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RESUMEN

Las enfermedades vasculares cerebrales (EVC), son la tercera causa de muerte
y la primera causa de discapacidad en la poblacién de adultos mayores, la modalidad
gque presenta mayor prevalencia es la isquemia cerebral. La cual se puede definir como
una insuficiencia en el flujo sanguineo que priva al tejido cerebral de oxigeno y glucosa,
impidiendo, ademas, la eliminacién de residuos provenientes del metabolismo celular.
Actualmente sélo existe un farmaco con uso clinico para el tratamiento de la isquemia
cerebral, al cual no pueden acceder todos los pacientes. Aqui radica la importancia del
estudio de alternativas terapéuticas con efecto neuroprotector que, ayuden a mejorar

la calidad de vida de los pacientes post EVC.

Existe evidencia de que los modelos de ambiente enriquecido inducen mejorias
sensoriales, cognitivas y motores en la recuperacion de los animales experimentales
que sufren de una afectacion al SNC. El objetivo de este trabajo fue identificar y
caracterizar el potencial efecto neuroprotector de los ambientes enriquecidos en las
alteraciones del aprendizaje y la memoria, inducidas por isquemia cerebral aguda. Para
ello se utilizé una prueba de laberinto acuatico en Y, el cual es utilizado para evaluar
memoria espacial en animales experiementales. Se cuantificaron los parametros de

latencia y promedio de errores en la prueba conductual con este laberinto.

Para la realizacion del presente trabajo, se usaron ratones macho envejecidos (8
— 12 meses) de la cepa CFW Taconic, los cuales se dividieron en seis grupos, en
funcién de las dos variables independientes: el ambiente enriquecido (presencia y
ausencia) y la condicion experimental (SSACC, sham y control). El experimento se
estructurd en tres fases: adquisicién, linea base y recuperacion (24, 48 y 72 horas); las
cuales se efectuaron antes y después de la primera y segunda cirugia. El reforzador
siempre fue una plataforma en el brazo izquierdo del laberinto. Los animales fueron
sometidos a la cirugia de seccion secuencial de arterias cardtidas comunes (SSACC),
con un intervalo de 32 dias entre cortes. Los animales expuestos al ambiente
enriquecido se colocaron en cajas-habitacion especiales (de 25cm x 15cm x 55cm),
después de la primera cirugia y hasta el final de los experimentos.



Después de la primera cirugia los grupos muestran una disminucién en los
promedios de sus latencias de nado y errores, sin encontrarse cambios significativos
entre ellos. Los animales isquémicos expuestos al ambiente enriquecido presentaron un
aumento en su actividad espontanea después de ser colocados en las cajas-habitacion
especiales durante el primer dia. Tras efectuarse la segunda cirugia los animales que
fueron sometidos a la isquemia cerebral presentaron alteraciones conductuales
caracterizadas en otros estudios, siendo las alteraciones motoras en la conducta de
nado las mas importantes para el estudio. Se excluyeron del analisis final a los
animales cuyas alteraciones motoras les imposibilitara acabar la tarea de laberinto. Se
observé un aumento en los promedios de la latencia de nado y el promedio de errores
en los grupos isquémicos a las 24 horas postcirugia. Los animales sometidos al
ambiente enriquecido mostraron una disminucion en el nimero de errores a las 48y 72
horas después de la segunda cirugia, sin embargo no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos isquémicos que nos permita ver un efecto neuroprotector
de los ambientes enriquecidos en las alteraciones del aprendizaje y le memoria en el

laberinto acuatico en Y, provocadas por isquemia cerebral agua en el modelo SSACC.
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[. INTRODUCCION

Las enfermedades vasculares cerebrales (EVC) son un proceso de instalacién
subita, que constituyen un problema de salud publica a nivel mundial, ademas son la
principal causa de incapacidad y la tercera causa de muerte en los paises
industrializados, encontrandose entre los trastornos neurolégicos mas graves y mas
frecuentes. El cerebro humano representa el 2% del peso corporal (aproximadamente
1400 g), pero recibe el 15% del gasto cardiaco, traduciéndose en 800 ml/min. De esta
cantidad, 350 ml/min fluyen por cada arteria carotida y de 100 a 200 ml/min lo hacen
por el sistema cerebrobasilar. Por lo tanto, el cerebro consume alrededor del 20% del
oxigeno utilizado por el organismo. El correcto flujo sanguineo debe proveer un aporte
constante de oxigeno, glucosa y otros nutrientes; ademas de remover diéxido de
carbono, acido lactico y otros productos metabdlicos de desecho. Cuando esto no
ocurre se presenta una EVC (Kandel, Schwartz y Jessell, 2000; Scremin, 2004, Alcala-

Ramirez y Gonzalez-Guzman, 2007).

Desde el punto de vista epidemiolégico, las EVC representan un importante
gasto sanitario debido a los costos que genera su tratamiento. Su incidencia al igual
que otras enfermedades como los tumores cancerigenos y la diabetes, aumenta con la
edad, afectando al 50% de la poblacibn mayor de 60 afios, por lo tanto se consideran
una de las mayores causas de mortalidad y morbilidad en adultos mayores (INEGI,
2009, 2010). En 2009 se reporté que en México 1 de cada 10 habitantes tiene 60 afios
0 mas, con ello se estima que para el 2050 existiran en el pais 32.4 millones de adultos
mayores en riesgo de desarrollar una EVC (lo que representa el 25% de la poblacion
total). Por ello, es esencial que los sistemas de salud mejoren sus campafas
preventivas, tomando en cuenta las nuevas escalas poblacionales del pais (Secretaria
de Salud, 2001, INEGI, 2010).

Es posible observar en los sobrevivientes de una EVC una serie de
manifestaciones clinicas, de éstas las alteraciones en las funciones motoras del
organismo son el principal objetivo de las rehabilitaciones post EVC; sin embargo, en

los ultimos afos las investigaciones experimentales se ha enfocado en los déficits
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cognitivos y emocionales, para contribuir en la mejoria de la calidad de vida de los
pacientes (Alejo-Martinez, 2011).

En este sentido, existen diferentes sindromes cognitivos que pueden clasificarse
de acuerdo a los efectos que tienen sobre la memoria, de la siguiente manera: a) dafio
en aéreas limbicas, causando primordialmente pérdida de la memoria declarativa, b)
dafios en el diencéfalo (incluyendo talamo), lo que produce déficits en la memoria
procedimental y c) dafio en el cerebro anterior, produciendo una pérdida més general
de la funcioén cognitiva. En términos matematicos, cualquier déficit cognitivo después de
una EVC tiene una correlacion baja o alta con la recuperacion a largo plazo (Hunter,
Mackay y Rogers, 1998, Secretaria de Salud, 2001, Reynolds, Lane y Richards, 2010).

Existen pocos farmacos probados como agentes neuroprotectores, solo el
farmaco activador tisular del plasmindégeno (tPA) ha sido llevado a la clinica (Perez y
Biller, 2002). Sin embargo, los resultados no son contundentes y pocos pacientes
pueden tener acceso a este farmaco. Por ello es necesario encontrar alternativas
terapéuticas neuroprotectoras que ayuden a los pacientes en su recuperacion. En este
contexto, los ambientes enriquecidos han sido utilizados durante muchos afios en
modelos animales para estudiar los efectos de la rehabilitacion sobre la actividad
sensorial, cognitiva y motora, después de alguna afectacion al SNC. Estos estudios a
su vez, son comparados con los principios de tratamientos de integracion sensorial y
rehabilitacion neuronal con pacientes. Por todo estos, consideramos importante evaluar
los efectos neuroprotectores de la exposicion a los ambientes enriquecidos en modelos
de isquemia cerebral para identificar su posible impacto en la actividad motora y
cognitiva de los animales sometidos a la isquemia cerebral aguda y eventualmente su

potencial uso en pacientes afectado por EVC.
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[I. ANTECEDENTES
2.1. Isquemia Cerebral Aguda.
2.1.1. Enfermedad Vascular Cerebral (EVC).

La enfermedad vascular cerebral (EVC) se refiere a alteraciones en la irrigacion
sanguinea del cerebro, son procesos de instalacion subita y constituyen el tipo mas
comun de trastornos del sistema nervioso central. Se caracteriza por el rapido
desarrollo de signos neuroldgicos focales, que persisten por mas de 24h, sin otra causa
aparente que el origen vascular (Arauz y Ruiz-Franco, 2012). Estos trastornos adoptan

dos modalidades basicas: EVC isquémico y EVC hemorragico (Fig. 1).

Hemorrhagic Stroke Ischemic Stroke

v

=
L | /
Hemorrhage/blood leaks Clot stops blood supply
into brain tissue to an area of the brain

Fig. 1. Dos principales tipos de AVC

Las EVC de tipo isquémico se caracterizan por la oclusion de un vaso sanguineo,
puede tener manifestaciones transitorias o permanentes y provocar un dafio neuronal
irreversible. Las EVC isquémicas suelen dividirse en 2 categorias: atque isquemico
transitorio (AIT) e infarto cerebral (IC). En un ataque isquémico transitorio no existe un
dafio neurologico permanente, para detectarlo se ha establecido un tiempo de duracion
de sintomas no mayor a los 60 minutos, una recuperacion espontanea y no deben
encontrarse evidencias de alguna lesidon. Estudios recientes demuestran que, los
pacientes que ha sufrido un AIT corren el riesgo de desarrollar un infarto cerebral

semanas posteriores a la lesion.
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Los infartos cerebrales pueden subdividirse en relacién con dos parametros: a) la
posicion anatdmica de la lesion, que puede ser por oclusién de la circulacion anterior
(carotidea) o la circulacion posterior (vertebrobasilar) y; b) de acuerdo al mecanismo
que produce la oclusion, que puede deberse a un trombo, que es un coagulo de sangre
en el interior de un vaso sanguineo por un embolo, que es una obstruccion de los vasos

por causa de objetos extrafios como placas de colesterol. (Arauz y Ruiz-Franco, 2012).

Por su parte las EVC de tipo hemorragico se caracterizan por la ruptura de un
vaso sanguineo, dando lugar a una coleccion hematica en el encéfalo. Las EVC de tipo
hemorragico pueden originarse por. a) aneurisma, que es provocado por el
debilitamiento de las paredes de un vaso sanguineo, formando una pequefa burbuja en
el vaso, y b) alteracion arteriovenosa, que es una conexién anormal entre las arterias y
las venas, que puede provocar una ruptura y dafio del vaso sanguineo (Arauz y Ruiz-
Franco, 2012). Se pueden encontrar 4 diferentes tipos de EVC hemorragicos a)
coleccion hematica dentro del parénquima encefalico, su localizacion méas frecuente es
a nivel de los ganglios basales, aunque también puede presentarse a nivel globular y en
tronco encefalico; b) sangre en el espacio subaracnoideo del cerebro; c¢) coleccién
hematica entre la duramadre y la tabla interna del craneo; y d) sangre contenida entre la

aracnoides y la duramadre (Lecifiiana, 2006).

Debido a la alta prevalencia de las EVC, los investigadores han mostrado interés
por catalogar los factores y poblaciones de riesgo. Dentro de los factores de riesgo
podemos encontrar dos tipos: modificables y no modificables (Alcala y Gonzalez,
2007). Los factores no modificables son aquellos que estan predeterminados y no
podemos cambiar, entre ellos encontramos la edad, el sexo, la historia familiar y la raza.
La poblacibn mayor a 60 afios corre mas riesgo de desarrollar una EVC, que la
poblacién mas joven; por otro lado, los hombres estan mas expuestos a sufrir una EVC
que las mujeres (con 1.25 mas de probabilidades), sin embargo, encontramos mas
casos de EVC en mujeres que en hombres, debido a que ellas tienen un periodo de
vida mas prolongado. Una persona cuya historia familiar tiene le da una predisposicion
heredada a factores de riesgo (como la hipertension o diabetes), tiene altas

probabilidades de presentar una EVC. En cuestiones de raza, los afroamericanos
14



presentan altas tasas de prevalencia en desarrollar EVC, en comparacién con otras
razas (Delgado — Garcia, 2009; Alcald y Gonzélez, 2007; Sacco, 2002; Pebet, 2002).
Por su parte, dentro de los factores modificables encontramos un conjunto de
alteraciones predisponentes que, se originan varios afios antes de que se presente una
EVC. La mayoria de estos factores son enfermedades y estilos de vida que pueden
desencadenar EVC, como el sedentarismo, tabaquismo, alcoholismo, abuso de drogas,
obesidad y diabetes melitus tipo Il (Sacco, 2002). La hipertension arterial sistémica es el
principal factor modificable, por ejemplo, en México 15 millones de personas sufren de

esta enfermedad y el 61% ignoran que la padecen (Gaceta UNAM, 2008).

2.1.2. Isquemia Cerebral: Definicion y Clasificacion.

La isquemia cerebral es definida como la insuficiencia del flujo sanguineo
cerebral, reduciéndose por debajo de 30 ml/min, lo cual no solo priva de oxigeno,
glucosa y nutrientes al organismo, sino también impide la eliminacién de residuos del
metabolismo celular que tienen un potencial téxico. La mayoria de las EVC son de tipo
isquémico, registrandose en el 80% de los casos (Rosamond et al, 2007). Cuando una
isquemia es grave y duradera, las neuronas y otros elementos celulares mueren, a esto
se le ha denominado infarto. La isquemia se torna grave en el denominado foco o
ndcleo isquémico, en este sitio en donde a muerte neuronal se da casi de manera
inmediata, mientras que en su periferia se establece un anillo denominado area de
penumbra, en el cual la disminucién del flujo es menos grave, gracias a los aportes
sanguineos de las arteriales colaterales del tejido adyacente no isquémico (como
muestra la Fig. 2). En esta zona, el periodo de tiempo durante el cual el fenbmeno
isquémico persiste representa una ventana de tiempo potencialmente viable para la
recuperacion del tejido (Back, 1998, citado en Arango-Davila, Escobar-Bentancourt,
Cardona-Gomez y Pimienta-Jiménez, 2004). Sin embargo, la viabilidad de
recuperacion de las células en la zona de penumbra tiene un tiempo limitado ya que la

disminucién en las reservas de oxigeno y glucosa puede desencadenar diversos

15



procesos patologicos que pueden conducir a la muerte celular de las neuronas

localizadas en la zona de penumbra (Hossmann, 2006).

I Penumbra
B nucleo

Minutos

Dias y semanas

Fig. 2. Foco isquémico (o nucleo) y zona de penumbra. Su evolucién a través del tiempo, el
area de penumbra va reduciéndose hasta desaparecer y convertirse en zona de lesién (tomado
y modificado de Dirnalg et al., 1999).

La isquemia cerebral de acuerdo a su localizacién puede clasificarse en focal o
global. La isquemia cerebral de tipo focal puede ser permanente o transitoria, ocurre
cuando la oclusion arterial se localiza en una region determinada, provocando una
inmediata interrupcién del flujo sanguineo, pero se mantiene cierto nivel de irrigacion
colateral, que podria favorecer la reversibilidad del dafio neuronal y por ende la
supervivencia neuronal (Back, Hemmen, y Schiler, 2004; Endres y Dirnagl, 2002). Por
su parte la isquemia global esta asociada a la pérdida del flujo cerebral colateral, que es
el resultado de condiciones clinicas como infartos cardiacos o bypass coronales,
provocado por el blogueo de las arterias carétidas. Aun cuando se presente en periodos
breves de tiempo se produce un dafo celular irreversible, solo del 10 al 20% de los
pacientes con infarto cardiaco global muestran una recuperacion favorable, los demas
mueren o quedan en un estado vegetativo. Los pacientes que logran recuperarse
muestran una amplia variedad de déficits cognitivos, motores y neuroldgicos (Petito,
Feldmann, Pulsinelli, y Plum, 1987; Sharma, S. S. y Gupta, 2007).
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2.2. Fisiopatologia de la Isquemia Cerebral.

La isquemia cerebral desencadena una serie de fenébmenos moleculares a corto
y largo plazo (Fig. 3), los cuales tienen su punto de inicio con el fracaso energético
relacionados con la interrupcion de la fosforilacidn oxidativa, la cual desencadena la
sobre activacion de los receptores de glutamato, la acumulacion intracelular de iones de
calcio, el reclutamiento de células inflamatorias, el aumento de radicales libres y
procesos patolégicos de apoptosis (Arango-Avila et. al., 2004; Cheng, Al-Khoury y Zivin,
2004). En la isquemia cerebral la privacion de los sustratos metabolicos, desencadena
mecanismos de muerte neuronal, conocidos como necrosis y apoptosis, los cuales
causan un aplanamiento eléctrico en el EEG, ademas de cambios en el flujo sanguineo
regional. Ambos procesos, estan intimamente relacionados; se ha demostrado que en
una misma regién algunas ceélulas mueren por necrosis, otras por apoptosis y otras por
una combinacibn de ambas (Murphy y Corbett, 2009; Lecifia, 2006; Guevara,

Rodriguez, Alvarez, Riafio y Rodriguez, 2004).

Secrecion de
sustancias
citotoxicas

Destruccion de parenquima

|
1h 3h 6h 24h  48h 1semana Tiempo

Fig. 3. Evolucion de los signos clinicos y patoldgicos de la isquemia cerebral en el tiempo.
2.2.1. Muerte neuronal por necrosis.

También denominada oncosis o necrofanerosis, es el resultado del fracaso energético

agudo, que desencadena lisis de la membrana y procesos inflamatorios (Arango-Davila
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et al., 2004). La muerte neuronal por necrosis es un fendmeno pasivo que depende de
las alteraciones bioquimicas producidas por el déficit energético y por la activacion de
enzimas liticas constitutivas, que eventualmente destruyen los componentes celulares

(véase Fig. 4).
Acidosis lactica

En los primeros estadios de la isquemia, el déficit de oxigeno desvia el
metabolismo de la glucosa por via anaerobia, ocasionando un aumento de acido lactico,
que a su vez induce la reduccion del pH intra y extracelular. La cantidad de acido
lactico depende de la cantidad de depdésitos tisulares de glucosa y glucégeno en el
momento de presentarse la isquemia (Castillo, 2000; Doyle, Simon y Stenzel-Poore,
2008). Tras esta alteracion se produce una hiperglucemia persistente que genera una
excesiva acidosis capaz de agravar el dafio cerebral, (Castillo, 2000; Guevara et al.,
2004).

Crisis Energética

La acidosis inhibe la fosforilacion oxidativa, contribuyendo a la crisis energética.
Al inhibirse la sintesis de ATP mitocondrial, el ATP restante en la célula es consumido
durante los primeros dos minutos posteriores a la isquemia, ocasionando fallos en las
bombas de sodio-potasio (Na+/K+) (Doyle, et al., 2008). Esta bomba consume
alrededor del 70% de la energia celular; mantiene altas las concentraciones
intracelulares de K+ y bajas concentraciones intracelulares de Na+, las cuales son
necesarias para la propagaciéon de los potenciales de accién. Durante la cascada
isquémica y para ahorrar energia, el cerebro disminuye su actividad eléctrica gracias a
la salida de K+ intracelular, que da como resultado la hiperpolarizacion transitoria de la
membrana Después de 5 minutos se alcanza un decremento de ATP del 90%, que es
consecuencia la actividad de la bomba Nat/K+ y ATPasa de la membrana
plasmatica(Castillo, 2003; Doyle et al., 2008). Posteriormente ocurre un incremento
intracelular de Na+ y el decremento de K+ dentro de la célula, causando una

despolarizacién anodxica (Onténiente, Rasika, Benchoua, y Guéran, 2003) y, se abren
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los canales presindpticos de Calcio (Ca**) sensibles al voltaje, que aumentan la
concentracion intracelular de Ca®* (Castillo, 2000; Castillo et al., 2003).

Excitotoxicidad

La excitotoxidad es provocada por la excesiva liberacion de glutamato y las
alteraciones en la recaptura del mismo (Castillo, 2000, Doyle et al., 2008). EI aumento
en la concentracién extracelular de glutamato estimula a los receptores NMDA, los
cuales abren sus canales y elevan los niveles de calcio dentro de la célula. (Castillo et
al., 2003). La liberacion de calcio intracelular puede causar la muerte celular aguda por
Necrosis y a su vez dar paso a eventos moleculares que provocan la apoptosis (Dirnagl,
Ladecola, y Moskowitz, 1999). El Ca* actta como segundo y tercer mensajero
universal capaz de desencadenar la induccion de multiples cascadas citoplasmaticas y
nucleares que a su vez, activa una serie de enzimas capaces de degradar el
citoesqueleto, proteinas estructurales, membranas y otros organelos. Entre las enzimas
desencadenadas se encuentran: proteasas, fosfolipasas, endonucleasas,
proteinfosfatasas y sintetasas del 6xido nitrico (Castillo, 2000). En suma, el resultado
final es irreversible, deteriorando las membranas, los sistemas de neurotransmisores,

las mitocondrias, ademas inhibe la sintesis de proteinas (Hazell, 2007).
Produccion de Radicales Libres

Un radical libre (ROS) es una especie reactiva del oxigeno, que es capaz de
existir independientemente como un atomo al contener uno o mas electrones no
pareados en su Orbita mas extrema (Hailliwell y Gutteridge, 2007). En condiciones
normales, los radicales libres estan presentes en los organismos manteniéndose en
niveles adecuados por medio de mecanismos antioxidantes, sin embargo durante el
evento isquémico se genera una cantidad excesiva de ROS, como consecuencia al
dafio mitocondrial provocado por la acumulacién de Ca?* (Castillo, 2000). Los ROS
pueden producir lipoperoxidacién en las membranas plasmaticas y en los organelos
intracelulares (Hossman, 2006); la reaccion con el oxido nitrico favorece la formacion de
peroxinitrito que causa reacciones gquimicas violentas como la fragmentacion del ADN,

la pérdida del citoesqueleto y la inhibicion de transportadores de glutamato. Igualmente
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tras la liberacién de ROS ocurre estrés en el reticulo endoplasmatico, que puede llevar
a la apoptosis (Arango-Davila et al., 2004; Hossmann, 2006).

Inflamacion

La inflamacion ocurre horas o dias posteriores al inicio de la isquemia con
infiltracion de leucocitos, neutréfilos y macréfagos; lo que puede provocar la progresion
del dafio isquémico debido a la generacion de radicales libres en el tejido reperfundido

o criticamente reperfundido (Hossmann, 2006; Lecifia, 2006; Doyle et al., 2008).

2.2.2. Muerte neuronal por apoptosis.

Denominada muerte celular programada, ocurre cuando se presenta una
activacion de mecanismos intracelulares dependientes de energia, que llevan a cabo la
degradacion regulada de una célula a través de enzimas efectoras, al final la célula
degradada es eliminada por células fagociticas, sin desencadenar reaccién inflamatoria,
véase Fig. 4 (Arango-Avila et al., 2004). La apoptosis es iniciada por la expresion de
genes que se activan por agentes nocivos externos o estimulos intracelulares
(Hengartner, 2000; Yuan y Yankner 2000; Lecifiana, 2006). Entre las enzimas mas
comunes que se activan durante la apoptosis encontramos a las caspasas efectoras,
principalmente la Caspasa 3, que se encargan de destruir proteinas citoplasmicas, al
modificar la homeostasis celular, estas proteinas destruidas son vitales para la célula,
pues pueden encargarse tanto para la reparacion de acido desoxirribonucleico, como
ser parte de la estructura del citoesqueleto (Hengartner, 2000; Yuan y Yankner 2000;
Arango-Davila et. al., 2004). Las Caspasas se activan cuando el citocromo ¢ (que es
liberado por la mitocondria) y el calcio intramitocondrial se unen para formar el complejo

citocromo c-proteina proapoptética BAD-APAF (Dirmagl et al., 1999; Doyle et al., 2008).

20



Isquemia

i

Reduccion flujo sanguineo

de energia

|

Disfuncién Na'/K* <«—> Acidosis

I—— Deplecion reservas

v
Despolarizacion de la membrana —, ‘ Reperfuslon
v Liberacion de glutamato | \
Apertura de canales l v
Ca-dependentes i
s Activacion receptores Fallob:eﬁ:sd:sé:ms
S NMDAy AMPA P
“a < S ‘
I_ Aumento del Ca intracelular L v
Produccién NO — te Infllamacion
v
AcivaciéndeNO ¥ Radicales libres 4
sintasa, lipasas,
proteasas y 0 ; -
endon Peroxidacion lipidica
Riieanes \\ Liberacion de citoquinas
l e [
Apoptosis » Dano celular irreversible«

Fig. 4. Cascada de eventos que se producen durante la isquemia cerebral.

2.3. Anatomia vascular cerebral.

La irrigacion sanguinea cerebral depende de dos sistemas de circulacion de
arterias sistémicas: el sistema circulatorio anterior o carotideo, el cual es alimentado
por las carétidas internas, y el sistema circulatorio posterior o vertebrobasilar, que
recibe sangre de las arterias vertebrales; en la cara inferior del cerebro, ambos
sistemas se unen formando el poligono de Willis. En caso de presentarse alguna falla
en la irrigacidbn sanguinea, la interconexion es importante, pues funciona como un
sistema compensatorio a través del poligono de Willis, en donde puede haber
circulacion colateral que rescata la regibn comprometida que es privada del flujo
sanguineo. Existe un alto porcentaje de ocurrencia de un evento isquémico en el
sistema carotideo (80-85 %), en donde los efectos neuroldgicos dependeran del area
afectada, la severidad y duracion del déficit sanguineo, ademas de la capacidad de
procesos plasticos reparadores (Futtrell y Millikan, 1996; Kandel et. Al.,, 2000; Alejo-

Martinez, 2011).
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2.3.1. Sistema carotideo.

Formado por las arterias carétidas internas cuyas ramas principales son la arteria
oftdlmica, la arteria comunicante anterior, arterias cerebrales medias, la arteria coroidal
anterior y la arteria ipsilateral (Fig. 5). Estas arterias se encargan de irrigar los
hemisferios cerebrales (I6bulos frontal, parietal, y parte del l6bulo temporal), el
diencéfalo por las arterias oftalmicas, ganglios basales, capsula interna, nervios épticos
y la retina. Si ocurre una obstruccidén en este sitio. el paso sanguineo a los hemisferios
puede afectarse considerablemente, destacando hemiplejia severa y hemi anestesia
(Martin, 1989; Futrell y Millikan, 1996; Kandel et. al., 2000; Alejo-Martinez, 2011).

2.3.2. Sistema vertebrobasilar.

Este sistema estd constituido por la arteria vertebral y basilar (Fig. 5), cuyas
ramas se dividen en tres grupos: 1) ramas paramedianas (arteria espinal anterior), que
irrigan estructuras de la linea media; 2) ramas circunferenciales cortas, que irrigan
estructuras mas laterales como pedunculos cerebelosos inferiores, medios y superiores
y 3) ramas circunferenciales largas como las arterias cerebelosas inferoposterior,
inferoanterior, media y superior, también irriga estructuras laterales del tronco del
encéfalo, pedunculos cerebelosos, cerebelo y I6bulos temporal y occipital (Martin, 1989;
Futtrell y Millikan, 1996; Kandel et. al., 2000; Alejo-Martinez, 2011).

—— Arteria carotida
externa

Arteria carotida
interna

Arteria carotida
comun

Common carotid artery

Subclavian

artery - -Innominate artery

Fig. 5. Sistemas Carotideo y Vertebrobasilar.
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2.3.3. Arterias cerebrales.

Se distribuyen a lo largo de todo el encéfalo, componiéndose de tres principales
ramas: arteria cerebral media, arteria anterior y arteria posterior (Fig. 6). Las arterias por
cada hemisferio forman el Poligono de Willis (Ostrosky-Solis y Ardila, 1991).

A, del Surco Central

A. Parietal Anterior

A. Parietal Posterior

Rama para ¢l Giro Angular

A. Cerebral Media /& . o A_Temporal Posterior

A. Carotida Interna A. Temporal Media

A. Temporal Anterior

Fig. 6. Encéfalo y arterias cerebrales.

La arteria cerebral media es la arteria mas grande, irriga toda la superficie lateral de
cada hemisferio, excepto parte del I6bulo frontal y occipital. También denominada
arteria peri Silvana. La arteria cerebral media presenta ramas corticales (orbitarias,
frontales, parietales y temporales) y centrales (estriadas). Es uno de los territorios
donde existe mayor frecuencia de ECV. La arteria cerebral anterior se encarga de irrigar
parte del l6bulo frontal por sus ramas centrales, ademas colabora con la circulacion de
los nucleos lenticular, caudado y la capsula interna; esto a través de las ramas
corticales (orbitarias), frontales (parietales), coroidales y centrales. Estas arterias estan
conectadas en ambos hemisferios por la arteria comunicante anterior, que es
considerada la region mas afectada por aneurismas intracraneales. La arteria cerebral
posterior se encarga de irrigar zonas mediales e inferiores del I6bulo temporal, el I6bulo
occipital, el hipotalamo posterior y areas receptoras visuales. Se originan en la
bifurcacion del tronco basilar y se ramifican de la siguiente manera: ramas corticales
para las regiones temporal y occipital; arteria coroidea posterior; pediculo retro mamilar

y arteria cuadrigémina (Ostrosky-Solis y Ardila, 1991).
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2.4. Alteraciones clinicas inducidas por isquemia cerebral.

En general, en el proceso de isquemia cerebral los pacientes con un EVC
pueden presentar una amplia variedad de alteraciones sensoriales, motoras y
cognitivas. Estas manifestaciones clinicas dependen de la localizacion, severidad y
duracion del déficit de perfusion (Bradberry y Phrarm, 1993). Un 25% de los pacientes
con EVC aguda mueren después del primer mes y hasta un 50% de los sobrevivientes
quedan fisica y mentalmente incapacitados (American Stroke Association, 2008). Se
han desarrollado varias escalas para cuantificar la gravedad de los pacientes con EVC,
entre la mas utilizada se encuentran la National Institutes of Health Stroke Scale
(NIHSS), la cual consta de 11 parametros que reciben un puntaje de entre 0 y 4, su
resultado oscila de 0 a 39 y segun la puntuacion se cataloga en varios grupos: < 4
puntos se considera déficit leve; 6 — 15 puntos, déficit moderado; 15 — 20 puntos déficit
importante; y >20 puntos, déficit grave (Arauz y Ruiz-Franco, 2012). En pacientes que
se sospecha de la presencia de una EVC es esencial realizar estudios mediante
diferentes técnicas de imagenologia cerebral, como la Tomografia Axial Computarizada
(TAC), la Tomografia por Emisiobn de Positrones (PET), la Resonancia Magnética
Funcional (RMF) o Angiografia Cerebral, las cuales son capaces en mayor o menor
medida de localizar y detectar las EVC en sus diferentes fases y que a la larga
produciran diferentes manifestaciones clinicas. Ilgualmente durante las fases agudas de
la isquemia se deben realizar estudios de glucosa sérica, biometria hematica, tiempos
de coagulacion y electrocardiogramas. Entre las areas comunmente afectadas
encontramos: ganglios basales (nucleos caudado y putamen), puente, cerebelo, corteza
cerebral motora, corteza orbitofrontal, tallo cerebral, giro del cingulo y cuerpo calloso
(Delgado-Garcia, 2009; Arauz y Ruiz-Franco, 2012).

Entre la gran variedad de alteraciones sensoriales y motoras se incluyen:
temblores, pérdida de la coordinacion, pérdida de la fuerza muscular, alteracion del
balance y la postura, pardlisis parciales, sincope, apraxia, negligencia unilateral,
problemas de vision como hemianopsia homonima y problemas en la deglucion de
alimentos (Caplan y Hon, 2004; Sien, Stein, Ning y Black-Schaffe, 2007). Entre las

alteraciones neuropsicologicas mas comunes pueden encontrarse: diferentes tipos de
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afasias especificas (Broca, Wernicke o de Conduccién), afasias globales que puede
afectar todos los niveles del lenguaje, hemiparesia contralateral con predominio en
miembros inferiores, cambios conductuales, agnosias, prosopagnosias, alexias y
disartrias que conllevan a una limitacion en las habilidades necesarias para escuchar,
leer y escribir (Ostrosky-Solis y Ardila, 1991; Glubb, et al., 2000).

En lo que respecta a las alteraciones del aprendizaje y la memoria, estudios
clinicos observan varias disfunciones corticales en pacientes con isquemia cerebral, las
mas frecuentes son amnesias, demencias y problemas en la atencién (Tatemechi,
Desmond, Stern, Paik, Sano y Bagiella, 1994; Rogers, Campbell, Stretton y Mackay,
1997). Por su parte los experimentos realizados en modelos animales han sido de gran
importancia para el conocimiento sobre el dafio neuronal durante y después de la
isquemia cerebral. La evaluacion de los animales en tareas relacionadas con el
aprendizaje y la memoria, se han lleva a cabo a través de laberintos, como el Laberinto
Acuatico de Morris (MWM) o el Laberinto en Y, los cuales demostraron afectaciones en
la memoria de trabajo y en la memoria de referencia provocadas por isquemia cerebral,
las cuales con el tiempo una recuperacion en ambos tipos de memoria. Aunque los
déficits en la memoria de trabajo pueden persistir después de algunos dias una
isquemia global, igualmente pueden estar afectando algunos déficits locomotores en los
animales (Modo, et. Al., 2000; De Vires et al., 2001; Nithianantharajah y Hannan, 2006).

2.5. Modelos experimentales en animales con isquemia cerebral.

Gracias a las manifestaciones clinicas y a la identificacion de los déficits
cognitivos provocados por la isquemia cerebral, se han desarrollado diferentes lineas
de investigacion en modelos experimentales con animales. Un modelo experimental
puede definirse como un medio artificial donde el objetivo de estudio es reproducir un
fendbmeno. para verificar si la hipotesis sobre el mismo puede reproducirse en
condiciones controladas. El objetivo de los modelos en isquemia cerebral es adquirir
conocimiento sobre la patofisiologia del dafio cerebral isquémico, ademas de identificar

los efectos de los farmacos neuroprotectores. Un modelo ideal para el dafio isquémico
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debe: a) reproducir la situacion clinica; b) ser reproducible en si mismo; c) estar libre de
falsas interpretaciones y d) no ser excesivamente dependiente de recursos tecnologicos
lejos del alcance de la mayoria de los laboratorios de investigacion en el mundo
(Hossmann, 2006). La similitud del encéfalo humano con otros mamiferos ha permitido
modelar la isquemia cerebral y otras enfermedades del sistema nervioso central. Los
encéfalos de perros, gatos y primates son los mas perecidos al humano, pero el
mantenimiento de los animales es alto y se deben tener en condiciones especiales. Los
modelos en roedores son los mas utilizados, por su facilidad, costo, aceptacién ética y
alto grado de homologia genética. A pesar de tener un cerebro liso, los inconvenientes
con el cerebro del roedor se han solucionado gracias a las técnicas de imagenologia

cerebral y neurofisiologia (Garcia, 1984; Juurlink y Sweeney, 1997; Dirnal et al., 1999).

En la mayoria de las investigaciones en isquemia cerebral se emplea como
comun denominador la induccion de isquemia cerebral en modelos focales, usando
comunmente la obstruccion de la arteria cerebral media (ya sea de manera transitoria o
permanente), lo cual permite la identificacion de déficits en zonas especificas
(Bederson, Pitts, Tsuji, Nishimura, Davis y Bartkowski, 1986; Menzies, Hoff y Betz,
1992; Niiro, Roger, Koki y Tetshiko, 1996; Modo, Stroemer, Tnag, Veizilc, Sowniski, y
Hodges, 2000). Los modelos de isquemia cerebral de tipo global reproducen EVC
extracraneales, como paros cardiacos y colapsos vasculares sistémicos (Sosa, Garcia-
Salman, Rodriguez, Subir's, Rodriguez y Thomas, 2005). Su principal caracteristica
radica en mantener el flujo sanguineo del tallo cerebral, permitiendo a los animales
ventilar espontdneamente, mientras que se obstruyen las arterias carétidas comunes, lo
cual puede afectar areas cerebrales muy extensas (Block, 1999; Hunter, Green y Cross,
1995; Rodriguez, Santiago-Mejia, Fuentes-Vargas y Ramirez 2003; Trasystman, 2003).
Existen en la literatura pocos modelos que evallen el efecto de una isquemia global y
permanente, bajo un esquema de hipoperfusién sanguinea. Algunos de los modelos de
isquemia global son la oclusion de dos vasos con y sin hipotension (20V+hypo; 2VO) y
la oclusién de cuatro vasos (4VO) (Hossmann, 2008; Prieto-Arribas, 2008; Pulsinekki,
Brierly y Blum, 1982).
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2.6. Modelo de Seccion Secuencial de Arterias Carétidas Comunes (SSACC).

La mayoria de los modelos de isquemia cerebral se han enfocado en el
tratamiento neuroprotector con el objetivo de evitar la muerte neuronal del tejido que
forma la zona de penumbra. Sin embargo, se han generado varias criticas relacionadas
con las consideraciones metodolégicas. Una de las principales causas de disparidad
que se observa es en relacion con los resultados clinicos, en donde, ningin modelo
reproduce fielmente los hallazgos observados en la isquemia cerebral humana (Fisher,
2004; Alejo-Martinez, 2011). Hoy en dia se trabaja en modelos que puedan trasladarse
a la clinica, entre los mas exitosos encontramos a los modelos de isquemia global en
animales, entre los cuales se encuentra el modelo de Seccion Secuencial de Arterias
Carotidas Comunes o SSACC.

2.6.1. Caracteristicas del modelo de la seccidon secuencial de las arterias
carétidas comunes (SSACC).

El modelo de Seccién Secuencial de Arterias Carotidas (SSACC) fue
desarrollado en el laboratorio del Dr. Rodriguez Carranza del Departamento de
Farmacologia de la Facultad de Medicina, UNAM (Rodriguez, Gerson y Santiago-Mejia,
2000). EI SSACC es un modelo de isquemia global incompleta debido a que la
interrupcion sanguinea solo afecta al sistema carotideo, permaneciendo constante la
circulacion del sistema basilar, que irriga a los centros cerebrales reguladores de las
funciones vitales. El procedimiento se lleva a cabo en dos etapas: en la primera, se liga
y secciona la arteria carétida comun izquierda y 32 dias después se realiza el mismo
procedimiento con la arteria carétida derecha (Rodriguez, Gerson y Santiago Mejia,
2000; Delgado-Garcia, 2009: Alejo-Martinez, 2011).

Las dos diferencias basicas de este modelo con respecto a los modelos
tradicionales de isquemia cerebral son: 1) empleo de animales envejecidos (40-60
semanas de edad), lo cual los vuelve méas vulnerables al dafio isquémico (Fuertes-

Vargas, et. al., 2002) y 2) el intervalo temporal de 32 dias entre la oclusibn de ambas
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arterias carotidas, lo que posibilita una simulacion de lo que ocurre en la clinica con los
pacientes que sufren una EVC, en un estado crénico de hipoperfusion cerebral. El
estudio en modelos isquémicos globales cuya reduccién sanguinea es crénica como el
modelo SSACC, es de vital importancia para comprender la evolucién, consecuencias y
respuestas del infarto a cualquier tratamiento farmacologico, a diferencia de los
modelos de instalacion subita (Rodriguez et al., 2000).

El empleo de roedores en los experimentos de isquemia cerebral ha sido una
constante al facilitar, por un lado el mantenimiento y cuidado de los animales en los
bioterios y por el otro por las similitudes anatémicas que existen con lo humanos. En lo
que respecta al sistema circulatorio, la posicion de las arterias cerebrales y carétidas es
muy similar entre los roedores y el ser humano (Fig. 7). La conformacién del poligono
de Willis es muy parecida en los humano en comparacion a los roedores, con algunas
diferencias anatomicas como la usencia de la arteria comunicante anterior las cuales
forman un tronco cerebral anterior, ademas de la presencia de arterias colaterales
(especialmente la arteria olfatoria, muy desarrollada en roedores). Algunos autores han
considerado las variaciones de las arterias colaterales o la formacion de anastomosis
como los principales factores para la utilizacion de diferentes animales de laboratorio
(Lee, 1995; Lugo-Sira, 1996; Farkas y Luiten, 2001).

El empleo de ratones machos envejecidos es relevante en el modelo SSACC, al
demostrar una serie de patrones conductuales y morfolégicos que se deben observar
durante una isquemia global. Se caracterizé un poligono de Willis completo de tipo
embrionario en ratones sometidos al SSACC, ademés de un ensanchamiento en las
paredes de las arterias que conforman el poligono de manera homogénea (Lugo-Sira,
1996; Rodriguez et al., 2000). La seccion de la carétida izquierda de los ratones durante
la primera cirugia, produce un aumento gradual en el diametro de las arterias que
conforman en poligono de Willis, lo que a su vez generar vasogénesis que ayuda a la
compensacion del flujo sanguineo (Kandel et al., 2000; Rodriguez et al., 2000); lo cual a
su vez prolonga el tiempo de vida de los animales, permitiendo el estudio de las
alteraciones cognitivas y conductuales, ademas del empleo de farmacos que

modifiqguen estas alteraciones (Rodriguez et al., 2005). El inconveniente de utilizar otro
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tipo de roedores en el modelo SSACC radica en el alojamiento de los animales, un
diferente metabolismo y el en el caso de la rata, un prominente uso de las arterias

colaterales que forman una anastomosis en el poligono de Willis que ayudan a

compensar la interrupcion del flujo sanguineo cuando las arterias carétidas son
cortadas (Lee, 1995; Lugo-Sira, 1996).

Triangulo o
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Fig. 7. Comparacién anatomica del sistema carotideo en el ratén y el ser humano. Este sistema es
la clave para el modelo de seccion secuencial de arterias cardtidas (SSACC), debido a que el corte
de las arterias carétidas, ubicadas en ambos casos a un costado de la laringe y traquea, en un
periodo de tiempo de 32 dias entre arterias, le permite al modelo simular en el animal una
isauemia cerebral global (Rodriguez et al., 2000).

2.6.2. Alteraciones conductuales producidas por el modelo SSACC.

Los estudios enfocados en isquemia cerebral aguda, centran su atencion en la
identificacion y caracterizacion de las alteraciones neuroconductuales inducidas por la
isquemia cerebral aguda, ademas del papel de los farmacos neuroprotectores en la
sobrevivencia del tejido de la zona de penumbra. Los resultados obtenidos al
administrar diferentes farmacos en modelos experimentales son alentadores, pues han
sido capaces de reducir el tamafio de infarto en los animales, sin embargo, al trasladar
su empleo a la clinica se observa poca efectividad en los pacientes con una EVC

(Green, Odergren y Ashwood, 2003). A diferencia de otros modelos de isquemia, el
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modelo SSACC induce una gran cantidad de alteraciones neuroconductuales que
ofrecen la oportunidad de evaluar el impacto funcional de la isquemia cerebral aguda y
su posible recuperacién después de la administracion de farmacos neuroprotectores
(Rodriguez et al., 2003). Las primeras investigaciones utilizando el modelo SSACC
dieron como resultado la presencia de diez alteraciones consistentes y definidas tras el
corte de las 2 arterias cardtidas. Estas alteraciones son: incoordinacion motora,
posicion corporal anormal (lateralizada), hipomotilidad, disminucion del tono y fuerza
muscular, temblor, encorvamiento, flexion de la extremidad anterior y marcha ataxica

(Rodriguez et al., 2000; Rodriguez, Santiago-Mejia, Gdmez y San-Juan, 2005).

La alteracion de la actividad locomotora en los animales isquémicos en
comparacion con los animales controles es una constante dentro del modelo SSACC.
Los primeros resultados obtenidos demostraron una disminucion significativa de la
actividad locomotora tanto de tipo exploratoria como espontanea en los animales con
SSACC. Después de aplicar agentes antioxidantes a los animales afectados por
SSACC, estos mostraron un aumento en su actividad locomotora en comparacion a los
animales controles a los cuales solos se les administro solucion salina (Santiago-Mejia,
Fuentes-Vargas, Rios, Vidrio y Rodriguez, 2004). En este sentido, el modelo SSACC
encontré evidencia de problemas de hemiparesis o hemiplejia, al evaluar la capacidad
de los animales isquémicos para manipular, abrir y consumir una semilla de girasol.
Los resultados obtenidos demuestran que los animales isquémicos presentan
alteraciones motoras finas (en patas anteriores y falanges) que les impide sostener y
manipular la semilla de Girasol (Gémez, Santiago-Mejia, Ventura-Martinez, y
Rodriguez, 2006). La sensibilidad tactil de los animales experimentales sometidos a
SSACC se ve disminuida (Gomez, Santiago-Mejia, y Rodriguez, 2005). En lo que
respecta a la conducta de nado, se encontrado alteraciones motoras no reversibles en
los animales sometidos a SSACC después de 72 horas efectuada la segunda cirugia,
los parametros de la latencia de nado, distancia recorrida y velocidad de nado
aumentaron significativamente en los dias posteriores a la segunda cirugia, sin
embargo al administrar el farmaco neuroprotector dexrazozano (que es un

antioxidante), los animales isquémicos mejoraron en la conducta de nado. Actualmente
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la linea de investigacién en el modelo SSACC va en funcién de la identificacion y
caracterizacion las alteraciones del aprendizaje y memoria en animales isquemicos. El
primer trabajo evalué a los animales con la prueba de Laberinto Elevado en Cruz,
herramienta que resultd ser muy (til en la identificacion y caracterizacion de las
alteraciones en la ejecucion y recuerdo inducidas por isquemia cerebral aguda (Alejo-
Martinez, 2011).

2.7. Estrategias experimentales para el estudio del aprendizaje y la memoria.

Para poder desplazarse en su medio de manera eficaz los animales deben
aprender y recordar la distribucién de su medio que les permita localizar los espacios
abiertos, las areas de refugio, las fuentes potenciales de alimentos, la ubicacién de su

nido, el alimento almacenado, los depredadores, etc (Cabrera, 2009).

El aprendizaje puede considerarse como un proceso que facilita la adaptacion de
las especies en su entorno. Aprender no solo significa adquirir conocimiento o recibir
informacion determinada; también el aprendizaje debe ser capaz de afectar a todos los
tipos de comportamiento (motor, emocional y cognitivo). Los comportamientos
aprendidos deben distinguirse de otros tipos de comportamientos, como los
comportamientos innatos (pautas de comportamiento determinadas biol6égicamente y
gue son importantes para la supervivencia de los organismos) y los comportamientos
madurativos (cambios estables en el comportamiento que se producen como
consecuencia del desarrollo evolutivo, de acuerdo con pautas biolégicamente
determinadas). EI comportamiento aprendido es un concepto que se puede definir como
un cambio perdurable en las respuestas a una situacion en particular, que es resultado
de una experiencia anterior. La clasificacion mas utilizada para el aprendizaje es
dividirlo en tres: aprendizajes no asociativos, aprendizajes asociativos simples y

aprendizajes asociativos complejos (Domjan, 2008; Vila, 2009).

Los aprendizajes no asociativos son cambios en la conducta como resultado de

la repeticion de estimulos, entre los que se encuentran la habituacion y sensibilizacion.
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En la habituacién se aprende a ignorar un estimulo que carece de significado, mientras
que en la sensibilizacion se aprende a intensificar a todos los estimulos, incluso los que
provocaban poca o nula respuesta. Por su parte, los aprendizajes asociativos simples
son cambios en la conducta como consecuencia de la asociacion de dos estimulos,
llamado condicionamiento clasico, o la asociacion entre una conducta y un estimulo
consecuente con dicha conducta, denominado condicionamiento instrumental (u
operante). Por ultimo los aprendizajes asociativos complejos son cambios de la
conducta exclusivos del ser humano y mediados por el lenguaje (Bear, 2008). Gran
parte del trabajo de investigacion que se realiza en esta area se ha enfocado en el
descubrimiento de reglas generales, que describan cémo los animales modifican su
conducta a partir de la interaccion con el ambiente, al igual que como almacenan

informacion nueva que posteriormente guian su conducta (Domjan, 2003).

Para solucionar exitosamente los paradigmas experimentales los sujetos deben
emplear mecanismos de memoria, que les permita recordar cuales son las reglas
generales y especificas de una tarea que, los llevara a obtener estimulos agradables o
evitar estimulos nocivos (Domjan, 2003). La memoria es un concepto estrechamente
relacionado con el aprendizaje, los investigadores suelen manejarlos como conceptos
gue se llevan a cabo de manera conjunta (Oyuela et al., 2004), sin embargo, mientras el
aprendizaje es este cambio permanente y relativamente estable en el comportamiento,
la memoria puede ser entendida como la retencion de la informacion aprendida. Existen
diferentes clasificaciones de la memoria segun el enfoque desde el cual se esté
estudiando; puede clasificarse a la memoria basados en las observaciones clinicas, en
las pruebas experimentales y neuropsicologicas 6 en sus bases anatdmicas y
fisiologicas (Carrillo-Mora, Giordano y Santamaria, 2009). Sin embargo, una de las
clasificaciones mas utilizadas es dividir a la memoria en dos grandes grupos: memoria
declarativa (o explicita) y memoria no declarativa (o implicita). La memoria declarativa,
es la memoria de los hechos y acontecimientos; mientras que la memoria no declarativa
puede tener numerosas categorias, siendo la memoria procedimental (habilidades,

habitos y comportamientos) la mas sobresaliente (Bear, 2008).
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Ciertas regiones del encéfalo son mucho més importantes que otras para los
diferentes tipos de memoria, almacenandose en diferentes sistemas neurales (Kandel,
Schwartz y Jessell, 1997). Entre las zonas cerebrales mas relacionadas con el
procesamiento de la memoria encontramos al l6bulo temporal medial, siendo el
hipocampo, las areas proximas a él y las vias que conectan estas estructuras a otras
partes del cerebro las mas importantes. Los nucleos anterior y dorsomedial del tadlamo y
los cuerpos mamilares del hipocampo son otras zonas relacionadas con la memoria
(Bear, 2008). La memoria no es una funcion estatica y puede describirse mejor si se le
considera como una red compleja que trabajan en conjunto para clasificar, codificar,
almacenar y recuperar una diversidad de informacién que adquieren los sujetos (Hebb,
1949, citado en Bear, 2008).

En el afo de 1900, los fisiblogos Mdller y Pilzicker determinaron que el
establecimiento de la memoria ocurre en dos estadios diferentes: una memoria de corto
plazo (también llamada memoria inmediata) y una memoria de permanencia llamada
memoria de largo plazo o memoria remota. La informacion sensorial se puede retener
temporalmente en la memoria inmediata, pero para conservarla permanentemente en la
memoria remota se requiere de un proceso llamado consolidacion de la memoria.
Cuando la informacién sensorial logra pasar a la memoria remota (ya sea de manera
directa 0 a través de la memoria inmediata) los recuerdos almacenados, llamados
remotos pueden mantener durante dias, meses o afios (Oyuela et al., 2004; Bear,
2008). La memoria de trabajo se puede definir como la una memoria a corto plazo para
un objeto, estimulo o ubicacién, este tipo de memoria es de corta duracién (desde
algunos segundos, hasta horas e incluso dias) y tiene capacidad limitada que requiere
de ensayos para la retencion de la informacion. La memoria de trabajo es empleada por
los organismos dentro de una sesion experimental, debido a que integra aspectos
transitorios y cambiantes del ambiente que, controlan la conducta momento a momento
durante los ensayos y pierde su efecto al término del ensayo (Cabrera, 2009; Domjam,
2003; Dudchenko, 2004; Roberts, 1998).

Para fines experimentales, la clasificacion de los mecanismos de memoria se

realiza en funcion de lo que se recuerda, los contenidos de la memoria y el tiempo que
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se recuerda o intervalo de retencién (Domjam, 2003; Dudchenko, 2004; Roberts, 1998).
Las tareas comunmente empleadas para el estudio de la memoria deben considerar la
forma en que los animales recuerdan una serie de sucesos diferentes. La mayoria de
las investigaciones se centran en la fase de retencion y recuperacion de la informacion
adquirida. Los experimento de aprendizaje y memoria comparten ciertas caracteristicas
dentro de la codificacion de la informacion. La primera caracteristica, es llamada la fase
de retencion, en donde ocurre la exposicion de los organismos a cierto tipo de
informacion. Posteriormente, la informacién adquirida se retiene por cierto tiempo,
llamado intervalo de retencién, al cabo de dicho intervalo, se evalla el recuerdo que los
sujetos tienen de la experiencia original, lo que implica recuperacién o reactivacion de la
informacion encontrada durante la adquisicion. Por lo tanto, las fases implicadas son

tres: adquisicion, retencion y recuperacion (Carrillo-Mora et al., 2009).

Los laberintos son los dispositivos mas utilizados para evaluar el aprendizaje y la
memoria en animales (Fig. 8), al utilizar roedores aprovecha su tendencia natural de
explorar espacios cerrados y pequefios, asi como la evitacion de espacios abiertos y
elevados. Tolman en 1948 propuso que después de un periodo de entrenamiento, los
animales pueden establecer verdaderas estrategias para resolver los laberintos y son
capaces de elaborar mapas mentales (Tolman, 1948, citado en Carrillo-Mora et al.,
2009). Por esta raz6n ademas de la memoria de trabajo, la memoria espacial y la
memoria de referencia, son las mas estudiadas en el uso de laberintos. La memoria
espacial puede ser definirse como el almacén del cerebro para reconocer, codificar,
almacenar y recuperar informacién de tipo espacial, que actla sobre la disposicion de
los objetos o rutas especificas, con respecto a sefiales ambientales. Tiene la capacidad
de crear mapas cognitivos que son utilizados por la memoria de referencia para la
solucion de problemas. La memoria espacial no se asigna estrictamente a un
subsistema de clasificacion de la memoria, debido a que puede un componente tanto
de la memoria declarativa como de la memoria no declarativa, ademas de estar
involucrado en procesos de largo y corto plazo (Roberts, 1998; Domjan, 2003;
Dudchenko, 2004; Carrillo-Mora et al., 2009).
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Fig. 8. Diferentes tipos de laberintos utilizados para evaluar memoria (Carrillo-Mora et. al., 2009).

2.7.1. Laberinto Radial (RAM, por sus siglas en inglés).

El laberinto radial (RAM) fue desarrollado por Olton y Samuelson en 1976,
como prototipo para una tarea de solucion de varios problemas. Consta de ocho brazos
que irradian de una plataforma central que facilita el acceso a los brazos Alrededor de
cada la plataforma, en la entrada de cada uno de los brazos se encuentra una puerta
guillotina que se levanta, para permitir que el animal ingrese al brazo, o baja, para
evitar que el animal regrese al brazo. También contiene una barrera entre los brazos
cerca a la plataforma central para evitar que el animal salte de un brazo a otro, lo cual lo
obliga a ir a la plataforma central antes de que elija otra opcién. Antes de cada sesion
se coloca un pellet al final de cada brazo, se sitla al animal en el centro del laberinto
con las puertas guillotinas cerradas, entonces se levantan todas las puertas; la rata
elige un brazo y corre hacia el final de este para comer el pellet. Las puertas de los
brazos restantes se cierran, la rata vuelva al centro y la puerta del brazo visitante se
baja, después de un intervalo de demora se levantan todas las puertas. Este
procedimiento se repite hasta que los animales logran algan criterio (Olton y
Samuelson, 1976; Olton, 1987; Domjan, 2003; Carrillo-Mora et al., 2009). El objetivo de
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esta tarea es medir la habilidad de las ratas para recordar una lista de ubicaciones
espaciales (Block, 1999).

2.7.2. Laberinto Acuético de Morris (MWM, por sus siglas en inglés).

Como una alternativa al laberinto radial, en 1981, Richard G. M. Morris creo el
llamado laberinto acuatico de Morris (MWM), el cual ha sido uno de los mas utilizados
para estudiar la memoria espacial, de trabajo y de referencia en roedores. Esta tarea se
disefi6é para medir la habilidad de las ratas para aprender, recordar y dirigirse a un lugar
en el espacio, definido Unicamente por su posicion relativa sefiale distales
extralaberinticas (Morris, 1984). El laberinto consiste en una gran alberca circular que
contiene agua opaca, la cual oculta una plataforma a unos cuantos centimetros. El
procedimiento tradicional para medir la memoria consiste en dividir la piscina en cuatro
cuadrantes iguales, y dado que el agua representa un estimulo aversivo para los
roedores, puede someterse a los animales a un periodo de habituacién, en donde se les
sumerge durante unos minutos sin la plataforma. Después de este periodo una
plataforma se coloca fija en uno de los cuadrantes y los animales pasan por un periodo
de adquisicion. Durante este periodo a los animales se les da un namero variable de
ensayos. Al comienzo de cada ensayo se les coloca a los animales en diferentes
posiciones de partida. Se registra el tiempo en que el animal tarda en encontrar la
plataforma. Para favorecer el aprendizaje en el animal, se le permite estar en la
plataforma durante 30 a 60 segundos. Después del entrenamiento la memoria y la
recuperacion es evaluada en un ensayo adicional; es posible evaluar la memoria de
trabajo si cada dia se modifica la posicién de la plataforma dentro de la alberca (Morris,
1984).
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2.7.3. Laberintoen Yo T.

Se considera que Tolman fue el primero en utilizar este paradigma (1925, citado
en Dudchenko, 2004). Se evalla a los animales en pares de ensayos en los que la
informacion reunida durante el primer ensayo debe ser recordada para tener éxito en un
segundo ensayo. Se aprovechando la tendencia natural de los roedores de la
alternancia espontanea, que se considera como un pardmetro observatorio en
ambientes nuevos. Tanto en el laberinto de Y o T a los animales se les permite explorar
libremente. En la mayoria de las versiones se coloca a los animales en la base de la Y
o T, donde deben correr hasta ingresar en alguno de los brazos del laberinto donde
recibird un reforzador (primer ensayo). Tras su ingreso se coloca al sujeto en la base
del laberinto para realizar un segundo ensayo, en donde ambos brazos son accesibles,
pero la rata obtendra el reforzador solo en el brazo con el alimento. En este
procedimiento se evalla memoria espacial, cuando el animal tiene que recordar el lugar
con el reforzador fijo, pero igualmente se puede evaluar memoria de trabajo cuando el
reforzador puede variar de brazos y se agrega un tiempo de demora entre ensayos
(Gerlai, 1996; Corbett y Nurse, 1998; Dudchenko, 2004; Carrillo-Mora et al., 2009).

2.8. Modelo de laberinto acuatico en Y.

El laberinto en forma de Y al igual que el laberinto en T, han sido utilizado para la
evaluacion de la memoria espacial, al permitir observar procesos de reconocimiento
espacial en los animales a través de tareas de discriminacion. La variable acuatica de
estos laberintos permite respuestas comportamentales mas consistentes, ademas de
ser sensible al aprendizaje espacial, pues combina las ventajas del laberinto acuatico
de Morris y del Laberinto en Y. Mientras que en el laberinto acuatico de Morris, al
animal entrena para encontrar una plataforma escondida utilizando pistas visuales; en
el laberinto en Y, el animal debe elegir un brazo para recibir un reforzador y no un
castigo. En esta tarea uno de los brazos del laberinto se encuentra una plataforma
sumergida (la cual funciona como un reforzador positivo), aprovechando la tendencia

natural de los roedores al evitar el agua (reforzador aversivo), los animales deben
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aprender a alternar en orden y encontrar la ruta exacta para encontrar la plataforma. Si
el animal no es capaz de elegir la ruta espacial correcta durante el periodo de
entrenamiento, se cierra el brazo que no contiene la plataforma y al animal se le
mantiene por 10 s en el agua, repitiéndose la tarea hasta que el animal logre recordar la
ruta correcta. La variable acuética del laberinto en Y ha sido muy poco explorada, pero
bastante exitosa para las valoraciones farmacolégicas referentes a memoria espacial y
memoria de trabajo (Lochhi, Dall"Ollio, Gandolfi y Rimondini, 2007; Who, Hong vy Kil,
2008; Mora, Giordano y Santamaria, 2009).

2.9. Neuroproteccion.

La neuroproteccion puede ser entendida como una estrategia de tratamiento
terapéutico, cuyo objetivo principal es prevenir u oponerse a la pérdida neuronal
patologica que ocurre en diferentes enfermedades del SNC y con ello preservar la
integridad funcional del cerebro (Sirén y Ehrenreich, 2001), en el caso de la isquemia
cerebral, la neuroproteccion debe actuar en favor de la preservacion de las células de la
zona de penumbra que es afectada por el foco isquémico (Shuterland et al., 2012). Para
los neurdlogos una ventana terapéutica aceptable para un neuroprotector esta entre 4 'y
6 horas posteriores a la EVC, los mecanismos mas prometedores dentro de la
neuroproteccion son los que actdan en la recanalizacidon del flujo sanguineo evitando la
formacion de coagulos de sangre, a pesar de no actian de manera directa en el tejido
cerebral, mantienen el flujo de sangre en niveles adecuados; satisfaciendo la demanda
metabdlica y evitando el inicio de la cascada isquémica. Los tratamientos que actuan
directamente sobre el tejido celular, también actian en los procesos de la cascada

isquémica para evitar la muerte neuronal (Shuterland et al., 2012).

2.9.1. Farmacos Neuroprotectores.

Uno de los principales abordajes clinicos y experimentales para el estudio de la

neuroproteccion se hace a través de la utilizacion de farmacos que intervienen en la
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cascada bioguimica del dafio isquémico. Los estudios con estos farmacos se centran
especialmente en la proteccion celular temprana para mantener el flujo sanguineo
cerebral en niveles adecuados. Existen diferentes tipos de farmacos utilizados para la
neuroproteccion, entre los que encontramos inhibidores de la liberacion de glutamato
(como la Fosfenitoina, Lubeluzone y Lifariza), antagonistas de los canales de Ca2+
(Nimodipino, Flunaricina, Nicardipio y Isradipino), antagonistas de los receptores NMDA
(Selfotel, Dextrofan, Aptiganel, Eliprodil, Gavestinel, Dizolcipina y NBQX),
hiperpolarizantes de las membranas neurales (Crometiazol y MaxiPost), antioxidantes
(Tirilazd y Ebselen), protectores de membranas celulares (Citocolina y Pirecetam),
antiinflamatorios (Enlimomab y Hu23F26) y antitroboticos, tromboliticos vy
antiplaquetarios (activador tisular del plasminégeno), los cuales son los mas utilizados
en el tratamiento de la isquemia cerebral (Castillo, 2003). Estos farmacos actian de
manera enddgena o exdgena en favor de la preservacion temporal de la zona de
penumbra al acortar el tiempo entre el inicio del evento isquémico y la restauracion del

flujo sanguineo (Arango-Davila et al, 2004).

2.9.2. Neuroproteccion en la clinica.

En la clinica se espera que ademas de incrementar la sobrevivencia de los
pacientes que han sufrido isquemia cerebral, también se mejore su la calidad de vida.
La neuroproteccion a través de farmacos neuroprotectores ha mostrado resultados
prometedores en los estudios experimentales, pero no ha logrado traducirse con éxito a
la clinica, los resultados en pacientes no han sido suficientemente satisfactorios o
causan efectos adversos importantes (Delgado-Garcia, 2009; Shuterland, 2012). Por
este motivo, hasta el dia de hoy no existe una farmaco que sea lo suficientemente

efectivo, especifico y de seguro acceso al SNC (Green et al, 2003; Hossmann, 2006).

La dnica terapia farmacologica aprobada para el tratamiento de la isquemia
cerebral es la administracion del activador tisular del plasmindégeno (tPA), que actua
como un agente trombolitico, cuyo mecanismo de accion consiste en recanalizar el

vaso obstruido para restablecer el flujo sanguineo cerebral. La evidencias en ensayos
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clinicos demuestran que los pacientes tratados con tPA, a dosis de 0.9 mg /kg, tienen
una evolucién funcional con recuperacion completa o casi completa, comparados a los
tratados con placebos. Para que su resultado sea efectivo debe administrarse durante
las primeras 3 horas posteriores al evento isquémico; su principal desventaja es el
riesgo de sufrir una hemorragia cerebral, principalmente aquellos pacientes que reciben
el tratamiento posterior a las primeras 3 horas (Pérez y Biller, 2002; Durukan, 2008;

Arauz y Ruiz-Franco, 2012).

La recanalizacion del flujo sanguineo siempre serd la mejor terapia contra la
muerte celular tras una isquemia cerebral, sin embargo actualmente se estas estudian
otros tipos de estrategias de neuroproteccién como la hipotermia y el uso de albuminas
(Shuterland, 2012). El uso de antioxidantes ha representado otra estrategia de la
neuroproteccion alentadora, al ser muy eficaz para la reduccién del infarto (Santiago-
Mejia, et al, 2004). El dexrazozoxano, es un farmaco utilizado como cardioprotector, se
trata de un quelante de metales empleado para reducir la cardiotoxicidad en la sangre
(Halliwell y Gutteridge, 2007). Los resultados observados sugieren que este farmaco
tiene un potencial efecto neuroprotector en animales sujetos a isquemia cerebral global,
al observarse una disminucion en la mortalidad y en el déficit neurolégico inducido por
isquemia cerebral aguda (Rodriguez et al, 2000; Rodriguez, et al, 2003). Sin embargo,

sus resultados en la clinica atn estan por comprobarse.

Algunas de las razones del fracaso de los modelos experimentales de la
neuroproteccion por farmacos es la heterogeneidad de los infartos en pacientes (a
diferencia de la homogeneidad de los animales experimentales), las diferencias en las
administraciones de las dosis entre los pacientes y los animales, el método de accion
de los farmacos en el organismo humano a diferencia de los animales, la falta de
acuerdo metodoldgico entre la clinica y la preclinica, entre otras (Shuterland, 2012). Por
esta razdn se estan buscando alternativas experimentales al uso de farmacos, que
puedan ser llevadas con éxito a la clinica y ayudar tanto en la calidad de vida de los
paciente, como en la preservacion de las funciones cognitivas 0 motoras dafiadas por

causa de una EVC.
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2.10. Modelos de ambientes enriquecidos.

El concepto de ambientes enriquecidos fue estudiado y descrito por primera vez
por Donald Hebb en 1947, quien observo diferencias cualitativas entre dos grupos de
ratas, un grupo control de ratas en su laboratorio, contra un grupo que llevo a su casa
para que jugaran con sus hijos, dejandolas vagar liboremente por su casa. A pesar de
que de que esto podria considerarse un paradigma experimental un tanto incontrolado,
este incluye lo que hoy en dia son las caracteristicas claves para los ambientes
enriquecidos: un ambiente con mayor novedad y complejidad relativas a las condiciones
estandar. Hebb encontré modificaciones en el comportamiento de las ratas sometidas a
estos cambios ambientales, las cuales destacaron en una mejoria en la memoria y una
alta capacidad para resolver problemas (Nithianantharajah y Hannan, 2006; Cramer y
Nudo, 2010; Reynolds, Lane y Richards, 2010).

Los ambienten enriquecidos involucran cambios en las cajas-habitaciones de los
animales, proporcionando oportunidades para la interaccion social, la percepcién de
estimulos, ejercicios voluntarios y desarrollo de capacidades cognitivas (Shono, 2011).
Si bien los distintos laboratorios pueden utilizar diferentes protocolos, los ambientes
enriquecidos son siempre espacios 0 cajas-habitaciones amplias, que permiten la
exploracién y la introducciéon de una variedad de objetos. Los objetos que son
introducidos pueden variar en forma, tamafio, peso, olor y textura; entre los objetos
utilizados pueden encontrarse tubos, plataformas de equilibrio, aparatos para escalar,
pelotas o ruedas; estos objetos deben ser regularmente cambiados para mantener el
concepto de novedad y complejidad (Nithianantharajah y Hannan, 2006; Reynolds,
Lane y Richards, 2010).

Rosenzweig (1962, citado en Reynolds, Lane y Richards, 2010) demostré que los
ambientes enriquecidos estan asociados con cambios morfolégicos y bioquimicos
cerebrales. Desde ese momento numerosos estudios han utilizado paradigmas de
ambientes enriquecidos para estudiar mecanismos de plasticidad en el sistema
nervioso central, dependientes de la experiencia, los cuales han demostrado jugar un

papel de suma importancia para detener el impacto en enfermedades
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neurodegenerativas en los sujetos experimentales, los modelos en animales han
demostrado ser cruciales para la investigacién de ambientes enriquecidos, los cuales se
han utilizado para aumentar los niveles de estimulacion sensorial, cognitivo y motor
(véase Fig. 9) (Nithianantharajah y Hannan, 2006; Reynolds, Lane y Richards, 2010;
Shono et al., 2011; Cramer y Nudo, 2010).

Motor Cognitivo

)

Somatosensorial

Fig. 9. Ambientes enriquecidos y sus efectos en la mejoria y sus efectos en la mejoria sensorial, cognitiva
y motora en las diferentes areas cerebrales. El enriquecimiento puede provocar la activacién neuronal,
sefializacion y plasticidad a lo largo de varias regiones del cerebro. La estimulacion sensorial se da a
través de una mayor entrada somatosensorial y visual. Por su parte la estimulacion cognitiva se induce por
el reconocimiento de objetos novedosos y mapas espaciales. Adicionalmente la estimulaciébn motora se
desarrolla por de movimientos exploratorios (Tomado de Nithianantharajah & Hannan, 2006).

Los déficits motores han sido los més estudiados en los modelos de ambiente
enriquecido. Cuando ocurre una lesion cerebral inducida por isquemia cerebral, se ha
observado que el tamafio de la lesibn manifiesta la magnitud inicial del déficit motor,
pero no sus alteraciones cronicas, es aqui donde el papel de los ambientes
enriquecidos es fundamental para la recuperacion de la funcion (Kienling, Metz,
Anthonow-Schlorke y Witte, 2009). Los ejercicios motores son esenciales para la
recuperacion funcional después de una EVC. Las terapias de rehabilitacibn motora
(como el ejercicio forzado) han demostrado una mejoria en la recuperacion de las
habilidades motoras de los pacientes con una EVC (Kim et al, 2005, citado en Shono et

al.,, 2011). Sin embargo también se han encontrado que estas terapias pueden producir
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adaptaciones fisiolégicas negativas inducidas por el estrés (Moraska et al, 2000, citada
en Shono et al.,, 2011). Se ha demostrado que cuando una terapia motora es
acompafada por un enriquecimiento adicional en la que existe estimulacion sensorial,
estimulacién cognitiva e interaccion social, se han demostrado una rehabilitacion
exitosa de las funciones motoras, aunque la funcibn motora no es restituida en su
totalidad, los ambientes enriquecidos facilitan la compensacion de la motricidad en los

animales expuestos a isquemia (Kienling et al., 2009; Shono et al., 2011).

La rehabilitacion de las funciones cognitivas inducidas por los ambientes
enriquecidos, se ha estudiado a nivel conductual a través del uso de laberintos los
ambientes enriquecidos se ha estudiado a nivel conductual través de diferentes tipos de
laberintos. Los més utilizados son los laberintos acuaticos, como el MWM o laberinto
Radial Acuatico. Se han encontrado déficits en la memoria o el aprendizaje de los
animales sometidos a isquemia cerebral aguda, lo que les complica completar este tipo
de tareas de manera exitosa, Esto esta relacionado con la perdida de células del
hipocampo, zona muy sensible a la muerte neuronal después de la interrupcion del
paso sanguineo (Nelson, Lebessi, Sowinski y Hodges, 1997). Se ha comprobado que el
enriguecimiento atendia de manera exitosa los déficits en el aprendizaje y la memoria
inducidos por isquemia cerebral, los animales isquémicos expuestos al ambiente
enriquecido ejecutan mejor las tareas de memoria en laberintos que los animales
control, de igual manera el enriquecimiento es de vital importancia para la preservacion
del tejido celular, sin embargo, en el hipocampo no se ha encontrado una relacion clara
entre los ambientes enriquecidos y la neurogenesis de las células CAl (Gobbo y
O"Mara, 2004; Reynolds, Lane y Richards, 2010; Shono et al., 2011).

A nivel molecular los ambientes enriquecidos inducen cambios epigenéticos que
favorecen la sinaptogénesis y neurogenesis (Belayev et al., 2003; Matsumori et al.,
2006; Saucier, et al., 2007; Shono et al., 2011). El enriquecimiento induce la expresion
de genes implicados en la funcion sinptica y plasticidad celular. Se aumentan los
niveles de neurotrofinas, como el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) y el
factor de crecimiento nervioso (NGF), que desempefian un papel integral en la

sefalizacion neuronal. Rescata los déficits del receptor de glucocorticoides Il y la
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expresion genética del receptor de mirenal corticoides, normaliza los radios de los
astrocitos, atenta un déficit en la proliferacion neuronal de la zona subventricular y
aumenta el numero de células madre neuronales putativas. La mayoria de estas nuevas
células se han localizado como astrocitos u oligodentrocitos progenitores, las cuales
forman una cicatriz de células glia en la zona del infarto, por lo que observa un
mecanismo beneficioso para la reparacion y plasticidad de la lesion. También aumenta
la expresion de proteinas sinapticas y se alteran las subunidades de los receptores
NMDA y AMPA, lo que permite un aumento en la fuerza sinaptica (Komitova, Perfilieva,
Mattson, Ericksson, y Johansson, 2006; Nithianantharajah, J. y Hannan, 2006; Zhang
et al., 2013)-

Al demostrarse que los ambientes enriquecidos han ayudado de manera positiva
a los animales experimentales que han sido sometidos a isquemia cerebral, en la
rehabilitacion de los componentes cognitivos, sensoriales y motores, se ha buscado
llevar este tipo de terapias a la clinica con pacientes (Reynolds, Lane y Richards, 2010).
En cuanto a los rangos de edad se ha observado que en los cerebros inmaduros que
han sufrido dafio neuronal por isquemia cerebral, la recuperacion tras el accidente es
mas rapida y mejor que en los cerebros maduros, la edad tiene una gran influencia en
la extension del infarto y en su posterior recuperacion, por esta razén se deben mejorar
las terapias de acuerdo a la edad de los pacientes. Los modelos de ambiente
enriquecido se estan tratando de llevar a la clinica tomando en cuenta toda la
investigacién experimental, actualmente las terapias fisicas y sensoriales han centrado
la atencion de los profesionistas para la recuperacion de diferentes formas de deterioro
y discapacidad, tras presentarse una EVC (Saucier, Yager, Armstrong, Keller y Shultz,
2007; Pinter y Brainin, 2012).
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[1l. JUSTIFICACION.,

Tanto la identificacion como la caracterizacion de las consecuencias del dafio
isquémico son dificiles de moldear con animales, en especial con roedores, debido a la
complejidad de sus efectos y a la sutileza de los mismos. Esto dificulta la obtencién de
datos exactos que permitan determinar la presencia de alteraciones, cuantificar la
severidad de la lesion y describir su evolucion, Entre las restricciones de los modelos
tradicionales de isquemia cerebral, que impiden su validez ecolégica, se encuentran: 1)
empleo de animales jovenes, la poblacion de mas incidencia de EVC son adultos
mayores de 45 afios. 2) el uso de animales sanos, la mayoria de la poblacién adulta se
enfrenta a una serie de enfermedades propias de este grupo de edad, por lo que, las
EVC no son las uUnicas enfermedades con las que deben tratar y 3) evaluacion de
pardmetros cuantitativos, difiriendo de aspectos clinicamente importantes, como son el
indice de sobrevida, la discapacidad neuroldgica y la recuperacion funcional de los
pacientes que logran sobrevivir a un EVC (Alejo Martinez, 2011). Las condiciones
descritas anteriormente dieron como resultado el modelo de Seccion Secuencial de
Arterias Carétidas Comunes o0 SSAC, el cual retratan una EVC isquémica de tipo global
con la utilizacion de animales viejos, los cuales suelen ser mas exitosos en su traslado

a la clinica con pacientes.

Se han probado diferentes farmacos neuroprotectores en modelos
experimentales capaces de reducir el dafio estructural y reducir el volumen del infarto;
sin embargo, al usarse en la clinica como parte de tratamiento para la fase aguda, no
se han encontrado efectos significativamente identificables, ademas de fallar en su uso
clinico al no ser tolerados por los pacientes. El Unico farmaco aprobado para su uso
clinico puede llegar a ser de dificil acceso para los pacientes. Por esta razon es
importante el estudio experimental de nuevas terapias alternativas con efecto
neuroprotector que puedan llevarse exitosamente a la clinica. En este sentido los
modelos de ambienten enriquecidos, han proporcionado datos importantes en la
recuperacion tanto de la zona del infarto, como en la compensacion neuroconductual de
los animales experimentales, que han sido sometidos a EVC de tipo focal (Belayav,

2002; Knieling, 2009; Saucier, 2007).
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IV. METODO
4.1. OBJETIVOS.
4.1.1 Objetivo general.

Identificar y caracterizar el potencial efecto neuroprotector de los ambientes
enriquecidos en las alteraciones del aprendizaje y la memoria de los ratones macho

envejecidos con isquemia cerebral aguda 1.2. Objetivos especificos.

1. Evaluar el efecto de la isquemia cerebral aguda en el aprendizaje y la memoria
de los animales con SSACC antes y después de la primera y la segunda cirugia,

usando la prueba de laberinto en Y acuatico.

2. ldentificar el efecto neuroprotector de los ambientes enriquecidos en el
aprendizaje y la memoria de los animales isquémicos usando la prueba de laberinto en

Y acuatico.

3. Identificar el efecto neuroprotector de los ambientes enriquecidos en términos

del porcentaje de sobrevida.

4. Postular este modelo como una alternativa conductual terapéutica con efecto

neuroprotector.

4.2. Hipotesis de trabajo

1. La isquemia cerebral aguda inducida por la seccion secuencial de arterias
carotidas comunes produce alteraciones en la ejecucion (aprendizaje) y en el recuerdo

(memoria) de los ratones en la tarea de laberinto acuatico en forma de Y.

2. Los ambientes enriquecidos reducen el déficit cognitivo inducido por la

isquemia cerebral aguda después de la primera y segunda cirugia.

3. Los ambientes enriquecidos incrementan las curvas de sobrevida de los

grupos experimentales después de la primera cirugia y segunda cirugia.
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4. Los ambientes enriquecidos son una terapia eficaz en la neuroproteccion de

los animales isquémicos que puede trasladarse a la clinica.

4.3. Variables bajo estudio.
4.3.1. Determinacion de variables.
Variables dependientes: numero de errores y latencia de nado.

Variables independientes: Exposicion al ambiente enriquecido (presencia,

ausencia), condicion experimental isquémica (Control, Sham y SSACC).

4.3.2. Definicion operacional y conceptual de variables.
a) Aprendizaje.

Definicion conceptual. Cambio perdurable en las respuestas a una situacion en

particular como resultado de la experiencia anterior (Domjan, 2003).

Definicion operacional. Igualacion o superacién en los parametros establecidos

durante la fase de adquisicion, en relacién al nUmero de ensayos correctos.
b) Memoria Espacial.

Definicibn conceptual. Reconocimiento, codificacién, almacenamiento vy
recuperacion de la informacion espacial sobre la disposicion de los objetos o rutas

especificas (Carrillo-Mora, Giordano y Santamaria, 2009).

Definicién operacional. Ingreso al brazo con la plataforma (reforzador), lo cual
implica un recuerdo de la tarea, en relacion al area de trabajo en el laberinto, se puede

observar en un menor namero de errores durante la fase de recuperacion.
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4.4. Animales.

En cada grupo experimental se utilizaron ratones macho envejecidos de 40 a 60
semanas de edad, provenientes de la cepa CFW (obtenidos inicialmente de la casa
Taconic Farma Germantown, NY) de 35 a 55 g de peso corporal, adquiridos en el
Bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM. Los animales se colocaron en una
misma sala con temperatura controlada (22 + 2 °C), humedad relativa (55 + 3%) y con
un ciclo de luz-oscuridad normal (luz de 7 a.m. a 7 p.m.). Se permitié que los animales
se aclimataran a las condiciones ambientales de la sala por una semana, previa a los
experimentos. Durante todo el experimento se proporciond libre acceso al agua y
alimento (Purina Chow, St. Louis, MO, USA). Al menos una hora previa a los
experimentos el alimento fue retirado, manteniendo libre el acceso al agua. Todos los
experimentos se efectuaron conforme a la ética experimental establecida en el
Reglamento de la Ley General en Materia de Investigacion para la Salud en México
(NOM - 062 — ZOO — 1999; Especificaciones Técnicas para la produccion, cuidado y
uso de Animales de Laboratorio; Secretaria de Salud, 1999). Para la muestra inicial,
para cada grupo se realiz6 asignacion aleatoria; sin embargo, a partir de la fase de

entrenamiento los animales fueron asignados a grupos experimentales especificos.

4.5. Disefio experimental.

El siguiente experimento es un Disefio Factorial Mixto de 2x (3x8). En donde el
factor A es el Ambiente Enriquecido que consta de dos niveles: presencia y ausencia.
Mientras que el factor B es la Condicion Experimental Isquémica, que consta de 3
factores: SSACC, Sham y Control. A los animales que conforman estos grupos se les
sometio a la prueba en el laberinto de Y acuéatico rn linea base y a las 24, 48 y 72 horas
después de efectuadas amas cirugias. Se ocuparon un total de 100 animales que
fueron divididos (aleatoriamente) en funcién al Factor A, 50 animales para el grupo de
ambiente enriquecido y otros 50 animales para el grupo de no ambiente enriquecido. A
partir de estos dos grandes grupos, se realizo una nueva division en funcioén al Factor B,

tanto para los animales con ambiente enriquecido, como para los animales sin ambiente
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enriquecido la asignacion a los grupos fue la siguiente: 25 animales asignados a la
condicion SSACC, 15 a la condicion Sham y 10 a la condicidon La asignacion de los
animales a los grupos experimentales se realiz0 de manera aleatoria y permanecieron

en estos grupos hasta finalizar el experimento.

4.6. Procedimiento quirdrgico.

La isquemia cerebral aguda se produjo mediante el procedimiento de Seccion
Secuencial de Arterias Carétida (SSACC; Rodriguez, Rodriguez et al., 2000). En este
procedimiento bajo anestesia leve con éter, se realizé una incisién en la cara anterior
del cuello, para después proceder a separar cuidadosamente la arteria carétida comun
izquierda del nervio vago, y por ultimo, bajo dos ligaduras se secciona la arteria,
excepto el grupo sham (Fig. 10). La incision debe cerrarse con hilo quirargico. Después
de la cirugia, los animales fueron colocados en un area de recuperacion, para mantener
su temperatura corporal estable, mediante la utilizacion de lamparas que les
proporcionaron calor. Una vez que los animales se recuperaron, 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 con la arteria contralateral.
Se utilizaron dos grupos control para el SSACC, un grupo con ratones sin anestesia y
sin cirugia (control) y otro grupo con ratones con anestesia y procedimiento quirdrgico,

pero sin ligaduras y seccion de arterias carétidas (sham).
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Fig. 10. Procedimiento quirdrgico realizado a los sujetos SSACC Y SHAM. El sujeto es
fijado en su tren anterior y superior, asi como de sus dientes para restringir sus
movimientos durante la cirugia. A: ilustra las arterias carétidas comunes que le ligaron y
reaccionaron (Tomado de Alejo-Martinez, 2011).

4.7. Criterios de Exclusion.

Se establecieron diferentes criterios de exclusién , el primero de ellos es el
trabajo experimental con ratones machos envejecidos (40 — 60 semanas de edad). Al
finalizar la fase de adquisicién, los animales que no lograran completar la tarea después
de 90 segundos (preestablecido en un piloteo previo) serian excluidos de la prueba, sin
embargo, todos los animales completaron la prueba en el tiempo establecido durante
esta fase. Los animales que no lograran subir a la plataforma después de este tiempo

durante la fase de recuperacion fueron excluidos de la muestra final para el analisis.

4.8. Procedimiento Experimental.

Los animales sometidos a isquemia cerebral, no solamente sufren de
alteraciones cognitivas después del infarto, de la misma manera las alteraciones
motoras pueden dificultarles la prueba de nado, por este motivo era esencial encontrar
un procedimiento conductual sencillo de recordar y facil de ejecutar. El laberinto en Y
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acuatico es una solucion optima, al combinar las ventajas del laberinto acuéatico de
Morris y el laberinto en Y. El procedimiento conductual utilizado en este trabajo esta
estructurado en tres fases: a) Fase de Adquisicion, b) Linea base y c) Fase de
Recuperacion (Fig. 14). Durante cada una de estas fases el reforzador significo una

plataforma, disponible en el brazo derecho del laberinto acuético.

FASE DE ADQUISICION
(4 DIAS)
Dio 1. Reconocimiento de la prueba,
| estableciendo un criterio.

/ Digs 3 @ 4. Entrenamiento.

LINEA BASE
(5 D&}

| 1 secifin

£
Seccion Secuencial de Arteria Carotida lzguierda [DIA D)
- PRIMERA CIRUGIA
P |

‘
FASE DE RECUPERACION
[24H [ 48H / 27H)

| Evocacion de la
informacion adquirida.

PERIODD ENTRE CIRUGIAS

Reconocimiznto de la tarea 1vez
por semana. Evitar ohvido.

i+
LINEA BASE
(28 — 31 DI&)

| 1 sesion

J
Seccidn Secuencial de Arteria Cardtida Derecha [DIA 32)
SEGUNDA CIRUGIA

/ .
FASE DE RECUPERACION Evocacion de la
[24H J 48H f 72H) informacién adguirida.

Figura 11. Distribucion Temporal de las Fases Experimentales.

Fase de adquisicion. Se llevé a cabo durante 4 sesiones continuas por dia, con
una duracion maxima por ensayo de 90 segundos. Durante el dia 1 se les permitié a los
animales explorar y reconocer el laberinto, la plataforma se fij6 desde un inicio en el
brazo derecho del laberinto, en un estudio anterior se demostré una tendencia de los
animales a ir al brazo izquierdo de manera automatica, por esta razon se decidio

colocar la plataforma en el brazo contrario para distinguir un comportamiento
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automético de un comportamiento aprendido. A los animales se les coloc6 en el agua a
temperatura ambiente, la prueba terminaba cuando el animal lograba subir a la
plataforma o superara 90 segundos de nado, en caso de que el animal no completara
la tarea después de este tiempo, se le colocaba en la plataforma durante 10 segundos y
se repetia el procedimiento. Al finalizar la prueba el animal era secado y puesto en una
caja con aserrin junto a un foco para calentarse y secarse. Este procedimiento se repitié
durante 3 dias mas, permitiendo a los animales entrenarse en la tarea y consolidar la

ruta correcta para encontrar la plataforma.

Linea base. Al finalizar la fase de adquisicion se realizé el registro de una linea
base anterior a la primera cirugia de Seccion Secuencial de Arterias Carétidas
Comunes (SSACC). EIl procedimiento conductual en el laberinto es exactamente el
mismo que el de la fase de adquisicidon y la plataforma sigue fija en el brazo derecho.

Esta etapa se repite antes de la segunda cirugia.

Fase de recuperacion. Después de la primera y segunda cirugia, se evalué a los
animales a las 24, 48 y 72 horas, bajo el mismo procedimiento de la fase de
adquisicién. El objetivo de esta fase era evaluar la memoria espacial de los animales
tras el periodo de cirugias. Por lo que se realiz6 una comparacién en la ejecucién de los
animales isquémicos con respecto los grupos sham y control, a su vez se realizara una
comparacion entre los animales expuestos al ambiente enriquecido y los animales no

expuestos al mismo.

Periodo entre cirugias. Durante esta etapa que dura un total aproximado de 32
dias, a los animales se les mantendra en las cajas-habitacion de ambiente enriquecido.
Después de la ultima evaluacion y antes del registro de la segunda linea base, a los
animales se les coloca en la prueba del laberinto una vez por semana, esto para evitar

el olvido de la prueba.
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4.9. Modelo de ambiente enriquecido.

En la fase de adquisicion del experimento se colocé a todos los animales en
cajas-habitaciones normales, con 3 a 4 animales de la misma camada por caja.
Después de la primera cirugia se colocaron 50 animales en las cajas de ambiente
enriquecido, en las cuales se les proporcionaron diferentes juguetes de diferentes
formas y tamafios, los cuales eran cambiados periddicamente para garantizarles un
ambiente novedoso. Ademas de que estas cajas habitacion especiales propiciaba la
interaccién social entre animales, todo con el propésito de investigar el efecto
terapéutico de los ambientes enriquecidos después de ocurridas la cirugias en el
modelo SSACC. Se ocuparon 5 cajas habitacion de ambientes enriquecidos, revisando
la literatura existente, se hizo un promedio aproximado de las dimensiones, con lo cual,
cada caja tenia las dimensiones de 15cm x 25cm x55 cm (Fig. 12). Se colocaron 10
ratones por caja de ambiente enriquecido, las cuales ocuparon después de realizada la
primera cirugia, hasta terminar el experimento. Los grupos controles a los ambientes
enriquecidos (n=50) se colocaron en cajas habitacion utilizadas comunes, con 3 a 4
animales por caja, durante todo el experimento. Los animales que presentaban
conductas agresivas en las cajas habitacion comunes fueron separados de sus

comparieros para evitar lesiones entre los animales.

Fig. 12. Cajas-habitacién para ambientes enriquecidos utilizados durante la realizacion de
experimento. Sus dimensiones son de 15 x 25 x 55 cm, se utilizaron diversos materiales y juguetes
para los animales, destacando las ruedas.
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4.10. Laberinto en Y acuéatico.

Para la prueba de memoria se utilizé un laberinto en forma de Y hecho de acrilico
(Fabricante independiente) con una altura de 25.5 cm y un ancho de 17 cm, un largo
total de 71 cm, en donde cada brazo de la Y tiene un largo de 40.5 cm en la cara
externa del laberinto y de 26.5 en la cara interna (Fig. 13). En uno de los brazos se
coloco una plataforma de forma cilindrica con 11 cm de altura y una circunferencia de
28.27 cm, esta plataforma no se movié de lugar durante todas las evaluaciones y fue
cubierta con agua a temperatura ambiente. El laberinto se colocé sobre una mesa de
madera con una superficie oscura y alrededor se colocaron paredes falsas oscurecidas
para evitar cualquier distraccion. Ademas la luz general de la de habitacion fue apagada
y se dejo Unicamente encendida una lampara con luz blanca de 15 watts, con la
finalidad de que los animales estén libres de distractores y/o claves ambientales que
puedan interferir en el recuerdo de la ubicacién de la plataforma y por lo tanto en la

ejecucion de la tarea.

Fig. 13. Laberinto en Y acudtico y area de trabajo utilizados para la
evaluar la memoria y el aprendizaje de los animales experimentales.

54



4.11. Andlisis estadistico.

Se usoO el programa estadistico GraphPad Prism para obtener la curva de
sobrevivencia de los grupos experimentales, se utiliz6 el método de Kaplan-Meier y se
contrastaron con la prueba de rangos logaritmicos para obtener diferencias
significativas. Para evaluar el efecto de la cirugia en el aprendizaje y la memoria de los
animales, asi como del efecto neuroprotector de los ambienten enriquecidos se utilizé
un analisis de ANOVA de medidas repetida para hacer comparaciones en los seis
grupos y encontrar diferencias significativas. Para la comparaciéon solo de los grupos

SSACC se realiz6 a través de una prueba de t de Student.
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V. RESULTADOS.
5.1. Mortalidad
a) Primera cirugia en grupos no expuestos al ambiente enriquecido.

Durante la semana de entrenamiento, no se observé ninguna muerte en el grupo
de los animales control. Se registraron dos muertes, una correspondio al grupo sham
(n=15) y otra al grupo SSACC (n=25). Al momento de efectuar la primera cirugia, el
grupo control tenia una n de 10 animales, el grupo sham una n de 14 y el grupo
SSACC una n de 24; este momento se toma como tiempo cero y al no ocurrir ninguna
muerte durante las cirugias, el porcentaje de sobrevida registrado fue del 100% para
todos los grupos (Fig. 14). Durante las observaciones posteriores, a las 24, 48 y 72
horas no se registraron muertes en los grupos control y sham. En el grupo SSACC, a
las 24h se registraron dos muertes, que corresponden al 94.66% de sobrevida para
este grupo a las 48 h fue del 89.84% y para las 72h fue del 78.61%. Usando la prueba
de rangos logaritmicos se indicaron diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos.

Primera Cirugia
No Ambiente Enriquecido
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Tiempo de Evaluacion (Horas post quirurgicas)

Figura 14. La grafica muestra las curvas de sobrevida de los tres grupos experimentales no
expuestos al ambiente enriquecido, después de la primera cirugia. * p< 0.05 usando la
prueba de rangos logaritmicos.
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b) Segunda cirugia en grupos no expuestos al ambiente enriquecido.

En el periodo entre-cirugias después del registro de las 72h, se produjo una
muerte experimental para el grupo control, mientras que para los grupos sham vy
SSACC no se registrd ningun deceso. Para la segunda cirugia el grupo control tuvo
unan =29, el sham una n =14y el grupo SSACC una n = 20. Se tomo como 100% los
animales que llegaron a la segunda cirugia para los tres grupos, no ocurrieron muertes
durante el proceso de cirugia, hasta horas posteriores a la misma. El porcentaje de
sobrevida final para los grupos control y sham fue de 100%, ninguna animal murié
después del periodo de la segunda cirugia. Mientras tanto el grupo SSACC registro
una sobrevida del 80% a las 24h, el 56% a las 48h y finalmente un 16.80% a las 72h
(Fig. 15). Al final de esta fase el grupo control termino con una n de 9 sujetos, el grupo
sham con una n de 14 y el grupo SSACC con una n de 6 sujetos. La prueba de rangos

logaritmicos demostro diferencias significativas (p< 0.05) entre los grupos.
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Figura 15. La gréfica muestra las curvas de sobrevida de los tres grupos experimentales no
expuestos al ambiente enriquecido después de la segunda cirugia. * p< 0.05 usando la prueba
de rangos logaritmicos.

c) Primera cirugia en grupos expuestos al ambiente enriquecido.

Durante el periodo de entrenamiento no se produjo ninguna muerte en los tres

grupos experimentales: expuestos al ambiente enriquecido control (n=10), sham (n=15)
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y SSACC (n=25). Para los grupos control y sham el porcentaje de sobrevida se
mantuvo intacto durante las posteriores 24, 48 y 72 horas. Mientras que en el trascurso
de las primeras 72 horas para el grupo SSACC ocurrieron 4 decesos, con lo que el
porcentaje de sobrevida fue de 96.66% a las 24h, el 87.09% a las 48h y el 73.15% a
las 72h (Fig. 16). El analisis con la prueba de rangos logaritmicos demostré diferencias
significativas (p< 0.05) entre los grupos experimentales.
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Figura 16. La grafica muestra las curvas de sobrevida de los tres grupos experimentales expuestos
al ambiente enriquecido, después de la primera cirugia. * p< 0.05 usando la prueba de rangos
logaritmicos.

d) Segunda cirugia en grupos expuestos al ambiente enriquecido.

En el periodo entre cirugias, no ocurrieron muertes en los tres grupos
experimentales. El grupo control llego con una n de 10 sujetos, el sham con una n de 15
sujetos y el grupo SSACC con una n de 21 sujetos al momento de la segunda cirugia, lo
gue se tomo como tiempo cero, el porcentaje de sobrevida se contabilizo como el
100%. No ocurrié ninguna muerte experimental en el grupo control en las posteriores
24h, 48h y 72h. Para el grupo sham se produjo solamente una muerte, por lo que el
porcentaje de sobrevida fue del 97.77% desde las 24h hasta las 72h. Con algunas
muertes para el grupo SSACC el porcentaje de sobrevida a las 24h fue del 85.71%, a
las 48h fue del 63.26% y para las 72h el 30.12% (Fig. 17). Al final del experimento el
grupo control termino con una n de 10 sujetos, el grupo sham con una n de 14 sujetos y
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el grupo SSACC con una n de 10 sujetos. La prueba de rangos logaritmicos demostré

diferencias significativas entre los grupos.
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Figura 17. La grafica muestra las curvas de sobrevida de los tres grupos experimentales
expuestos al ambiente enriquecido, después de la segunda cirugia. * p< 0.05 usando la prueba

de rangos logaritmicos.

e) Comparacién entre grupos isquémicos.

Al hacer un andlisis complementario en donde solamente se evalué la

sobrevivencia de los animales isquémicos durante la primera cirugia, en relacion a la

variable de ambientes enriquecidos. Para comprobar la existencia de diferencias

significativas se utilizd la prueba de de rangos logaritmicos, la cual no encontrd

diferencias significativas (p>0.05) entre el grupo isquémicos expuesto al ambiente

enriquecidos y el grupo isquémico no expuestos al ambiente enriquecido; a pesar de

esto se observa una mayor sobrevivencia en los animales expuestos al ambiente

enriquecido a las 24, 48 y 72 horas en comparacion con los animales no expuestos al

ambiente enriquecido (Fig. 18).
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Figura 18. La grdafica muestra las curvas de sobrevida de los grupos isquémicos expuestos en ambas
condiciones de ambiente enriquecido después de la primera cirugia. Usando la prueba de rangos
logaritmicos no se encontraron diferencias significativas (p< 0.05)

En lo que respecta a la segunda cirugia, al hacer la comparacion de los dos
grupos isquémicos en reacion a la variablede ambiente enriquecido, tampoco se
observan diferencias significativas (p<0.05) al realizar la prueba de rangos logaritmicos.
Sin embargo, si se puede observar mayor sobrevivencia en lo animales expuesto al
ambiente enriquecido, en comparacion a los animales no expuestos al ambiente

enriguecido, en especial a las 72 horas después de la cirugia (Fig. 19)
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Figura 19. La grafica muestra las curvas de sobrevida de los grupos isquémicos expuestos en ambas
condiciones de ambiente enriquecido después de la segunda cirugia. Usando la prueba de rangos
logaritmicos no se encontraron diferencias significativas (p< 0.05)
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5.2 Latencia de nado.

Se realiz6 un ANOVA de medidas repetidas para evaluar los tiempos de
ejecucion en el laberinto Y acuatico, se tomaron en cuenta solo los tiempos de los
animales que completaron correctamente la tarea hasta las 72 horas después de la
segunda cirugia, excluyéndose los animales muertos durante las evaluaciones y los
animales con un dafio motor grave. En lo que respecta al ambiente enriquecido, los
animales expuestos al mismo conformaron una n total de 34, dividiéndose en: control
(n=10), sham (n=14) y SSACC (n=10). Los animales no expuestos al ambiente
enriquecido conforman una n total de 29, dividiéndose en: control (n=9), sham (n=14) y
SSACC (n= 6). La n total del grupo control fue de 19, la n del grupo sham 28 y la n del
grupo SSACC de 16.

a) Promedios de la latencia de nado después de primera cirugia

Los datos obtenidos indican que tras la primera cirugia los tiempos del grupo
control que no fue expuesto al ambiente enriquecido disminuyeron después del registro
basal (12.95 s) a las 24, 48 y 72, registrandose 8.91 s, 7.19 s y 4.30s, respectivamente.
Por su parte el grupo sham empez6 con un registro basal mas bajo que el grupo control
con 5.73 s, pero su desempefio durante las 24, 48 y 72 horas posteriores, mostro un
patron muy irregular, registrandose 7.50 s, 5.48 s y 8.81 s. En el caso del grupo
isquémico, tiene un registro basal mas bajo que el grupo control, pero mas alto que el
grupo sham (8.51 s). Durante las 24, 48 y 72 horas los tiempos se estabilizaron y
bajaron en comparacion al tiempo basal con 4.34 s, 5.68 s y 5.61 s, respectivamente
(Fig. 18). Al comparar los grupos con una prueba de ANOVA de medidas repetidas solo
se encontraron diferencias significativas (p<0.05) a las 48 horas en el grupo control y
sham (Fig. 20).
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Figura 20. Promedio de la latencia (+ error estandar) observado en la prueba de nado después de la
primera cirugia en los animales que no fueron expuestos al ambiente enriquecido. Se encuentran
diferencias significativas al realizar un ANOVA de medidas repetidas (p<0.05), entre grupos control y
sham a las 72 horas.

En lo que respecta a los grupos expuestos a ambientes enriquecidos, la
condicion control presentd una disminucion las 24 y 48 horas, con respecto a la linea
base de 8.35 s, se registré un promedio de 5.06 s y 4.93 s respectivamente, mientras
que a las 72 horas se observd un pequefio incremento de 5.38 s. El grupo sham
comenzé con una linea base muy similar al grupo control (8.59 s), a las 24 horas ocurrio
un incremento considerado de 10.59 s, mientras que a las 48 y 72 horas se registro un
decremento de 9.60 y 4.66 respectivamente. Por dltimo el grupo isquémico tiene una
linea base mayor a los grupos control y sham (10.07 s), a las 24 y 48 horas se registro
un decremento de 9.33 y 4.85 respectivamente, mientras que a las 72 horas el
promedio experimento un leve ascenso de 5.28 s (Fig. 21). No se encontraron
diferencias significativas (p<0.05) durante esta evaluacion a través de la prueba de
ANOVA de medidas repetidas.
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Figura 21. Promedio de la latencia (+ error estdndar) observado en la prueba de nado después de
la primera cirugia de los animales que expuestos al ambiente enriquecido. No hay diferencias
significativas (p<0.05) al utilizar un ANOVA de medidas repetidas.

b) Promedios de la latencia de nado después de la segunda cirugia.

Después de 32 dias d realizada la primera cirugia, se realiz6 la seccion
secuencial de la arteria carotida derecha. En el periodo entre cirugias, después de la
evaluacion de 72 horas, se sometio a los animales a un ensayo por semana para evitar
el olvido de la tarea. Antes de realizarse esta cirugia se registré una linea base en todos

los grupos y las correspondientes evaluaciones a las 24, 48 y 72 posteriores.

Los animales no expuestos a los ambientes enriquecidos del grupo control
mostraron un promedio de linea base considerablemente menor (6.58 s) a la primera.
Sin embargo, las evaluaciones de las 24, 48 y 72 horas reflejan considerables ascensos
de una manera irregular, registrandose 10.41 s, 8.31 sy 11.06 s. El grupo sham mostro
un asenso en su segunda linea base (11.42 s), para las 24 y 48 horas se registrd un
descenso de 10.56 s y 6.11 s, respectivamente, mientras que las 72 horas se observo

un ligero ascenso de 7.69 s. Por ultimo, el grupo SSACC también registra un ascenso
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en su segunda linea base (10.29 s), en el registro de las 24, 48 y 72 horas ocurren
ascensos de 15.64 s, 9.38 sy 27.53 s, respectivamente (Fig. 22)
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Figura 22. Promedio de la latencia (+ error estandar) observado en la prueba de nado después de la
segunda cirugia de los animales que no fueron expuestos al ambiente enriquecido. Se encuentran

diferencias significativas al realizar un ANOVA de medidas repetidas (p<0.05), entre grupos SACC y
sham a las 72 horas.

Los animales expuestos al ambienten enriquecidos del grupo control registré un
descenso en su linea base (4.94 s) con respecto a la primera. Los tiempos de las 24,
48 y 72 horas son desiguales, primeramente ocurrié un pico pronunciado a las 24 horas
(14.85 s), con un descenso a las 48 horas (9.24 s) y otro aumento a las 72 horas (13.43
s). El grupo sham, al igual que el grupo control registro una segunda linea base menor
(6.74 s), a las 24 horas se ocurrid un leve aumento de 9.41 s; mientras que se
presentaron descensos a las 48 y 72 horas de 6.52 s y 5.80 s, respectivamente. El
grupo SSACC se comporto de una manera similar, registrandose un descenso en su
segunda linea base (7.59 s), a las 24 horas aumentaron los tiempos considerable
(15.36 s), seguido de un descenso a las 48 horas (9.30 s) y a las 72 otro aumento a las
72 horas de 16.09 S (Fig. 23).
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Figura 23. Promedio de la latencia (+ error estandar) observado en la prueba de nado después de la

segunda cirugia de los animales que expuestos al ambiente enriquecido. No hay diferencias

significativas (p<0.05) al utilizar un ANOVA de medidas repetidas.

Se muestra una tendencia de los animales isquémicos en ambiente enriquecido

a tener latencias de nado mas bajas en comparacion al grupo no expuesto después de

la segunda cirugia, la comparacion entre pares del ANOVA de medidas repetidas no

muestra diferencias significativas (p> 0.05) entre las condiciones de ambiente

enriquecido (Fig. 24).
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Figura 24. Promedio de la latencia de nado (+ error estandar) observado en la prueba de nado de los

animales isquémicos, con respecto a la condicion de ambiente enriquecido. No hay diferencias

significativas (p<0.05) al utilizar un ANOVA de medidas repetidas.



Al realizar un ANOVA de medidas repetidas, el supuesto de esfericidad no se
cumple, sin embargo, al utilizar el corrector de Greenhouse-Geisser obtenemos lo

siguiente:

Tabla 1. Prueba F del ANOVA de medidas repetidas de las latencias de nado.

F Sig
TIEMPO 6.166 0.000
TIEMPO * GRUPO 4.43 0.020
TIEMPO * AE 0.650 0.608
TIEMPO * GRUPO * AE 1.026 0.414

Con los anteriores resultados demostramos que el factor tiempo (medidas
repetidas) y grupo (condicion experimental), representan diferencias significativas a
diferencia de la interaccion con el ambiente enriquecido donde no se puede demostrar
diferencias significativas. Al hacer la comparacion mdiltiples Tiempo * Grupo * AE
encontramos diferencias significativas en los animales no expuestos al ambiente
enriquecido de los grupos control y sham a las 72 horas después de la primera cirugia
(p=0.03), igualmente a las 72 horas después de la segunda cirugia en los grupos
SSACC Y sham (p=0.05). Mientras que los grupos sometidos al ambiente enriquecido
no hay diferencias significativas entre todos los grupos en ninguna evaluacién. Por

consiguiente el ambiente enriquecido actua en el impacto del grupo SSACC.

5.3 Errores de ejecucion.

Tras los resultados obtenidos en la cuantificacion y analisis de las latencias, se
determindé complementar el estudio analizando el nimero de errores cometidos por los
animales durante cada una de las evaluaciones. Para esto se revis6 cada uno de los
videos y se considero error cualquier desplazamiento al brazo contrario de la posicion
de la plataforma, asi como un desplazamiento al brazo de salida o la entrada al brazo
correcto pero sin llegar a la plataforma. Solo se consider6 como acierto, la llegada al
brazo correcto y el ascenso del animal a la plataforma (o ya sea el caso que pueda

recargarse en ella, en los animales con un dafio motor extremo tras la isquemia).
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a) Promedios de errores de ejecucion después de la primera cirugia.

Los animales control no expuestos a ambiente enriquecido mostraron una
reduccion en los promedios de sus ejecuciones a las 24 (1.11), 48 (1.11) y 72 (0.22)
horas, con respecto a su linea base (1.66). ElI grupo sham obtuvo un promedio de 0.57
errores en su linea base, un ligero aumento a las 24 horas (0.71), un descenso a las 48
horas (0.57) y otro ascenso pronunciado a las 72 horas (1.14). El grupo isquémico,
presento una linea base promedio de 1.00 errores, un descenso de 0.16 a las 24 horas,
un aumento de 0.66 a las 48 horas y descenso de 0.55 a las 72 horas (Fig. 25).
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Figura 25. Promedio del nimero de errores de ejecucion (+ error estandar) observado en la prueba de
nado después de la primera cirugia de los animales que no fueron expuestos al ambiente enriquecido.
No hay diferencias significativas (p<0.05), al realizar un ANOVA de medidas repetidas.

Los animales expuestos al ambiente enriquecido del grupo control obtuvieron un
promedio de linea base de 0.50 errores, mientras que a las 24 y 48 horas mostraron
descensos de 0.30 y 0.20 respectivamente, a las 72 horas se registr6 un aumento de
0.40. El grupo sham mostro un comportamiento irregular, registrando una linea base de
0.64, mientras que a las 24 y 48 horas se registran dos aumentos pronunciados de 1.21
y 1.35, seguido de un descenso a las 72 horas de 0.35. Por ultimo el grupo SSACC
presenta una linea base de 1.00, mientras que a las 24 horas registra un aumento de

1.20, con un descenso a las 48 y 72 horas de 0.40 para ambos (Fig. 26).
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Figura 26. Promedio del nimero del nimero errores de ejecucion (+ error estandar) observado en la
prueba de nado después de la primera cirugia de los animales expuestos al ambiente enriquecido.
No hay diferencias significativas (p<0.05), al realizar un ANOVA de medidas repetidas.

b) Promedios de errores de ejecucion después de la Segunda cirugia.

Los promedios en los errores de los animales controles no expuesto a ambiente
enriquecido después de la segunda cirugia son los siguientes: 0.55 para la linea base,
1.44 a las 24 horas, 0.77 a las 48 horas y 2.22 a las 72 horas, notdndose un aumento
considerable a las 72 horas y una segunda linea base inferior a la primera. Por su parte,
el grupo sham mostré una linea base considerablemente mayor a la primera registrando
1.50, seguida de descensos a las 24 y 48 horas de 1.42 y 0.28, ademas de un aumento
a las 72 horas de 0.35. Por ultimo, el grupo SSACC registro una linea base mayor
(1.33) en relacion a la primera, ademas de un aumento a las 24 horas de 2.16, un

descenso a las horas de 1.16 y un nuevo ascenso a las 72 horas de 1.33 (Fig. 24).
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Figura 27. Promedio del nimero de errores de ejecucidn (+ error estandar) observado en la prueba de
nado después de la segunda cirugia de los animales que no fueron expuestos al ambiente
enriquecido. Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre el grupo control y sham a las 72
horas, usando un ANOVA de medidas repetidas.

Los animales expuestos al ambiente enriquecido, el grupo control mostraron una
linea base menor (0.30), con respecto a la primera linea base, un ascenso pronunciado
a las 24 horas de 1.70, un descenso de 1.00 a las 48 horas y un aumento de 1.40 a las
72 horas. El grupo sham con una segunda linea base de 0.71, presenta un aumento de
1.42 a las 24 horas, un descenso a las 48 horas de 0.64 y un aumento a las 72 horas
de 0.78. El grupo SSACC muestra un descenso en su segunda linea base de 0.80,
ademas de un aumento a las 24 horas (1.80) y descensos a las 48 y 72 horas,
registrandose 1.00 y 0.88 (Fig. 28).
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Figura 28. Promedio de los errores de ejecucion (+ error estandar) observado en la prueba de nado
después de la segunda cirugia de los animales expuestos al ambiente enriquecido. No hay diferencias
significativas (p<0.05), al analizarlo a través de un ANOVA de medidas repetidas.

Se observa una disminucién en el nimero de errores cometidos de los animales
isquémicos expuestos al ambiente enriqguecido en comparaciébn a los animales
isquémicos no expuestos a estos (Fig. 29), sin embargo, el analisis estadistico no

encuentra diferencias significativas entre las condiciones experimentales (p> 0.05).

Animales Isquemicos (SSACC)
Errores

[CJ SSACC AE

120Qx a
© 2% Qx @l SSACC NAE
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N

LB1 24H 48H 72H LB2 24H 48H 72H
Tiempo de Evaluacion (Horas post quirurgicas)

Figura 29. Promedio de los errores de ejecucion (t error estandar) observado en la prueba de nado
de los animales isquémicos con respecto a la variable de ambiente enriquecido. No hay diferencias
significativas (p<0.05), al analizarlo a través de un ANOVA de medidas repetidas.
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Al realizar un ANOVA de medidas repetidas, el supuesto de esfericidad no se cumple,

sin embargo, al utilizar el corrector de Greenhouse-Geisser obtenemos lo siguiente:

Tabla 2. Prueba F del ANOVA de medidas repetidas del promedio de los errores.

F Sig
TIEMPO 3.029 0.009
TIEMPO * GRUPO 1.209 0.280
TIEMPO * AE 0.464 0.819
TIEMPO * GRUPO * AE 0.859 0.580

Con los resultados anteriores se observa significancia solo el factor tiempo. Al
hacer la comparacion mdultiples Tiempo * Grupo * AE solo encontramos diferencias
significativas en los grupos control y sham a las 72 horas después de la segunda
cirugia (p=0.05). Mientras que en los grupos sometidos al ambiente enriquecido no hay
diferencias significativas entre todos los grupos en ninguna evaluacion. Por

consiguiente el ambiente enriquecido actia en el impacto del grupo SSACC.
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VI. DISCUSION.

El modelo SSACC es un modelo de isquemia cerebral global incompleto de
hipoperfusion, debido a que la oclusién de ambas carotidas ocurre en un periodo de 32
dias entre una y otra, lo que posibilita la simulacion de lo que ocurre en la clinica con
los pacientes. Igualmente el periodo de 32 dias entre cirugias posibilita al sistema
vascular cerebral realizar procesos de compensacion, como el aumento el diametro de
las arterias o angiogénesis. Uno de nuestros objetivos era identificar el efecto de la
isquemia cerebral aguda provocada por SSACC en las afectaciones de la memoria y el
aprendizaje. Como se esperaba, después de la segunda cirugia, los animales
sometidos a la SSACC presentaron una serie de alteraciones anteriormente descritas
como temblores, encorvamiento, marcha ataxica, entre otras (Rodriguez et al., 2005).
Sin embargo la incoordinacion motora es una de las mas evidentes y que resaltan al
momento de evaluar a los animales en el laberinto en Y acuatico. Cabe recordar que los
laberintos acuaticos son uno de los modelos mas empleados para evaluar el dafio de la
memoria espacial y actividad motora en los animales experimentales, en estos modelos
los animales tienen que nadar para encontrar una plataforma, lo que lo diferencia de
otros modelos en los que necesita privacion de alimento y agua o choques eléctricos
para motivar la conducta. Los laberintos acuaticos han demostrado ser una prueba
rapida y sensible al aprendizaje espacial (Nelson. Lebissi, Sowinski y Hodges, 1997;
Vincens, Redolat y Carrasco, 2003).

Como se comprobd anteriormente el modelo SSACC provoca alteraciones
motoras en la conducta de nado de los animales isquémicos en comparacién con los
grupos controles (Delgado-Garcia, 2009); igualmente se ha observado que durante el
primer contacto con el agua (que es un estimulo aversivo para los roedores), los
animales despliegan una serie de comportamientos que reflejan el estrés causado por
la tarea, tales como saltar, rascar, nadar cerca de las paredes, nadar en circulos, etc.; y
gue en conjunto representan la busqueda de una estrategia efectiva para salir del agua
(Delgado Garcia, 2009). Todo esto provoca que los animales isquémicos tengan varias

dificultades para completar las tareas en los laberintos acuaticos, incluyendo el laberinto
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acuatico en Y, el cual resulto ser util para la evaluacion de las alteraciones en el

aprendizaje y la memoria de los animales sometidos a la SSACC.

El objetivo general del trabajo era identificar el efecto neuroprotector de los
ambientes enriquecidos en las alteraciones del aprendizaje y la memoria inducidas por
isquemia cerebral aguda. Los resultados obtenidos muestran mejores ejecuciones en el
laberinto acuético en Y de los animales isquémicos expuestos al ambiente enriquecido,
aunque estos no resultan ser significativos. Estudios previos que utilizaron ambientes
enriquecidos para evaluar a los animales experimentales encontraron la presencia de
células madre neuronales que pueden dar como resultado en menor medida la
neurogenesis en los centros CA1 del hipocampo semanas después de las cirugias,
pero en su mayoria estas nuevas células son astrocitos y oligodentrocitos que ayudan
en la sinaptogenesis y plasticidad cerebral, que a su vez ayuda en la compensacion de
la perdida de la funcion motora y/o cognitiva (Belayev et. al., 2003; Nithianantharajah, J.
y Hannan, 2006; Shono et al., 2011). La accion benéfica del enriqguecimiento ambiental
depende del tiempo de exposicién a los ambientes enriquecidos después de un infarto,
el tipo de obstruccion sanguinea al que sean sometidos los animales experimentales, la
especie de los animales experimentales y la edad de los mismos (Belayev et al., 2003:
Saucier, 2007; Silva et al., 2011). Estudios previos han encontrado un mejor efecto del
enriquecimiento en los animales experimentales ocho semanas antes o después de la
obstruccion sanguinea y de igual manera, resultandos mas positivos en el
comportamiento de los animales en una poblacion joven a comparacion de una

poblacién envejecida (Belayev et al., 2003: Saucier, 2007).

El modelo SSACC trabaja con un intervalo de 32 dias entre cirugias y el presente
trabajo trato de simular lo que pasa en la clinica al introducir el enriquecimiento cuando
los primeros sintomas de microinfartos aparecen (correspondiente a los primeros dias
después de la primera cirugia), con ello se intenté frenar el impacto de las alteraciones
conductuales y cognitivas cuando ocurrié la isquemia aguda global (correspondiente a
la ligadura de la segunda arteria cardtida). De la misma manera, los animales
estuvieron en las cajas habitacion enriquecidas solamente 72 horas posteriores a la

segunda cirugia, esto debido por un lado al tiempo de evaluacién establecido para la
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fase de retencion y también a la alta tasa de mortalidad que se registra en el modelo
después de la segunda ligadura (Fuentes-Vargas, 2002; Delgado-Garcia, 2009; Alejo-
Martinez, 2011).

Algunos investigadores han concluido que en los laberintos acuaticos los
animales requiere relativamente pocos ensayos, debido a que basan su busqueda en
movimiento aprendidos durante la ejecucién de la tarea, lo que les permite hacer
asociaciones entre estimulos y la meta (Vincens, Redolat y Carrasco, 2003); sin
embargo, también se ha reportado que existen discrepancias entre los diferentes
laboratorios (asi mismo con entre los diferentes modelos de laberintos) que
aparentemente miden los mismos procesos cognitivos de aprendizaje y memoria, estas
las diferencias radican en la adquisicion pre y/o post operatoria de la tarea a ejecutar
(Nelson. Lebissi, Sowinski & Hodges, 1997). Uno de los objetivos era encontrar las
alteraciones causadas por la isquemia cerebral aguda en el aprendizaje y memoria de
los animales, por esta razén la tarea fue aprendida con anterioridad a la cirugia, lo cual
permiti6 medir el nivel de recuerdo en cada evaluacion y también observar el cambio

perdurable en las respuestas.
a) Efectos inducidos por la primera cirugia.

En lo que respecta a la primera cirugia, los animales del grupo isquémico
(SSACC) y control mantuvieron una disminucion en los promedios de sus latencias de
nado en comparacion a su linea base, mientras que el grupo sham se comporté de
manera distinta, observandose aumentos y descensos en los animales no expuestos al
ambiente enriquecido (Fig. 20) y aumentos a las 24 y 48 horas después de la segunda
cirugia en los animales expuestos al ambientes enriquecidos (Fig. 21). Los animales
isquémicos expuestos al ambiente enriquecido registran latencias ligeramente mayores
durante las primeras 24 y 48 horas, en comparacion a los animales isquémicos no
expuestos (Fig. 24). Estudios con animales en cajas — habitacion de ambiente
enriquecido demuestran una hiperactivdad durante las primeras horas o dias, la cual se
va normalizando conforme avanza el tiempo (Cramer & Nudo, 2010). Igualmente

debemos recordar que ocurren mecanismos adaptativos y compensatorios en el
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sistema vascular cerebral, después del corte de la carotida izquierda (Rodriguez et al,
2000). Todo esto podria explicar los ligeros aumentos y progresivos descensos en los
grupos expuestos al ambiente enriquecidos frente a los que no lo estan, ademas de

promedios practicamente iguales entre los grupos experimentales

Los resultados obtenidos durante las evaluaciones posteriores a la primera
cirugia, son similares a los obtenidos en experimentos previos realizados por Delgado
Garcia (2009) y McAuliffe, Miles & Vorhee (2006), en donde los tiempos en las latencias
de los animales disminuyen durante los dias de prueba en el grupo control y el grupo
lesionado (McAuliffe, Miles y Vorhee 2006), ademas de encontrar un aumento a las 24
horas en los grupos expuestos a la cirugia, seguidos por una tendencia a la baja
durante las 48 y 72 horas posteriores al procedimiento (Delgado Garcia, 2009).

En lo que respecta al porcentaje de sobrevivencia, no se reportan muertes en los
grupos Control y Sham durante el periodo de evaluacién de la primera cirugia, mientras
que en el grupo SSACC se reporta un porcentaje final de 78.61 para el grupo no
expuesto al ambiente enriquecidos y 73.15% para el grupo expuesto al ambiente
enriquecidos. Los resultados obtenidos en la prueba del laberinto acuéatico en Y,
ademas de los porcentajes de sobrevivencia son consistentes con los obtenidos en la
clinica, en donde la oclusibn de la primera cardtida no produce alteraciones
permanentes en la ejecucion de tareas, representando un evento isquémico previo a un
evento global posterior, que pasan desapercibido para la mayoria de los pacientes que
presentan eventos isquémicos agudos (Chalela, Merino y Warach, 2004).

b) Efectos inducidos por la segunda cirugia.

Las evaluaciones posteriores a la segunda cirugia, al igual que la linea base
previa, son de vital importancia, debido a que durante este periodo se manifiestan los
sintomas de la isquemia cerebral aguda. Mientras que en la primera cirugia se
manifiestan los primeros sintomas posteriores a un primer microinfarto, la seccion de la
carotida derecha desencadena todas las alteraciones neuroconductuales propias de la
isquemia cerebral aguda (Rodriguez, et al., 2000). Los estudios en laberintos acuaticos

han observado un dafio en la formacion hipocampal, principalmente en la fimbria y el
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fornix (Whishaw, 1995) lo cual puede producir un dafio en el aprendizaje y la memoria,
ademas de la inhabilidad de controlar los movimientos de las extremidades, lo que

repercute en la latencia y la distancia de nado.

En la segunda linea base los promedios de las latencias y los nimeros de
errores de los animales controles e isquémicos son menores en comparacion a la linea
base antes de la primera cirugia; por su parte el grupo sham no expuesto al ambiente
enriquecido muestra aumentos en las lineas bases tanto de sus latencias como de sus

errores, algo similar a lo que encontr6é Delgado-Gracia (2009).

Como se esperaba, el grupo isquémico resulta ser el mas afectado en la
ejecucion de la tarea horas después de la cirugia segunda cirugia, tal y como lo
reportaron otros trabajos (Fuentes Vargas, 2002; Delgado-Garcia, 2009; Alejo-Martinez,
2011). Evidencias generadas por otros grupos de trabajo sefialan que los ratones con
isquemia inducida por la oclusion de la arteria cerebral media izquierda, presentan
diversos déficits en la prueba del laberinto de Morris, por lo tanto tardan mas tiempo en
encontrar la plataforma que el grupo Sham y tienden a regresar al punto de inicio
(Winter, Bert, Drnagl y Endres, 2004). No solamente se ha comprobado alteraciones de
tipo motor grueso (Delgado-Garcia, 2009) o motor fino (Gémez et. al., 2006), Zoladek y
Roberts (1976, citados en Klapdor, 1996) Tras la isquemia cerebral se han encontrado
ubicaron un aumento en el nadodirecto y por lo tanto un incrementos en la distancia
recorrida, los cuales pueden estar relacionados con la debilidad sensorial visual que
provoca la isquemia cerebral (Zoladek y Roberts,1976, citados en Klapdor, 1996; Block
y Schwarz, 1996; McAuliffe, Miles y Vorhee, 2006)

Las latencias de nado de los animales isquémicos en ambas condiciones de
ambiente enriquecido presentan promedios mayores con respecto al grupo control,
especialmente a las 72 horas efectuada la cirugia, a pesar de excluir a los animales
cuyas alteraciones motoras y/o visuales les impidi6 completar la tarea del laberinto
acuatico en Y, los animales que utilizados para el analisis aun presentaron alteraciones

en la conducta de nado, debido a que la funcibn motora no se reestablece a su
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totalidad, solamente se puede compensar la motricidad afectada en los animales
isquémicos (Kierling, 2009).

Mientras que el promedio de los errores parece ser un mejor indicador para
medir la memoria en los animales isquémicos, como se esperaba, a pesar de no
encontrar diferencias significativas, los promedios en los errores de los animales
expuestos al ambiente enriquecido son mejores que los animales isquémicos en
condiciones sin enriquecimiento (Fig. 29). Esto podria sugerir que los ambientes
enriquecidos fomentan la neuroproteccion hipocampal y la plasticidad de los circuitos
neuronales, asi como mecanismos compensatorios que ayuden a atenuar las
deficiencias cognitivas, somo se ha estudiado en los laberintos acuaticos de Morris
(Nithianantharajah y Hannan, 2006; Reynolds, Lane y Richards, 2010; Shono et al.,
2011; Cramer y Nudo, 2010). Sin embargo, no es algo que se pueda comprobar en esta
investigacion debido a las muestras con n pequefias y al poco tiempo de exposicion a

los ambientes enriquecidos después de la segunda cirugia.

Los grupos controles a la condicion isquémica muestran aumentos en sus
tiempos durante la segunda cirugia. La tendencia del grupo control al presentar valores
elevados puede sugerir un proceso de habituacion al ambiente experimental ya que
como Kikusui, Tonohiro y Kaneko (1999) sefiala, cuando los animales aprenden a
resolver la tarea, el ambiente experimental se vuelve familiar, incluso la aversion al
agua se vuelve familiar, hecho que provoca una reduccién en su estrés y una ejecucion

calmada o lenta.

En lo que respecta al porcentaje de sobrevida, los grupos Control y sham no
mostraron muertes durante este periodo de tiempo, mientras que el grupo control
registro tan solo un 16.80 % de sobrevida lo que se traduce a 6 animales. Por su parte
en los grupos expuestos al ambiente enriquecido, el grupo control no mostro ninguna
muerte, el grupo Sham mostro descensos que se traducen en 88.21%, mientras que el
grupo SSACC muestra un porcentaje de sobrevida final del 30.12%, que

considerablemente mayor al porcentaje de animales SSACC que no estuvieron
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expuestos a la variable de ambiente enriquecido (16.80%), a pesar de esto los
resultados no son significativos (Fig. 19).

VII. CONCLUSIONES.

El objetivo del presente trabajo fue identificar el potencial efecto neuroprotector
de los ambientes enriquecidos en las alteraciones del aprendizaje y la memoria
inducidos por isquemia cerebral aguda. Los estudios en isquemia cerebral aguda de
tipo global como el modelo SSACC son escasos, incluyendo los estudios del
aprendizaje y memoria en este tipo de modelos con ratones, este trabajo es uno de los
primero en proponer el uso de ambientes enriquecidos como neuroprotector en el

modelo SSACC. Los resultados obtenidos nos permiten decir:

1. Laisquemia cerebral global inducida por SSACC, después de la segunda cirugia
genera alteraciones en el aprendizaje y la memoria de la prueba de laberinto en
Y acuatico en los animales sometidos a isquemia cerebral. El promedio de los
errores de ejecucion parece ser un mejor indicador para observar el deterioro en

el aprendizaje y la memoria de los animales isquémicos.

2. No hay diferencias signifcativas que demuestren la neuroproteccion del
aprendizaje y la memoria a través de la utilizacién de ambientes enriquecidos en

el modelo de Seccidon Secuencial de Aterias Carétidas Comunes.

3. La sobrevivencia de los animales isquémicos es mayor en los animales
expuestos al ambiente enriquecido en comparacion a los que no lo estuvieron.
La ausencia de diferencias significativas no permite concluir el afecto de los

ambientes enriquecidos en la sobrevivencia de los animales.

4. Los ambientes enriquecidos han sido descritos en diferentes estudios como una
alternativa terapéutica viable para los pacientes que han sufrido alguna
alteracion cerebral, incluida la isquemia cerebral. Sin embargo, los resultados

obtenidos en este estudio, a pesar de encontrar mejorias en los animales
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isquémicos, no se encontraron diferencias significativas que permitan identificar
un efecto contundente de los ambientes enriquecidos como neuroprotector en el

modelo de seccion secuencial de arterias carotidas.
Entre los problemas y sugerencias encontrados en el presente trabajo podemos citar:

1. Un aumento significativo en los sujetos experimentales para que los resultados

puedan tener una mayor significancia, permita reducir el error estandar

2. Un periodo de adquisicidon y entrenamiento mas prolongado, que puede consistir
en mas de una sesion de entrenamiento por dia, lo que permitird que los
animales al momento de llegar a la primera linea base dominen completamente
la prueba del laberinto en Y, reduciendo la probabilidad de que uno o varios

animales aumenten significativamente los puntajes de los grupos.

3. Reducir el espacio en las paredes del laberinto en Y, debido que al tener un
espacio bastante amplio los animales tienen a producir mas estrés en especial
los animales isquémicos. La reduccién de las paredes les puede beneficiar con

un nado mas directo.

4. Acompaiiar la prueba de memoria con una prueba motora en seco para poder
detectar mejor a los animales imposibilitados para realizar la tarea, descartarlos y

con ello mejorar los promedios de los grupos isquémicos.
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