiento

Esta fase se llevé a cabo en cuatro sesiones continuas, las primeras dos sesiones
tuvieron una duracién de 3 min cada una; la duracién de las ultimas dos sesiones dependi6
del ingreso de los animales al brazo reforzado. Al concluir los ensayos se retird a cada sujeto
del laberinto para limpiarlo con alcohol al 10% para dar paso a una nueva sesion. El ingreso
a los brazos cerrados se reforz6 con una gota de leche entera azucarada. La primera y
segunda sesiones, cada vez que el sujeto se encontrd6 cerca de la entrada del brazo
reforzado (BR") se depositd cerca de éste una unidad del reforzador (R"). La tercera sesién
el R* se coloco en el brazo de salida (BS), el centro del laberinto y el BR". Finalmente, en la
cuarta sesion, el reforzador se mantuvo disponible al final del BR". Durante la tercera y
cuarta sesiones, cada vez que el sujeto ingresé al brazo no reforzado, éste se colocé de
inmediato en el brazo de salida; si el ingreso fue en el BR™, se permitié al sujeto permanecer
por 10 seg en el brazo. Este procedimiento se llevé a cabo en 3 ensayos con 1 min como
tiempo limite para ejecutar la tarea. Al concluir el entrenamiento y, para continuar con la
siguiente fase, los sujetos que durante la tercera y cuarta sesiones no cumplieron con el 50%
de ensayos correctos, fueron excluidos. La distribucion de los animales a los grupos se

realiz6 antes de comenzar el entrenamiento.

Linea base

Al finalizar el entrenamiento se realizé el registro basal en una sesion. Los ensayos
concluyeron cada vez que los animales ingresaron al brazo meta o el tiempo limite se
consumo. Al concluir esta fase y tras un periodo de 2 dias se seccioné la arteria caroétida

izquierda (primera cirugia).
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Fase de adquisiciéon

Después de la primera y segunda cirugias, se evaluo a los animales a las 24, 48, 72y
96h posteriores al procedimiento quirdrgico bajo el protocolo descrito en la linea base. El
objetivo de esta fase fue evaluar la ejecucion de los animales isquémicos comparados con
los grupos sham y control. Al término de esta etapa se excluyo para la siguiente fase a los
sujetos que no lograron el 85% de ejecuciones correctas para evaluar la fase de

recuperacion.

Fase de recuperacion

Esta fase se evalud 7 dias después de concluir la fase de adquisicion tras la primera y
segunda cirugias. El objetivo fue evaluar memoria de referencia en los animales que
sobrevivieron a la seccidon de las arterias car6tidas comunes y sus homodlogos. El
procedimiento fue tal como se describi6 a partir de la linea base. Cabe mencionar que, previo
a la segunda cirugia se evalu6é a los sujetos en las condiciones de la tercera y cuarta
sesiones de entrenamiento y hasta concluir con la fase de recuperacidén. La secuencia
temporal del experimento se muestra en la Fig. 6.

Entrenamiento — 4 sesiones
Linea base—» 1 sesion

Seccion arteria carotida izquierda (primera cirugia)
Adquisicién —»24-96h postcirugia
Recuperacion— 7 dias posteriores a las 96h

Linea base —»1 sesion

Seccion arteria carotida derecha (segunda cirugia)
Adquisiciéon —» 24-96h postcirugia
Recuperacion — 7 dias posteriores a las 96h

Fig. 6. Distribucién temporal de las fases experimentales.

2.9.1 Aparatos
Se utiliz6 un laberinto elevado en cruz de acrilico (Fabricante independiente) que
consta de dos brazos abiertos de color blanco de 48.65 cm de largo con una separacion de
7.25 cm y dos brazos cerrados de color negro de 49.15 cm de largo separados por una

distancia de 7.25 cm correspondientes al ancho de los brazos abiertos, la altura de las
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paredes es de 17.05 cm, la altura total de 47.75 cm. El laberinto se coloc6 sobre un cajon de
madera a 27 cm del piso, alrededor se colocaron paredes falsas de vinil color negro con una
altura de 1 m y 60 cm de ancho para simular un espacio cerrado (Fig. 5) y controlar la
cantidad de informacion disponible en el ambiente. La luz general se apagd para dejar

Uunicamente encendida una lampara de luz blanca de 15 watts ubicada a 119 cm del piso.

2.9.2 Procedimiento quirargico

La isquemia cerebral se indujo mediante el procedimiento de seccion secuencial de las
arterias carotidas comunes (SSACC; Rodriguez, Rodriguez-Boscan et al., 2000). Bajo
anestesia leve con éter, se realizd una incisién en la cara anterior del cuello, separando
cuidadosamente la arteria cardtida comun izquierda del nervio vago (Fig. 7) y, excepto en el
grupo sham, se secciond entre dos ligaduras; la incision se cerrdé con hilo quirdrgico.
Después de la cirugia, los animales fueron colocados en un area de recuperacion,
manteniendo su temperatura corporal con lamparas. Una vez que los animales se
recuperaron de la anestesia fueron colocados nuevamente en sus cajas habitacion. Treinta y
dos dias después de la seccion de la arteria carétida izquierda se realiz6 el mismo
procedimiento para la arteria contralateral. Como grupos control se utilizaron ratones sin
anestesia ni cirugia (control) y ratones con anestesia y procedimiento quirdrgico, excepto
ligaduras y seccién de las arterias carétidas (sham).

Fig. 7. Procedimiento quirirgico realizado a los sujetos SSACC y sham. El sujeto es fijado de su tren anterior y superior, asi
como de sus dientes para restringir sus movimientos durante la cirugia. A: ilustra las arterias cardtidas comunes que se
ligaron y seccionaron (tomado de Roda, Carceller, Pascual, Herguido, Gonzalez-Llanos, Alonso de Lecifiana...Diez-Tejedor,
1998).
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2.9.3 Prueba farmacologica

Los resultados obtenidos en 2003 por Rodriguez, Santiago-Mejia et al. indican que las
dosis 32 mg/kg (dosis baja) y 128 mg/kg (dosis alta) tienen un efecto neuroprotector, es
decir, se observé una reduccion en el indice mortalidad y las alteraciones neuroconductuales
inducidas por la SSACC. Las dosis mencionadas permitieron evaluar el efecto del farmaco en
las alteraciones observadas en los animales tanto conductuales como cognitivas. La
administracion se realiz6 15 minutos después de la segunda cirugia (Jordan, Behlendorf,
Mueller, & Schmoll, 2009). Como ya se menciond, los animales del grupo SSACC se

dividieron en tres grupos para recibir dosis diferenciales i. p. del farmaco o solucion salina.

2.9.4 Mortalidad
Después de la primera y segunda cirugias, se registr0 consecutivamente cada 24h y
hasta el final de la fase de adquisicion (96h) el nUmero de muertes para calcular las curvas

de sobrevida, asi como el efecto de la administracion de dexrazoxano sobre éstas.

2.9.5 Evaluacion de la lesion isquémica

La evaluacion de la lesién isquémica inducida en los modelos experimentales es
importante para determinar la eficacia que los tratamientos farmacoldgicos ejercen en la
reduccion de la lesion. Dentro de los métodos histopatologicos empleados para la evaluacion
del dafio isquémico cerebral se encuentra el uso del Clorhidrato de Trifeniltetrazodium (TTC),
un colorante que tifie de rojo el tejido sano al reaccionar con las mitocondrias activas (Prieto-
Arribas et al., 2008). El estudio histopatoldgico con TTC de los animales sometidos al corte
secuencial de las carétidas comunes, sefiala que el dafio cerebral se presenta en ambos
hemisferios; no obstante, es en el hemisferio derecho donde se presenta de forma mas
marcada. Las areas de infarto corresponden a la corteza frontoparietal, el estriado, el
cerebelo y el hipocampo en sus areas CAl, CA2, CA3 y CA4 (Auer et al., 1986; Rodriguez,
Gerson et al.,, 2000; Rodriguez, Rodriguez-Boscan et al., 2000). Para evaluar el efecto
neuroprotector del tratamiento farmacoldgico, previo a la segunda cirugia y a las 24 y hasta
las 96h se sacrifico un animal de cada grupo con una sobredosis i. p. de pentobarbital (47
mg/kg). Cada uno de los animales se decapitd para extraer cuidadosamente los cerebros y

colocarlos en refrigeracion por 10 min para facilitar su manipulacion. Posteriormente, los
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cerebros se situaron en una matriz de cortes coronales con 1 mm de grosor para realizar los
cortes a la altura del bulbo olfatorio y hasta el cerebelo. Los cortes obtenidos se colocaron en
solucién al 2% de TTC por 30 min (Khan, 2000). Transcurrido este tiempo, los cortes se
situaron en una caja de Petri con solucion salina para su acomodo antero-posterior. Bajo un
microscopio estereoscopico se acomodaron uno por uno los cortes para fotografiarlos con
una camara digital Olympus SZ61, facilitando asi, la delimitacion y cuantificacion de la region
isquémica o de infarto cerebral. Se consideré como tejido dafiado aquel tejido que durante la

tincion no adquirid coloracion alguna.

2.10 Andlisis estadistico

Las curvas de sobrevida se calcularon con el método Kaplan-Meier y se contrastaron con
la prueba de rangos logaritmicos. El promedio de ensayos correctos se comparo con el
analisis de varianza de una clasificacion (One-way ANOVA); para determinar si existia algun
periodo critico dentro de la fase de evaluacion se empled el ANOVA de medidas repetidas de
un factor. La evaluacion del efecto farmacoldgico sobre la ejecucion de la tarea se realizd
mediante la prueba t de Student para muestras independientes, la comparacion realizada fue
entre los grupos SSACC. En el caso de la evaluacion de la lesion isquémica, se reportan

unicamente los volimenes totales y el porcentaje de la zona de infarto.
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[ll. RESULTADOS
3.1 Experimento preliminar. Ejecuciéon de la tarea en el EPM y deteccidén de patrones
conductuales
3.1.1 Condiciones experimentales
El entrenamiento se realizé durante 8 sesiones continuas, distribuidas de la siguiente
forma (Tabla 1):

Tabla 1.
Distribucion temporal de la fase de entrenamiento del experimento preliminar.

Sesion | Condicién
Liberacion del R* en intervalos de
15 seg

R"enBSyBD

R" en BSy BI

R" en BSy BI
R en BSyBD
Nota: R'= Reforzador, BS= brazo de salida, BD= brazo derecho, Bl= brazo izquierdo.

O (NO O~ WIN -

Cada una de las sesiones de entrenamiento tuvo una duracion de 4 min; a partir de la
guinta sesion, cada vez que el sujeto ingresé a cualquiera de los brazos cerrados éste se
devolvié al BS para continuar con la sesion. Al término de esta fase se registro la linea base,
después de la cirugia, a las 24, 48 y 72h también se realizo la evaluacion de la ejecucion de
la tarea. Como tiempo limite se determind un intervalo de 60 seg por ensayo, es decir, se
cronometré manualmente el tiempo desde que se coloco al sujeto en el BS y hasta que éste
ingresé y probd el R™ en el brazo correspondiente; si al finalizar este tiempo el sujeto no
habia ingresado al BR" se retiraba del laberinto para dar paso a otro ensayo o sujeto. Cada

sesion experimental se conformo por un total de 6 ensayos.

3.1.2 Resultados de la ejecucion
a) Primera cirugia
En la Fig. 8 se representan las medias y desviaciones estandar obtenidas en cada
fase de registro de cada grupo experimental. Durante la linea base el grupo control (n=7)
ejecutd en promedio 1.29 ensayos correctos, a las 24h este promedio incrementd a 2.57 que
fue su promedio mas alto, ya que durante los siguientes periodos de evaluacion su

rendimiento disminuyd, finalizando el experimento con 1.14 ejecuciones correctas promedio.
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En el caso del grupo sham (n=9), el promedio basal fue de 2 ensayos; a las 24h se registro
un incremento hasta alcanzar 2.67 ensayos correctos; sin embargo, las siguientes fases este
promedio no se mantuvo hasta el final de la evaluacién, pues a las 48h ejecutd 2 ensayos
correctos, mientras que a las 72h registraron su ejecucion mas baja, esto es, 1.44 ensayos
correctos promedio. Finalmente, en el caso del grupo SSACC (n=26) la basal fue de 1.65
ensayos correctos; a las 24 y 48h este promedio incrementd a 1.85 y 2.42, respectivamente,
gue a las 72h disminuy6 a 2.19 ejecuciones correctas. Cabe mencionar que a las 48 y 72h la
ejecucion de la tarea del grupo SSACC fue mejor que la observada en los grupos sham y

control.

Ejecucion EPM 12 cirugia

3 Control
4 E3 Sham
o ZZ1 SSACC
3 34
E =
° =
S TE = = 0/
2| LEp | IER LE 2
HME = = %
57 | 180 | |E 2
ol LIE = = /

Basal 24 48 72
Fase de evaluacion (h)

Fig. 8. Promedio de ensayos correctos y desviacion estandar de la primera cirugia. EC=ensayos correctos.

Los resultados obtenidos al aplicar el analisis de varianza de una clasificacién se
muestran en la tabla 2; aunque el grupo control obtuvo una puntuacion por debajo de los
grupos sham e isquémico, el analisis aplicado no revelé diferencias estadisticamente

significativas, es decir, la ejecucion de los grupos fue similar.

Tabla 2.
Resultados del andlisis de varianza aplicado a los datos de la primera cirugia.
Fase F p
Basal .687 .509
24h 1.418 .254
48h 1.566 222
72h 1.611 213

Nota: 24-96h= periodos de evaluacion posteriores a la seccion de la carétida izquierda.
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En relacion al ANOVA de medidas repetidas, en el grafico de perfil (Fig. 9) es posible
observar que la ejecucién de los animales isquémicos mejord después de la primera cirugia
(seccidn de la carétida izquierda), esto es, a las 24 y 48h, a pesar de la reduccion registrada
al final del experimento (72h). Al estudiar el efecto del factor faseval o intra-sujetos mediante
los estadisticos univariados, los resultados indican que el efecto de este factor no fue
estadisticamente significativo F(3)=2.503, p=.066, es decir, el promedio de ejecuciones

correctas fue la misma a través del tiempo.

EC 12 cirugia

N
(e}
1

NG
N
1

-~ EC SSACC

EC promedio
2NN
© o N
1 1 1

=
(o]
1

14

1
Basal 24 48 72
Fase de evaluacion (h)

Fig. 9. Gréfico de perfil correspondiente a la primera cirugia. EC= ensayos correctos.
b) Periodo inter-cirugias

En la Fig. 10 se representan las medias y desviaciones estandar de los ensayos
correctos de cada grupo durante la primera, segunda y tercera semanas posteriores a la
seccion de la caroétida izquierda. El Unico grupo en el que se observo un incremento gradual
en su media de ejecuciones fue el grupo control, pues durante la primera semana de
evaluacion posterior a la primera cirugia registré 0.60 ensayos correctos, la segunda semana
0.80 y la tercera semana 1.20. En cambio, en los grupos sham y SSACC las ejecuciones no
fueron constantes; por un lado, el grupo sham registré una media de 1.29, que incremento a
1.86 ensayos correctos, que no logré6 mantener hasta el final de la evaluacion, al disminuir a
1 ensayo correcto. Por otra parte, en el caso del grupo SSACC la primera semana de
evaluacion ejecutdé en promedio 1.57 ensayos correctos que incrementaron a 1.83 la
segunda semana; sin embargo, al finalizar el periodo de evaluacion, al igual que el grupo

sham, registr6 una disminucion, ejecutando soOlo 1.61 ensayos correctos. Es decir, la
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ejecucion del grupo SSACC durante la primera y tercera semanas fue mejor que la de los

grupos control; la segunda semana la ejecucion de los grupos sham e isquémico fue similar.

Ejecucion EPM inter-cirugias

4_
1 Control
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o 3 ZA SSACC
o
Q
£ 2
o
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Semana 1 Semana 2 Semana 3
Periodo inter-cirugias

Fig. 10. Medias y desviaciones estandar registradas durante el periodo de recuperacién posterior a la primera cirugia. EC=
ensayos correctos.

Los resultados del analisis de varianza de una clasificacion se presentan en la Tabla 3,
los cuales sefialan que no existen diferencias estadisticamente significativas en la ejecucion

de la tarea de los grupos experimentales en ninguna de las fases evaluadas.

Tabla 3.
Andlisis de varianza de una clasificacién aplicado a la fase inter-cirugias.
Fase F p
Semana 1 1.106 .343
Semana 2 1.103 .368
Semana 3 .702 .503

Nota: semana 1-3= periodo inter-cirugias.

Aunque descriptivamente el grafico de perfil (Fig. 11) sugiere que durante la segunda
semana post-cirugia el promedio de ensayos correctos de los grupos sham y SSACC mejord,
el andlisis de varianza de medidas repetidas indic6 que no existen diferencias
estadisticamente significativas en el promedio de ensayos correctos, F(2)=.392, p=.678, esto

es, la ejecucion de los sujetos fue la misma a través del tiempo.
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EC inter-cirugias
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Fig. 11. Grafico de perfil del factor faseval. EC= ensayos correctos.
C) Segunda cirugia

En la Fig. 12 se puede observar que durante la linea base el grupo control ejecutd en
promedio 1 ensayo correcto; 0.67 ensayos correctos a las 24h; a las 48h registré un
incremento de una unidad, al realizar 1.67 ensayos correctos pero, a las 72h este promedio
descendid nuevamente, ejecutando Unicamente 1 ensayo. En el caso del grupo sham, la
basal registrada fue el promedio mas bajo de todo el experimento, es decir, 1.25 ensayos
correctos; a partir de las 24h y hasta la conclusiéon del experimento, el promedio de ensayos
correctos fue de 2. El grupo isquémico registré una basal de 1.50 ejecuciones correctas que,
tras la seccion de la carétida derecha disminuyo a 0 durante las 24 y 48h; sin embargo, a las
72h ejecutd un promedio de 2 ensayos correctos, sugiriendo recuperacion en los animales

isquémicos.
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Fig. 12. Medias y desviacién estandar de ensayos correctos, de cada grupo experimental. EC= ensayos correctos. *p<0.05.
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El analisis de varianza de una clasificacion aplicado a los datos obtenidos durante la
segunda cirugia (Tabla 4), indicé diferencias estadisticamente significativas a las 48h
posteriores a la segunda cirugia; sin embargo, en la fase basal (previa a la cirugia) y a las 24
y 72h después de la segunda cirugia, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas. Mediante la prueba post hoc de Scheffé (Tabla 5) fue posible corroborar que

las diferencias estadisticamente significativas fueron entre los grupos SSACC y sham

(p=.037).

Tabla 4.
Analisis de varianza de una clasificacion, segunda cirugia.
Fase F p
Basal .081 .923
24h .138 .138
48h 6.250 .034*
72h .250 787

Nota: 24-96h= periodos de evaluacion posteriores a la seccion de la carétida derecha. *p<0.05

Tabla 5.

Comparaciones post hoc de Scheffé, segunda cirugia (seccion de la carétida derecha).

Grupo Grupo
Fase asignado (I) asignado (J) M P
48h Sham SSAAC 2.000 037*
SSACC Sham -2.000 .037*

Nota: M= media. *p<0.05

Es importante sefialar que para esta fase experimental se aplico el andlisis de
varianza de medidas repetidas; sin embargo, los resultados fueron inconsistentes, por lo que

no fue posible identificar la existencia de periodos criticos de recuperacion.

3.1.3 Deteccion de patrones conductuales
Se registré aleatoriamente una muestra de animales (n=9) dentro de sus cajas
habitaciéon para determinar cuales eran los patrones conductuales exhibidos con mayor
frecuencia por los animales dentro de sus cajas para asi describir si tenian alguna relacion
con el desempefio de los animales en la ejecuciéon de la tarea. Los patrones conductuales
identificados fueron: suefio, se considerd que los animales dormian si permanecian inméviles
en un area especifica y su desplazamiento y actividad disminuian; autocuidado, que

incorporé conductas como acicalar o lamer su cuerpo; ingesta de agua y alimento,
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interaccidon social, se registr6 como interaccion el contacto por varios segundos del objetivo

con alguno de sus compafieros. Finalmente, en la categoria otras conductas, se incluyeron

las conductas menos frecuentes como agresividad, que se identifico cada vez que el objetivo

iniciaba una pelea con cualquier miembro de la caja habitacion, desplazamiento de la astilla

(enterramiento) y exploracion de la caja. Los registros observacionales se realizaron

manualmente por un periodo de 20 min, para lo cual se cronometré cuanto tiempo invertian

los animales en una u otra conducta. Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. 13.
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Fig. 13. Patrones conductuales exhibidos antes y después de la primera cirugia. A= entrenamiento, B= periodo de
recuperacion posterior a la primera cirugia

Tabla 6.

Tiempo promedio y desviacion estandar de los patrones conductuales registrados durante el entrenamiento.

Nota: M= media, s= desviacion estandar, D= suefio, A= autocuidado, C= ingesta

Grupo
SSACC Sham Control
Patrén conductual M | s M | s M | s
D 3569.25 1186.53 1103.50 68.91 1074.00 298.32
A 1795.50 208.35 37.25 29.74 853.50 447.48
C 517.00 369.62 0.00 0.00 65.00 130.00
w 99.00 30.65 0.00 0.00 2.25 2.63
Is 161.75 130.62 0.00 0.00 66.25 100.10
Oc 1054.25 614.50 57.75 77.57 339.00 60.25

Is=interaccién social, Oc= otras conductas.
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Tabla 7.
Tiempo promedio y desviacion estandar de los patrones conductuales registrados durante la fase inter-cirugias.
Grupo
SSACC Sham Control
Patron conductual M s M s M | s

D 4903.00 748.20 877.50 255.27 1906.50 356.95
A 636.50 356.07 151.00 210.72 365.75 241.18
C 124.75 249.50 0.0 0.0 15.00 30.00
W 2.00 4.00 6.00 8.49 1.25 2.50
Is 67.25 109.37 0.0 0.0 7.25 14.50
Oc 266.50 316.00 165.50 36.06 104.25 168.55

Nota: M= media, s= desviacion estandar, D= suefio, A= autocuidado, C= ingesta de alimento, W= ingesta de agua,
Is=interaccién social, Oc= otras conductas.

Los resultados de los registros observacionales indicaron que durante las sesiones de
entrenamiento (A) los patrones conductuales exhibidos por el grupo isquémico (n=5) con
mayor frecuencia fueron suefo (D), autocuidado (A), otras conductas (Oc) e ingesta de
alimento (C). Respecto al grupo sham (n=1), el despliegue conductual registrado fue
diferente y poco, ya que la mayor parte del tiempo el sujeto durmio. Finalmente, el grupo
control (n=2) exhibié un mayor despliegue conductual comparado con los grupos SSACC y
sham, pues las principales conductas registradas fueron suefio y autocuidado, asi como
otras conductas registrando tiempos muy parecidos. Durante la fase inter-cirugias (B) no se
observaron cambios en relaciéon al despliegue conductual exhibido por los sujetos; por
ejemplo, en el caso del grupo control (n=2), se observlé un incremento en el tiempo que
durmieron y una disminucion en autocuidado respecto a la fase de entrenamiento. Por otra
parte, los patrones conductuales del sujeto del grupo sham no mostraron cambios aparentes
durante los registros, manteniéndose suefio como el patron conductual mas frecuente
durante las sesiones. El grupo SSACC también incrementé el tiempo invertido en dormir, por
lo que disminuyé el tiempo empleado en autocuidado; reduciéndose entonces, su despliegue
conductual posterior a la primera cirugia y durante el periodo de recuperacion.

3.1.4 Mortalidad
a) Primera cirugia.
Durante la primera cirugia no se registraron muertes en los sujetos del grupo control
(n=7), por lo que se consideré como el 100% del indice de sobrevida. En el grupo sham
(n=12), al que solo se manipuld la carotida, se observdé una muerte posterior a las 48h,

alcanzando un porcentaje de sobrevida de 91.67%, que se mantuvo hasta las 96h. En el
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grupo SSACC (n=44), los porcentajes de sobrevida registrados fueron 95.45%, 86.36% y
81.82% a las 24, 48 y 72h, respectivamente; cabe mencionar que este porcentaje se
mantuvo hasta el final del registro, es decir, a las 96h (Fig. 14). Al comparar las curvas de
sobrevida posteriores a la primera cirugia, el andlisis estadistico no revelo diferencias

estadisticamente significativas.

Primera cirugia
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Fig. 14. Curvas de sobrevida de la primera cirugia, la comparacién no resulto significativa.
b) Segunda cirugia

Tras la seccion de la carotida derecha, 32 dias después de la primera cirugia, el
namero de animales se mantuvo Unicamente para el grupo control (n=7), lo que permitié
considerar este como 100% en el porcentaje de sobrevida. En el caso del grupo sham, la
manipulacion de la carétida izquierda modifico la muestra para la segunda cirugia (n=9); no
obstante, la manipulacion de la car6tida derecha, no se produjeron muertes en este grupo, es
decir, el porcentaje de sobrevida fue del 100%. Por otra parte, la seccion de la carétida
derecha produjo un alto indice de mortalidad en el grupo SSACC, lo que redujo su porcentaje
de sobrevida a 15.62% a las 24h; 6.25% a las 48h y 3.12% a las 72h; cabe mencionar que
este fue el Ultimo periodo de registro para este grupo ya que en esta fase de registro, solo
sobrevivié un sujeto hasta las 72h (Fig. 15). La comparacién mediante la prueba de rangos
logaritmicos revel6 diferencias estadisticamente significativas (*p<0.05) en las curvas de

sobrevida de los grupos.
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Fig. 15. Curvas de sobrevida de los grupos experimentales correspondientes a la segunda cirugia. *p<0.05.

3.2 Experimento final
3.2.1 Condiciones experimentales

Las condiciones experimentales previamente descritas, permitieron establecer los
criterios bajo los cuales se evalud la tarea en el experimento final. Cabe mencionar que,
ademas de contabilizar el numero de ejecuciones correctas realizadas por cada sujeto,
también se registro la latencia de transferencia correspondiente a cada ensayo, es decir, el
tiempo que tardo el sujeto en cruzar del brazo de salida al brazo reforzado y consumir el
reforzador. Para este experimento, el periodo de evaluacion se extendié hasta las 96h post-
cirugia ademas de la implementacion de la fase de recuperacion, evaluada una semana

después de las 96h.

3.2.2 Resultados de la ejecucion
a) Primera cirugia

Los datos obtenidos indican que, tras la implementacién de los nuevos criterios de
evaluacion (con un nuevo lote de animales), la ejecucién del grupo control (n=11) mejord
después del registro basal, donde obtuvo un promedio de 1.27 ensayos correctos; a las 24 y
48h el promedio registrado fue 1.73 y 2.27 ensayos correctos, respectivamente. Sin
embargo, a las 72h el promedio observado disminuyo a 1.73 ensayos correctos, mientras
que a las 96h incrementd, alcanzando un promedio de 2 ejecuciones correctas (Fig. 16).
Durante la basal, el grupo sham (n=15) obtuvo su promedio mas alto de toda la evaluacién,
es decir, 1.60 ejecuciones correctas; a las 24h su promedio se redujo a 1.07 ensayos; sin

embargo, a partir de las 48 y hasta las 96h su desempefio mejoré al registrar 1.33, 1.33 y
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1.53 ensayos correctos, respectivamente. En el caso del grupo isquémico (n=15), el
promedio registrado para la basal fue de 1.60 ensayos correctos que disminuy6 a 1.07 a las
24h. Cabe mencionar que al igual que el grupo sham, a partir de las 48h la ejecucion de los
animales mejoro, obteniendo un promedio de 1.27 ensayos a las 48h y 1.53 a las 72 y 96h.
Es importante sefialar que durante la fase de recuperacion, los promedios se modificaron
para cada uno de los grupos, asi como también el nUmero de sujetos evaluados. El promedio
registrado para el grupo control (n=4) fue 1 ensayo correcto; mientras que para el grupo
sham (n=3) el promedio de ejecuciones correctas fue 2.66. Finalmente, el grupo isquémico
(n=2) registré el promedio mas alto de los tres grupos, es decir, 3 ensayos correctos, es
posible identificar en la grafica que el grupo isquémico y el grupo sham tuvieron un
desempefio muy similar a pesar del procedimiento quirlrgico correspondiente, aun cuando
éste es menor al desempefio del grupo control a partir de las 24 y hasta las 96h. Sin
embargo, en la fase de recuperacion los resultados se muestran diferentes, ya que el
promedio de ensayos correctos de los grupos sham e isquémico se encuentra por encima de
los registrados por los animales control, de hecho, de los tres grupos el SSACC fue el que

obtuvo los mejores resultados de toda la evaluacion.
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Fig. 16. Ensayos correctos promedio y desviacién estandar de cada grupo. EC= ensayos correctos. *p<0.05.
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El andlisis de varianza de una clasificacion (Tabla 8) aplicado al nUmero de ensayos
correctos tras la primera cirugia, indicé que las Unicas fases de evaluacién donde se
presentaron diferencias estadisticamente significativas fueron a las 48h post-cirugia y la fase
de recuperacioén. Gracias a la prueba post hoc de Scheffé fue posible determinar que durante
la fase de recuperacion las principales diferencias se observaron entre el grupo control y los

grupos sham e isquémico (Tabla 9).

Tabla 8.
Analisis de varianza de una clasificacion aplicado al promedio de EC (primera cirugia, experimento final).
Fase F p
Basal .346 710
24h 1.666 .202
48h 3.780 .032*
72h 418 .661
96h .803 455
Recuperacion 8.250 .019*

Nota: EC= ensayos correctos; 24-96h= periodos de registro posteriores a la primera cirugia. *p< 0.05.

Tabla 9.
Comparaciones post hoc de Scheffé, primera cirugia (experimento final).
Grupo Grupo
Fase asignado asignado M p
0] ()
Control Sham -1.666 .046*
SSACC -2.000 .037*
Recuperacion Sham Control 1.666 .046*
SSACC Control 2.000 .037*

Nota: M= media; *p<0.05

Aunque descriptivamente, en la Fig. 17 (grafico de perfil) se puede observar que tras
la cirugia, a partir de las 24h, el desempefio de los animales SSACC mejor6 conforme
transcurrio la evaluacion, los resultados del andlisis de varianza de medidas repetidas,
relativos al efecto del factor faseval F(4)=1.975, p=.111, sefialan que no existen diferencias
estadisticamente significativas en el promedio de ensayos correctos en las sesiones

experimentales, es decir, la ejecucion de los sujetos regreso a linea base.
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Fig. 17. Gréfico de perfil de la primera cirugia. EC= ensayos correctos.
b) Segunda cirugia

En la Fig. 18 se representan las medias de los ensayos correctos de cada grupo
obtenidos en los distintos niveles del factor faseval, i. e., de la basal hasta la fase de
recuperacion. Como se puede apreciar, el promedio del grupo control mejoré en la mayoria
de las fases de evaluacion; por ejemplo, en la basal obtuvo 2.80 ensayos correctos que
disminuyeron a las 24h a 2.40; sin embargo, a las 48h este promedio mejoré (2.70) y se
mantuvo hasta el final de la evaluacion (96h) donde registré 2.80 ensayos correctos, durante
la fase de recuperacion, el promedio registrado fue de 2.75 ejecuciones correctas. Respecto
al grupo sham, es posible observar fluctuaciones en los promedios obtenidos en cada una de
las fases de registro. Por ejemplo, al inicio durante la basal, se registré6 uno de los dos
promedios mas altos del grupo, es decir, 2.30 ejecuciones correctas, el otro pico lo alcanzé al
final del experimento, esto es, a las 96h con un promedio de 2.40 ensayos correctos. No
obstante estos altos promedios entre la basal y las 96h, la ejecucion del grupo no fue estable,
ya que a las 24h registro un promedio de 1.40 ejecuciones correctas; a las 48h 2.10 pero a
las 72h disminuyé a 1.70 ensayos correctos; a pesar del promedio registrado a las 96h,
durante la fase de recuperacion, se registr0 un decremento en la ejecucion del grupo al
realizar 1.66 ensayos correctos. Por udltimo, en la basal el grupo SSACC ejecutdé 1.75
ensayos correctos de 3 posibles; a las 24h solo registrd6 0.75 ensayos correctos; cabe
mencionar que la ejecucion de este grupo se sostuvo a partir de las 48 y hasta las 96h en 1
ensayo correcto. Es de suma importancia sefialar que durante la fase de recuperacion no se

logro evaluar a los sujetos de este grupo ya que el sujeto que seria evaluado fallecié antes
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del periodo establecido. En la Fig. 18, es posible observar como la ejecucion del grupo
control fue estable durante todo el experimento; en el caso del grupo sham a las 24h
posteriores a la manipulacion de la car6tida derecha, el promedio de ensayos correctos
registrados disminuy0; sin embargo, en las fases posteriores se observd mejoria en el
desempeiio de la tarea. Con el grupo isquémico, al igual que en el caso del grupo sham, a
las 24h del corte de la carétida derecha el promedio de ensayos correctos fue menor
respecto a la basal pero, durante las evaluaciones posteriores (a partir de las 48 y hasta las

96h) el desempefio del grupo mejora y se estabiliza.

Ejecucion EPM 22 cirugia

4~
ok .« [ Control
*_* I XK % E= Sham
o I [ | [1 1 ZZ SSACC
ke
)
£ 2
=
O]
L
14
C T L] T 1 T T
Basal 24 48 72 96 Recuperacion

Fase de evaluacion (h)

Fig. 18. Ejecuciones promedio y desviacién estandar de cada grupo antes y después de la segunda cirugia. EC= ensayos
correctos. *p<0.05.

El analisis de varianza de una clasificacion (Tabla 10) aplicado indicé diferencias
estadisticamente significativas en el promedio de ejecuciones correctas de los grupos
experimentales a partir de las 24h post-cirugia y hasta la fase de recuperacion, es decir, el
procedimiento quirdrgico modificé el desempefio de los sujetos en la tarea. En relacion a las
diferencias encontradas, la prueba post hoc de Scheffé indico que a las 24, 48, 72 y 96h las
diferencias se ubicaron entre el grupo control y el grupo isquémico; sin embargo, a las 96h
también existieron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos sham e
isquémico (Tabla 1). Cabe indicar que no se mencionan las comparaciones para la fase de
recuperacion ya que ninguno de los sujetos del grupo isquémico concluyé el experimento

hasta este periodo.
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Tabla 10.
Resultados del andlisis de varianza aplicado al nimero de EC, antes y después de seccionar la carétida derecha.

Fase F p
Basal 2.458 110
24h 4.196 .029*
48h 4.605 .022*
72h 6.001 .009*
96h 9.800 .001*
Recuperacion 5.531 .043*

Nota: EC= ensayos correctos. *p<0.05.

Tabla 11.
Comparaciones post hoc de Scheffé, segunda cirugia.
Grupo Grupo
Fase asignado asignado M p
)] ()
24h Control SSACC 1.650 .050*
SSACC Control -1.650 .050*
48h Control SSACC 1.700 .023*
SSACC Control -1.700 .023*
72h Control SSACC 1.800 .018*
SSACC Control -1.800 .018*
Control SSACC 1.800 .001*
96h Sham SSACC 1.400 .009*
Control -1.800 .001*
SSACC Sham -1.400 .009*

Nota: M= media; 24-96h= periodos de registros posteriores a la segunda cirugia. *p<0.05.

Finalmente, al aplicar el analisis de varianza de medidas repetidas los datos fueron
inconsistentes, es decir, los supuestos no se cumplieron y el tamafio de la muestra fue
insuficiente para lograr resultados que permitieran concluir, por lo cual, en este apartado no
se mencionan posibles diferencias en la ejecucion de la tarea (promedio de ensayos

correctos)

3.2.3 Evaluacién conductual
A patrtir de los resultados obtenidos en el experimento preliminar, se determiné que las
conductas previamente mencionadas serian tomadas en cuenta nuevamente para identificar
si existian cambios en los patrones conductuales sefialados. Es importante mencionar que se
realizaron cinco registros observacionales con una duraciébn de 15 min cada uno; los
primeros dos registros se sumaron para obtener la frecuencia de la fase pre-cirugia, lo mismo
se hizo con los dos registros siguientes que se denominaron post-primera cirugia, el quinto (y

ultimo) registro se tomd en cuenta como post-segunda cirugia
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a) Primera cirugia

Los resultados de la Fig. 19 indican que durante los registros observacionales relativos
a la pre-cirugia, el patréon conductual mas frecuente fue suefio, seguido por autocuidado e
ingesta de alimento. Durante la fase post-primera cirugia los patrones conductuales mas
frecuentes fueron los mismos que se registraron durante la fase previa, indicando que no
hubo cambios en el despliegue conductual de los sujetos experimentales. Ademas de los
registros realizados en el grupo SSACC, también se llevaron a cabo los registros de los
grupos sham y control, los cuales indican que mas de la mitad del tiempo total durmieron, por

lo que, la frecuencia del resto de las conductas fue muy baja.
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Fig. 19. Tiempo promedio (s) de los patrones conductuales registrados en las fases precirugia y post 12 cirugia.

Tabla 12.
Tiempo promedio de los patrones conductuales registrados en la precirugia.

Nota: M= media, D= suefio, A= autocuidado, C= ingesta de alimento, W= ingesta de agua, Is=interaccion social, Oc= otras

conductas.

Grupo
SSACC Sham Control
Patrén conductual M M M
D 1160.00 1786.75 1292.25
A 373.00 3.75 395.50
C 107.20 0.0 27.50
W 36.20 0.0 0.0
Is 19.40 4.25 18.50
Oc 104.20 5.25 66.25
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Tabla 13.
Tiempo promedio de los patrones conductuales registrados durante la post 12 cirugia.
Grupo
SSACC Sham Control
Patron conductual M M M
D 1548.60 821.25 1467.67
A 11.20 464.00 272.00
C 128.60 333.75 27.67
w 4.80 28.25 67
Is 0.60 45.00 19.00
Oc 6.20 107.75 12.00

Nota: M= media, D= suefio, A= autocuidado, C= ingesta de alimento, W= ingesta de agua, Is=interaccion social, Oc= otras
conductas.

b) Segunda cirugia

Los registros observacionales de esta etapa indican que durante la fase post-primera
cirugia, los patrones conductuales mas frecuentes (Fig. 20) fueron suefio, ingesta de
alimento y autocuidado. En el caso de la evaluacidén post-segunda cirugia, tras la seccion de
la carétida derecha, los patrones mas frecuentes fueron ingesta de alimento, suefio e ingesta
de agua. Adicionalmente, los registros del grupo sham muestran que los sujetos exhibieron
patrones conductuales diversos; por ejemplo, en la post-primera cirugia suefio fue el patron
mas frecuente seguido por autocuidado e ingesta de alimento; en la fase post-segunda
cirugia, la frecuencia del autocuidado disminuy0, el suefio incrementd; mientras que la
ingesta de alimento mantuvo tiempos similares a los registrados previamente; ademas, de
exhibir incremento en la frecuencia de la ingesta de agua. Finalmente, en la post-primera
cirugia, el patrén mas frecuente registrado en el grupo control fue suefio, seguido, con menor
frecuencia por autocuidado e ingesta de alimento. Para la post-segunda cirugia (Fig. 20),
suefio se mantuvo como el patron conductual mas frecuente e ingesta de alimento como el

segundo patrén mas exhibido.
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Fig. 20. Tiempo promedio (s) de los patrones conductuales registrados durante la post 12 cirugia y post 22 cirugia.

Tabla 14.

Tiempo promedio de los patrones conductuales registrados durante la post 12 cirugia.

Nota: M= media, D= suefio, A= autocuidado, C= ingesta de alimento, W= ingesta de agua, Is=interaccion social, Oc= otras

conductas.

Tabla 15.

Grupo
SSACC Sham Control
Patrén conductual M M M

D 1276.00 821.25 1247.67
A 173.50 464.00 272.00
C 321.50 333.75 27.67
W 12.00 28.25 1.67
Is 1.50 45.00 19.00
Oc 15.50 107.75 12.00

Tiempo promedio de los patrones conductuales registrados durante la post 22 cirugia.

Nota: M= media, D= suefio, A= autocuidado, C= ingesta de alimento, W= ingesta de agua, Is=interaccion social, Oc= otras

conductas.

Grupo
SSACC Sham Control
Patrén conductual M M M

D 164.00 544,50 740.66
A 55.50 120.00 151.66

C 520.00 169.00 1.66

W 92.50 24.50 0.0

Is 8.50 9.25 6.00

Oc 59.50 32.75 0.0
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3.2.4 Mortalidad
a) Primera cirugia

Durante la primera cirugia no se registraron muertes en los sujetos del grupo control
(n=46), por lo que el porcentaje de sobrevida registrado fue de 100% (Fig. 21). En el grupo
sham (n=54), al que sélo se le manipuld la carétida, se registré una defuncién a las 48h por
lo que el porcentaje de sobrevida registrado fue 98.14%; a las 72h fue 96.30%; finalmente, a
las 96h el porcentaje fue 94.44%. En el grupo SSACC, (n=110) la cirugia modificé la
muestra, pues a las 24h el porcentaje de sobrevida registrado fue 90%; durante las 48 y 72h
no se registraron muertes; no obstante, a las 96h, se registré6 un deceso, con lo cual el
porcentaje de sobrevida final fue 88.18%. El andlisis estadistico indicé la existencia de
diferencias estadisticamente significativas en las curvas de sobrevida de los grupos SSACC

y control después de la primera cirugia (*p<0.05).

Primera cirugia

)
T

100 5 .
]
: L =
o | *
< & @ Control
o B Sham
P -4 SSACC
<
Z
Q
o
S
o

C 1 1 1 1
24 48 72 96

Fase de evaluacion (h)
Fig. 21. Curvas de sobrevida correspondientes a la primera cirugia. *p<0.05.
b) Segunda cirugia

Tras la segunda cirugia, 32 dias después de la seccién de la carétida izquierda, el
numero de animales fue el mismo para los grupos sham y control, por lo que el porcentaje de
sobrevida final (Fig. 22) para el grupo control se consideré como el 100%; sin embargo, en el
grupo sham se presentaron dos decesos a las 24h, lo que redujo el porcentaje de sobrevida
a 95.92% que se mantuvo hasta el final del experimento (96h). El elevado indice de
mortalidad del grupo SSACC durante las 24h posteriores a la cirugia redujo el porcentaje de

sobrevida del grupo a 35.56%; a las 48h el porcentaje registrado fue 26.67% que se mantuvo
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asi hasta las 96h. El analisis estadistico realizado (la prueba de rangos logaritmicos) indico la
existencia de diferencias estadisticamente significativas (*p<0.05) entre las curvas de

sobrevida de los grupos experimentales.

Segunda cirugia

_-S 100 : B
§ 75_
S @ Control
$ = Sham
© 50_
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@
S 25 k A
5 *

C 1 1 1 1

24 48 72 96

Fase de evaluacion (h)
Fig. 22. Curvas de sobrevida correspondientes a la segunda cirugia. *p<0.05.
3.2.5 Efecto del dexrazoxano sobre la mortalidad y el déficit cognitivo

Como se puede apreciar en la Fig. 23, la mortalidad del grupo SSACC disminuyé en
los sujetos a los que se les administré farmaco a dosis baja (32 mg/kg; n=45) y dosis alta
(128 mg/kg; n=44) comparados con los sujetos del grupo tratado con solucién salina, quince
minutos después de la seccion de la carotida derecha. EI mayor niumero de muertes se
registro 24h después de la cirugia. Cabe sefalar que solo en los grupos dosis baja y solucion
salina se registraron muertes a las 48h; por otro lado, es importante mencionar que a las 72h
no se presentd muerte alguna en los grupos administrados con farmaco o solucion salina.
Los porcentajes de sobrevida correspondientes al grupo vehiculo fueron 37.5% a las 24h y
16.67% a las 48h, este porcentaje de sobrevida se mantuvo hasta las 96h. Para el grupo
tratado a dosis baja, los porcentajes fueron 34.29% a las 24h y 25.71% de las 48h y hasta las
96h. Por otra parte, para el grupo que recibié la dosis alta del farmaco, el porcentaje de
sobrevida a las 24h fue 35.48%, mientras que a partir de las 48 y hasta las 96h el porcentaje
registrado fue 35.48%, al no registrarse decesos en estos periodos de registro. A pesar de la
reduccion observada en los indices de mortalidad en los grupos dosis baja y alta, la prueba
de rangos logaritmicos no encontrd diferencias estadisticamente significativas al comparar

las curvas de sobrevida.

Alejo-Martinez, 2011



Déficit cognitivo inducido por isquemia cerebral, 68

Efecto del Dexrazoxano
sobre la mortalidad del
grupo SSACC
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Fig. 24. Curvas de sobrevida de los subgrupos SSACC, cada curva representa a los animales tratados con dosis baja (32
mg/kg) y dosis alta (128 mg/kg) de dexrazoxano o solucién salina (VEH) quince minutos después de la seccién de la
carétida derecha.

Por otra parte, el andlisis estadistico propuesto para la comparacion del promedio de
ensayos correctos de los subgrupos SSACC aun cuando se corrio, los resultados no se
muestran ya que estos no fueron consistentes. En cambio, en la Tabla 10, se muestra el
namero de ensayos correctos de los animales bajo tratamiento. Cabe mencionar que para
conocer qué tanto influyd el tamafio de la muestra en las fases de evaluacion no
significativas, se llevé a cabo la Prueba del Efecto (Rosenthal y Rosnow, 1991; Tabla 11),
utilizando la siguiente férmula:

d=2(t)/ Vgl
Donde:
d= tamafio del efecto
t=valor de t

gl= grados de libertad

Los valores absolutos tienen el siguiente tamafio del efecto:
d= .80 —»efecto grande
d= .50— efecto medio

d< .20 —»efecto pequeno
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Tabla 16.
Ensayos correctos de los grupos tratados a dosis baja (32 mg/kg) y alta (128 mg/kg) de dexrazoxano.
Grupo Sujeto  Basal 24h 48h 72h 96h
32 mg/kg 1 3 0 0 0 0
1 3 3 3 3 2
128 mg/kg 2 1 0 1 1 2
3 0 0 0 0 0

Nota: 24-96h= periodos posteriores a la seccion de la carotida derecha (segunda cirugia).

Tabla 17.
Andlisis del tamafio del efecto (d) en las fases de evaluacion que no resultaron estadisticamente significativas (p<0.05).
Fase d Efecto
Basal .945 Grande
24h -5 Pequefio
48h -.756 Pequefio
72h -.756 Pequefio
96h -1 Pequefio

Nota: d= valor tamafio del efecto.

Los resultados, al aplicar la prueba del efecto, indican que incrementar el tamafio de la
muestra tiene un efecto grande Unicamente para la fase basal, es decir, no se observan
cambios si se incrementara el tamafio de la muestra en las fases posteriores a la seccion de

la caré6tida derecha.

3.2.6 Analisis histologico

La coloracion que adquirieron los cortes coronales realizados a los cerebros de los
animales de los grupos experimentales, permitid la identificacion, delimitacion vy
diferenciacion del tejido sano del tejido isquémico, al reaccionar el TTC con las mitocondrias
vivas de las neuronas, mediante el uso del programa Pro-image (Fig. 25 ). En el caso del
grupo control (n=6), el volumen total de los cerebros extraidos no se modifico a lo largo de la
evaluacion, es decir, a partir de la basal y hasta las 96h. Respecto al porcentaje de la zona
de infarto, los resultados obtenidos indican que los porcentajes registrados fueron minimos
(menos del 1% del volumen tisular total). Por otra parte, en el caso del grupo sham (n=6), a
partir de las 24 y hasta las 72h se observo un incremento en el volumen total del tejido; sin
embargo, a las 96h los resultados indicaron una disminucién del volumen del tejido
examinado. En relacion al porcentaje tisular de infarto, los resultados son contradictorios,
pues durante la basal se registré el mayor porcentaje de tejido dafiado, es decir, 4.23%; a

partir de las 24h y hasta finalizar el periodo de evaluacion, este porcentaje se redujo,
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registrando 1.08% de tejido dafiado. Finalmente, en el grupo isquémico a las 24 y 48h se
registré un volumen menor al obtenido durante la basal; en cambio, a las 72h el volumen
tisular incrementé pero a las 96h se observdé nuevamente reduccion del tejido cerebral
dafado bajo estudio. El porcentaje de las zonas de infarto obtenido durante la basal fue de
1.57%; a las 24h el porcentaje previamente registrado incrementé a 2%; a las 48h el
porcentaje disminuyé a 1.3%, pero a las 72h se registré un porcentaje de 2.59%, que mostro
disminucion a las 96h al registrar 2.26% de tejido isquémico producto de la seccién
secuencial de las carétidas. Las areas de infarto que presentaron lesion con mayor incidencia

fueron la corteza cerebral, el hipocampo, el putamen, el cerebelo y el tallo cerebral.

Control Sham SSACC

o ae)

Basal

24h

96h
Fig. 9. Cortes coronales de los animales control, sham e isquémicos durante la fase basal, 24h y 96h.
Fuente: elaboracién propia, agradecemos las facilidades otorgadas por el Laboratorio de Neuroanatomia funcional de la
Facultad de Medicina, UNAM.
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IV. DISCUSION

El hallazgo mas importante de este trabajo es la demostracion de que el modelo del
laberinto elevado en cruz (EPM) es una herramienta util en la identificacién y caracterizacion
de las alteraciones en la ejecucion y el recuerdo inducidas por la isquemia cerebral aguda, ya
gue el uso conjunto de pardmetros conductuales y de la funcion motora y cognitiva permitié
la deteccion de estadios criticos posteriores a la cirugia, asi como la necesidad de incorporar
informacion relativa al despliegue conductual de los sujetos dentro del ambiente experimental
para evaluar el desempefio de los animales integralmente. Esta integracion permitio
identificar alteraciones motoras, via el desplazamiento de los animales de un punto a otro
dentro del laberinto y asi, diferenciar si se trataba de compromiso motor o de déficit cognitivo
al ejecutar la tarea. Ya que no existe en la literatura ningun reporte que sugiera el uso del
promedio de ensayos correctos como medida de aprendizaje y memoria en el EPM, es
importante sefalar que este trabajo es la primera propuesta de evaluacion del paradigma
descrito en la metodologia. Por ello, es primordial indicar que a diferencia de los trabajos
referentes al estudio de ansiedad o aprendizaje que registran el porcentaje de ingreso a los
brazos cerrados, el porcentaje de permanencia o ingreso a los brazos abiertos, la conducta
no exploratoria (permanencia del sujeto en los brazos acicalandose Unicamente) o la latencia
de transferencia, entre otros parametros, en este trabajo se decidid establecer como medida
del déficit cognitivo la disminucion del numero de ejecuciones correctas en cada sesion
experimental. Es decir, de tres ensayos que formaron una sesion experimental, si el nimero
de ensayos correctos era menor conforme transcurrian las fases de evaluacion se inferia que
los animales no aprendieron las reglas generales de la tarea (fase de adquisicién), al
comparar los resultados con la fase basal y se podia asumir que para la fase de recuperacion
existia déficit en memoria de referencia si los sujetos no ejecutaban adecuadamente la tarea,
esto es, el promedio era menor que el obtenido durante la fase de adquisicion. En la presente
investigacion solo se registraron ciertos patrones conductuales mas no los porcentajes como
habitualmente se hace, la aportacién de estos registros fue importante ya que permitieron
identificar alteraciones en el desplazamiento de los sujetos, consecuencia de la isquemia
cerebral o ansiedad, en el grupo control. Los resultados de los registros conductuales
sefialan que las conductas mas frecuentes fueron el ingreso a los brazos cerrados,

particularmente, el ingreso al brazo no reforzado fue el que presentd una frecuencia superior
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frente al ingreso al brazo reforzado. Las conductas que siguieron al ingreso a los brazos
cerrados fueron la permanencia en el brazo de salida y la conducta no exploratoria, ademas
de la exploracién de los brazos abiertos. Es importante indicar que este analisis es la
compilacion de las primeras dos sesiones de entrenamiento del experimento final (previo a la
primera cirugia). En el caso de la segunda cirugia, los registros mostraron que las conductas
observadas con mayor frecuencia fueron ingreso a los brazos cerrados; en esta ocasion, el
ingreso al brazo reforzado mostré incremento en su frecuencia. La segunda conducta mas
frecuente fue la exploracion de los brazos abiertos, a diferencia de la primera cirugia donde
la frecuencia de la conducta no exploratoria y la permanencia en el brazo de salida que
mostraron alta frecuencia durante la primera cirugia, en esta fase esa frecuencia se redujo.
Estos resultados sugieren que los niveles de ansiedad observados durante la primera parte
del experimento disminuyeron, uno de los factores pudo ser la re-exposicion continua al
laberinto y el aprendizaje de la asociacion entre el reforzador y el brazo cerrado
correspondiente y posiblemente también por procesos de habituacién en los animales, tal
como lo sugieren Carobrez & Bertoglio (2005), Milot & Plamondon (2009) y Rodgers et al.,
(1996). No obstante, para corroborar estos resultados es importante apuntar que la relacion
R*-BR" puede no ser la UGnica relacion que los animales aprendieron, pues, algunos autores
sugieren (Lister, 1987; Pellow et al., 1985) que debido a la aversiéon natural de los roedores
por los espacios abiertos y elevados evocada en los animales por el EPM, los brazos
cerrados serian espacios seguros para ellos, lo cual podria favorecer el ingreso de los
animales a los brazos cerrados.

En relacion al estudio del déficit cognitivo inducido por la isquemia cerebral aguda es
necesario resaltar que la integracion de informacion inherente a los patrones conductuales de
los sujetos dentro y fuera del ambiente experimental, es de suma importancia ya que permite
la identificacion de cambios sutiles en las conductas que son imprescindibles para la
sobrevivencia de los organismos en ambientes naturales (Carobrez & Bertoglio, 2005). Por
ello, ademas de los resultados obtenidos en la ejecucién de la tarea, se registraron los
patrones conductuales exhibidos con mayor frecuencia durante las sesiones experimentales.
Es decir, ademas de registrar el nUmero de ensayos correctos y la latencia de transferencia,

se registré la forma en que los sujetos se desplazaron dentro del laberinto y si permanecian
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en el brazo de salida o lo exploraban, asi como las conductas que los animales exhibieron en
cada uno de los ensayos.

El registro de los patrones conductuales mostré pocos cambios en el despliegue
conductual de los sujetos del grupo SSACC antes y después de la cirugia, i. e., a pesar del
reducido despliegue conductual observado dentro de las cajas habitacion, la induccion de
isquemia cerebral podria no ser el Unico factor que esté influyendo en la conducta
manifestada por los ratones. Uno de los factores que podria tener influencia en los
resultados, es la hora a la cual se realizaron los registros observacionales ya que éstos se
efectuaron por la tarde, cuando la mayoria de los animales dormia, ademas de las fases en
las cuales se llevaron a cabo ya que las observaciones posteriores a la cirugia se hicieron
algunos dias después de la misma; el tamafio de la muestra también pudo influir pues como
se menciono, el registro se realizé Unicamente con siete sujetos del grupo isquémico que con
el paso del tiempo, después de la segunda cirugia, disminuyé como consecuencia de la
seccion de la cardtida derecha. No obstante, es importante recordar que al evaluar a los
animales en la tarea dentro del laberinto se observaron alteraciones motoras en los sujetos
isquémicos que les impidieron desplazarse normalmente, aun cuando durante las sesiones
de entrenamiento y la basal no mostraron dificultad. Es primordial sefialar que con el paso
del tiempo se observo una disminucion en dichas alteraciones motoras, sobre todo después
de los periodos criticos posteriores a cada cirugia, lo que sugiere que esas alteraciones
pueden ser tiempo-dependientes tal como lo observaron Milot & Plamondon en 2009, al
evaluar la actividad locomotora y los componentes emocionales (ansiedad) en ratas después
de la induccidon de isquemia cerebral y el periodo de reperfusion en el laberinto elevado en
cruz y la prueba de campo abierto. En este estudio, los registros se realizaron 1, 5, 15y 30
dias después del periodo de reperfusion. Los resultados sefialan que los cambios
observados en ansiedad y la actividad locomotora son tiempo dependientes. Por ejemplo, los
niveles de ansiedad del dia 1 post-reperfusion incrementaron comparados con los
observados en los animales sham; el dia 5 registraron una reduccion en ansiedad, mientras
gue a los 15 y 30 dias post-reperfusion, los niveles de ansiedad fueron iguales a la basal. En
relacion a la actividad locomotora, se observaron cambios similares, es decir, los dias 1,5y
30 post-reperfusion hubo incrementos en la actividad locomotora; pero, durante el dia 15

registraron inhibicion de dicha conducta.
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Una de las ventajas del experimento preliminar fue, sin duda, la deteccién de la
necesidad de implementar criterios que permitieran identificar si los sujetos aprendian la
tarea y si su conducta implicaba mecanismos de memoria en la fase de recuperaciéon. Los
resultados del experimento preliminar sefialan que la induccion de un primer evento de
isquemia cerebral no produce cambios significativos en la ejecucion de los animales. De
hecho, la evaluacion del periodo inter-cirugias también indica que no hay cambios en la
ejecucion de los grupos experimentales, es decir, a pesar de la hipoperfusién inducida en los
animales isquémicos por la seccion de la arteria carétida izquierda, a través del tiempo
podrian estar involucrados mecanismos reparadores que favorecen la recuperacion del tejido
dafiado en la restauracion del flujo sanguineo, como lo es la participacion del poligono de
Willis (Rodriguez, Rodriguez-Boscan et al., 2000). Sin embargo, la induccion de un segundo
evento isquémico tuvo un efecto importante en la ejecucion de la tarea por parte de los
sujetos del grupo SSACC, ya que su desempefio disminuyd, en comparacion con el grupo
sham.

Algunas de las modificaciones realizadas en el experimento definitivo fueron la
reduccion del tiempo de evaluacion durante el entrenamiento, por ejemplo, de 8 min se
redujo a sélo 3 min el periodo de observacion, ya que como Rodgers et al. (1996) sefialan,
incrementar el tiempo de evaluacion por mas de 5 min durante la primera exposicién al
laberinto, no alterara la conducta de los sujetos las sesiones posteriores (re-exposicién, en
las sesiones estandar de la tarea). Bajo este sefialamiento, se establecieron ciertos criterios
para que los sujetos pudieran formar parte de las muestras de cada fase del experimento.
Por ejemplo, en el experimento preliminar se determiné que si los animales probaban
frecuentemente el reforzador, habian aprendido a ubicarlo dentro de los brazos cerrados; sin
embargo, para el experimento final, este criterio se modificé hasta determinar que si durante
las dos ultimas sesiones del entrenamiento, donde se registraron tres ensayos por sesion, los
animales lograban el 50% de ensayos correctos, entonces formarian parte de la siguiente
fase (adquisicion), ya que alcanzar el porcentaje minimo, sugeria que los animales
aprendieron la tarea. Posterior a esta fase, se registro la conducta basal para contar con un
periodo de referencia previo a la cirugia y asi poder estudiar el desempefo posterior al corte
(grupo SSACC) o manipulacion (grupo sham) de las carétidas. Para identificar si los animales

aprendieron la tarea se establecié un segundo criterio, para la fase de evaluacién post-
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cirugia (adquisicion), es decir, lograr el 85% de ensayos correctos durante esta etapa
permitia asumir que si los animales lograban este criterio los animales aprendieron
satisfactoriamente las reglas generales de la tarea, para lo cual serian evaluados en la fase
de recuperacion para determinar si recordaban esas reglas. Este criterio, pudo ayudar a
discriminar mejor a los animales que aprendieron la tarea de aquellos que no lo hicieron.

A pesar de la implementacion de nuevos criterios para el experimento final, los
resultados encontrados indican que a las 48h existen diferencias en las medias de ejecucion
de los grupos experimentales; sin embargo, las comparaciones post hoc no arrojaron
diferencias evidentes entre los grupos. No obstante, las diferencias mas claras se ubican en
la fase de recuperacién, entre el grupo SSACC vy los grupos control. Cabe mencionar que
estos resultados se pueden atribuir al nimero de sujetos del grupo isquémico evaluados en
esta fase, ya que, comparado con los otros dos grupos, fueron pocos los animales
isquémicos que lograron el criterio establecido, ya que como se menciono en la seccion de
resultados, este grupo obtuvo un promedio de 3 ensayos correctos, siendo el mejor grupo de
la evaluacion. Pero, al no encontrar diferencias estadisticamente significativas en las otras
fases de evaluacion se puede asumir la participacion de mecanismos reguladores de dafio
tisular tras la induccion de isquemia cerebral, pues como se menciono, las alteraciones
motoras observadas se redujeron con el paso del tiempo favoreciendo la recuperacion de los
animales del grupo isquémico. Lo anterior sugiere que la induccion del primer infarto podria
generar mecanismos de pre-condicionamiento isquémico (Takeda et al., 2003), asi como la
simulacién de lo que sucede a nivel clinico, donde, un primer infarto habitualmente no deja
secuelas graves y puede pasar desapercibido no sélo por el paciente sino también por
guienes le rodean. En relacién, a los resultados de la ejecucién de los animales en la
segunda cirugia, éstos indican que a partir de las 24h y hasta las 96h se observan
diferencias significativas en la ejecucion del grupo control y el grupo isquémico, es decir, la
seccion de la carotida derecha resulta en un deterioro mayor al observado tras la primera
cirugia. Para el caso de la fase de recuperacion no se observan diferencias estadisticamente
significativas ya que no fue posible evaluar a los animales del grupo isquémico pues no
sobrevivieron hasta esta etapa del experimento. Aunque la ejecucion del grupo SSACC no
iguala lo observado en el grupo control, es posible observar como ésta mejora a travées del

tiempo.
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Uno de los objetivos planteados en este trabajo fue la identificacion de periodos
criticos posteriores a la cirugia (Unicamente en el grupo SSACC); sin embargo, no fue posible
lograrlo en ambos experimentos. Por ejemplo, en el experimento preliminar, el andlisis de
varianza de medidas repetidas no encontr6 diferencias significativas para la primera cirugia,
esto es, la ejecucion del grupo isquémico fue la misma en cada una de las fases de
evaluacion. Para la segunda cirugia no fue posible analizar los resultados del andlisis ya que
éstos fueron inconsistentes, uno de los factores que pudo influir fue el tamafio de la muestra,
ya que como se menciond, los indices de sobrevida se modificaron como consecuencia de la
seccion de la carotida derecha. Al igual que en el experimento preliminar, durante el
experimento final, el analisis estadistico de la primera cirugia, no reveld diferencias
estadisticamente significativas; y ya que la muestra de sujetos evaluada desde la basal hasta
las 96h fue muy pequefia en el caso de la segunda cirugia, los datos obtenidos no
permitieron llevar a cabo el analisis estadistico correspondiente.

Los resultados relativos a la evaluacion de la eficacia del dexrazoxano en la
disminucién del déficit cognitivo y el porcentaje de sobrevida indican que no existen
diferencias significativas en la ejecucion de los grupos administrados a dosis baja (32 mg/kg)
y dosis alta (128 mg/kg) de dexrazoxano, i. e., la ejecucion es la misma durante las fases
posteriores a la segunda cirugia para los grupos dosis baja y alta con quienes se realizé la
comparaciéon. Es decir, el farmaco posee propiedades neuroprotectoras al emplearse como
tratamiento farmacoldgico en el estudio de las alteraciones inducidas por la isquemia cerebral
sin observarse diferencias relacionadas con la dosis aplicada. No obstante, es importante
realizar mas evaluaciones para determinar si existe relacion entre la dosis administrada y el
porcentaje de sobrevida, asi como la reduccion del dafio tisular. Con el objetivo de evaluar el
impacto que tendria incrementar el tamafio de la muestra para conocer si se encontrarian
diferencias entre los grupos en las fases de evaluacion posteriores a la segunda cirugia, se
llevé a cabo la prueba del efecto, cuyos resultados indicaron que la Unica fase en la cual se
observarian diferencias estadisticamente al incrementar el tamafio de la muestra seria
durante la basal y, aunque se sugiere que hacerlo en el resto de las fases de evaluacion
tendria un efecto pequefio, se sugiere tomar con cautela estos resultados ya que el analisis
histolégico, por ejemplo, sugiere que existen ciertos periodos en los cuales es posible

observar reduccion del tejido isquémico. Por otra parte, si se analizan caso por caso los
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resultados de los animales tratados, es posible observar que el nUmero de ejecuciones
correctas del sujeto del grupo dosis baja no mejoré tras la segunda cirugia. En cambio, de los
3 animales del grupo 128 m/kg, en dos de ellos fue posible identificar mejoria en su
desempeiio; uno de los animales ejecutd 3 ensayos correctos en la basal, de hecho, su
ejecucion se mantuvo estable hasta las 72h; el otro sujeto, mejord hasta las 48h su registro,
finalizando el experimento con 2 ensayos correctos, es decir, un promedio mayor que en las
otras fases. Respecto a las curvas de sobrevida, de manera descriptiva se observé que el
farmaco redujo el nimero de muertes registradas tras la seccion de la carétida derecha; no
obstante, el andlisis estadistico no reveld diferencias estadisticamente significativas, por lo
gue se sugiere continuar con el estudio del efecto neuroprotector del dexrazoxano.

Al realizar el andlisis histologico, se observaron algunos cambios. Por ejemplo, a las
24 y 48h los cerebros estudiados registraron un menor volumen de tejido respecto al analisis
basal; sin embargo, a las 72h el volumen registrado fue mayor. Respecto al porcentaje de la
zona de infarto, los resultados sefialan que en la basal el porcentaje fue 1.57%; a las 24h
2%; 1.35 a las 48h; 2.59% a las 72h y 2.29% a las 96h; estos cambios podrian ser producto
de los mecanismos necroticos, apoptoticos, la produccién de radicales libres y de inflamacion
tisular consecuencia de la isquemia cerebral, ya que como se sabe, estos eventos estan
intimamente relacionados. Por otra parte, la reduccion del tejido isquémico puede ser
explicada por el papel que juega el dexrazoxano en la isquemia cerebral, es decir, la
reduccion sugiere que la produccion de radicales libres es menor posterior al tratamiento
farmacoldgico; sin embargo, para evaluar de forma mas puntual el efecto del farmaco, es
necesario emplear una técnica histolégica mas sensible, ya que el colorante empleado (TTC)
reacciona con las mitocondrias vivas y el tiempo entre la extraccion del cerebro y la
colocacién de este en el colorante puede demorar unos minutos, lo que podria influenciar los
resultados obtenidos. Es importante sefialar que a pesar de los posibles mecanismos
reparadores tras la primera cirugia, la hipoperfusién inducida en los sujetos isquémicos juega
un papel importante, ya que se observaron alteraciones motoras (no tan importantes como
las registradas en la segunda cirugia) e incluso, la muerte de los sujetos que no lograron

recuperarse.
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V. CONCLUSIONES

Una de las aportaciones mas importantes del presente trabajo fue la demostracion de
gue el EPM es una herramienta util para evaluar y describir las alteraciones en la ejecucion
(aprendizaje) y el recuerdo (memoria) de una tarea, inducidas por la isquemia cerebral
aguda; ademas de la descripcion e integracion de informacion relacionada con los patrones
conductuales inherentes a los animales dentro y fuera del ambiente experimental, con el
objetivo de detectar si se trataba de déficit cognitivo o compromiso motor en los animales
sujetos a la SSACC.

De las hipotesis planteadas, es importante sefialar la comprobacion de que la isquemia
cerebral inducida por la SSACC produce déficits en aprendizaje (ejecucion) y memoria
(recuerdo) que son posibles de evaluar mediante el nimero de ensayos correctos, que en el
caso del grupo isquémico el promedio de ejecuciones correctas fue menor que en los otros
grupos experimentales. También fue posible observar que a través del tiempo, los animales
isquémicos mostraron recuperacion, pues su desempefio en la tarea mejoro, incluido el
compromiso motor observado. Sin embargo, no fue posible corroborar si la seccion de las
cardtidas modifico los patrones conductuales evaluados al no observarse cambios
sustanciales en estos. Finalmente, es imprescindible mencionar que la integracion de
informacion relacionada con el desplazamiento de los animales dentro del laberinto favorecio
la deteccion del déficit cognitivo, ya que fue posible notar que aun cuando la latencia de
transferencia incrementaba, los animales eran capaces de completar la tarea en la mayoria
de los casos. Es decir, si se estudian conjuntamente el promedio de ensayos correctos y la
latencia de transferencia brindan mas informacion sobre el desempefio de la tarea que si se
evalian de forma aislada, en el caso de las alteraciones inducidas por la isquemia cerebral
particularmente, ya que no siempre el registro de tiempos cercanos al limite establecido
indica que los animales no recuerden o no hayan aprendido las reglas de la tarea.

En relaciébn a los objetivos generales, éstos se cumplieron pues, por un lado fue
posible identificar y evaluar las alteraciones en aprendizaje (ejecucién) y memoria (recuerdo)
inducidas por la isquemia cerebral gracias al experimento preliminar, ademas de la
posibilidad de evaluar el efecto neuroprotector del dexrazoxano no sélo en la reduccion de
las zonas de infarto sino al tomar en cuenta el porcentaje de sobrevida y la recuperacion

funcional de los sujetos mediante la tarea propuesta. Finalmente, de los objetivos especificos
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fue posible cumplir con el estudio del efecto de la administracion de dos dosis del farmaco en

estudio, gracias al andlisis histolégico que indicé reduccion del tejido isquémico en los

animales tratados comparados con los grupos sham o control, ademas de la reduccion de las

alteraciones motoras y el déficit cognitivo, al favorecer el incremento del nimero de ensayos

correctos y la sobrevivencia de los sujetos tras la segunda cirugia (seccion de la caroétida

derecha).

5.1 Limitaciones

A continuacion se enlistan las principales limitaciones de la presente investigacion:

a)

b)

El tamafio de la muestra. Debido al elevado indice de mortalidad registrado
tras la segunda cirugia, la prueba del efecto permitié6 detectar que si el
tamafio de la muestra incrementa durante la basal se observarian
diferencias estadisticamente significativas en el promedio de ejecuciones
correctas de los grupos experimentales.

Tiempo. Es decir, ya que en promedio el tiempo empleado para evaluar a
cada sujeto es de 5-8 min, el incremento en el tamafio de la muestra
incrementaria el tiempo total de evaluacién en funcion del niumero de
sujetos experimentales empleados.

Evaluacion de la lesién isquémica. Para corroborar y brindar mayor
informacion sobre los mecanismos de reparacion cerebral, se sugiere
emplear técnicas mas sensibles que permitan identificar y cuantificar con

mayor precision las zonas de infarto.

5.2 Sugerencias

1) Realizar la evaluacion conductual 60 min, 2, 24 y 48h posteriores a la cirugia

para determinar si existen cambios mas sutiles en los patrones conductuales

registrados en este trabajo que puedan brindar mayor informacion.

2) Incrementar el tamafio de muestra requerido para llevar a cabo la evaluacion

del despliegue conductual de los animales.

3) Analizar diferencialmente los cerebros extraidos de los animales isquémicos, es

decir, llevar a cabo una comparacibn no solo descriptiva sino también
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cuantitativa de los cerebros de los animales tratados con farmaco o solucion
salina, asi como el uso de una técnica mas sensible capaz de discriminar el
tejido isquémico del sano.

4) Realizar mas estudios con los parametros sugeridos en el presente trabajo para
determinar la utilidad del modelo.

5) Adicionalmente a las sugerencias realizadas, se propone la elaboracion de un
modelo computacional que integre los resultados obtenidos en este trabajo y
precedentes para evaluar el comportamiento de las curvas de sobrevida de los
animales y establecer previamente, tamafios de muestra que permitan anticipar
la muerte de los animales isquémicos y asi, poder analizar los datos de la
segunda cirugia para obtener informacién relacionada con el fenbmeno de

estudio y su modificacion a través del tiempo.
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VIl.  ANEXO
7.1 Definiciones
Apraxia. Dificultad para realizar movimientos voluntarios.
Amaurosis fugaz. Infarto localizado en la retina que produce ceguera por un corto
intervalo de tiempo
Diplopia. Vision doble
Disartria. Trastorno del habla causado por la ausencia de control sobre los masculos
de la caray de la boca
Disfagia. Problemas en la deglucién de alimentos
Hemianopsia homoénima. Ceguera de la mitad del campo visual de uno o ambos 0jos.
Negligencia unilateral. Ausencia de reaccion a la mayoria de los estimulos situados en
el campo visual contralateral con relacion a la lesion.

Sincope. Pérdida brusca de conciencia y de tono postural, de duracion breve.
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