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Resumen

Para el 6ptimo funcionamiento de cualquier érgano se requiere que el aporte sanguineo sea el
adecuado de lo contrario, se producen severas consecuencias anatomicas y funcionales. Tal es el
caso de la isquemia cerebral, la cual, se presenta como consecuencia de la disminucién sanguinea
que recibe el cerebro, dicha alteracién, induce una serie de reacciones metabdlicas que culminan
con muerte celular. Dependiendo de la severidad y localizacion del dafo, puede inducirse un
estado de coma o incluso la muerte. Las secuelas que presentan los pacientes con dicha patologia
pueden llegar a ser altamente incapacitantes, principalmente las alteraciones que presentan los
pacientes son de caracter motor, sensorial y cognitivo, en especial los relacionados con problemas
de memoria.

En el afio 2000, se implementé un modelo de isquemia cerebral aguda en ratones que consiste en
la secciodn bilateral secuencial de arterias carétidas comunes (SSACC). Una de las ventajas mas
significativas que presenta este modelo, es que permite establecer un estado basal de
hipoperfusion sanguinea cerebral antes de inducir el evento isquémico. Este paradigma presenta
una mayor analogia con lo que sucede en los humanos, dado que se ha demostrado que
comunmente el sistema ingresa de manera gradual a un estado patolégico que culmina con el
evento agudo. Sin embargo, los déficits cognitivos asociados a dicho modelo no han sido
caracterizados en su totalidad, por lo que el presente trabajo se enfocé en el estudio de las
alteraciones en el aprendizaje y memoria asociativos de los sujetos sometidos al modelo de
SSACC.

El paradigma de condicionamiento aversivo potenciado al olor (CAPO) parte del supuesto del
condicionamiento clasico, por lo que permite apreciar los procesos de establecimiento y evocacion
de informacién ambiental que se relacionan con experiencias desagradables, aspecto fundamental
que le proporciona gran validez ecoldgica a la tarea.

Para la presente investigacién se utilizaron ratones macho, de 8 meses de edad al inicio del
experimento. Se dividieron en 3 grupos: control, sham e isquemia, fueron entrenados en el
paradigma de CAPO y se realizaron evaluaciones de consumo pre y post isquemia.

Los resultados obtenidos sefialan que ninguno de los 3 grupos mostré déficits en la capacidad de
discriminaciéon de los estimulos gustativos y olfativos intrinsecos de la tarea, tampoco se
encontraron diferencias en el proceso de adquisicién de CAPO. Sin embargo, el grupo isquemia,
mostré gran dificultad para ejecutar la prueba después de que los sujetos fueran sometidos al
modelo SSACC, indicando que al menos este modelo de isquemia cerebral causa afectaciones en
el desempefo.

Palabras clave: Aprendizaje, Memoria, Condicionamiento aversivo, Sabor, Olor, Isquemia cerebral.



Introduccién

La sangre, ademas de proveer oxigeno y glucosa, distribuye hormonas y otras
sustancias que regulan la funcién celular y permite el regreso del dioxido de
carbono (CO;) a los pulmones, asi como de otros productos metabdlicos a los
rinones. En condiciones normales, el volumen total de sangre circulante en el
cuerpo es aproximadamente el 8% del peso corporal, por ejemplo, el volumen
sanguineo para un varén que pesa 70kg seria de 5600ml| (Barret, Barman,
Boitano, Brooks, 2011). Alrededor del 18% del volumen sanguineo total circula al
interior del cerebro, a pesar de que éste sélo representa alrededor del 2% del peso
corporal, mientras que del gasto cardiaco, el encéfalo ocupa alrededor del 13.9% y
18.4% del consumo total de oxigeno, siendo el flujo sanguineo por minuto de

750ml aproximadamente (Barret y cols., 2011).

Cuando se presentan anormalidades que provocan alteraciones en la perfusion
cerebral, se origina un sindrome clinico neurolégico denominado: evento vascular
cerebral (EVC) (Arauz y Ruiz-Franco, 2012); comunmente un EVC es de tipo
isquémico, es decir que se presenta muerte celular debido a una serie de
reacciones bioquimicas desencadenadas ante la demanda metabdlica insatisfecha
por la falta de aporte sanguineo (Ishimaru, Ikarashi, Takahashi, Maruyama, 1993;
Cipolla, 2009). Los EVC producen una alta tasa de déficits neuropsicolégicos
como: afasia, negligencia, apraxia, déficit en orientacion espacial y en memoria,
sintomas sensoriales y motores (Block, 1999; Movassaghi, Sharifi, Soleimani,
Joghataii, Hashemi, Shafaroodi, Mehdizadeh, 2012), provocando deterioro
permanente y progresivo, causando secuelas altamente incapacitantes que
comprometen significativamente la calidad de vida de los pacientes que padecen

este sindrome.

De acuerdo con la OMS, en el afio 2012 se registraron 17.5 millones de muertes
asociadas a eventos cerebrovasculares, afectando por igual a hombres y mujeres
(OMS, 2015). Por tal motivo, es primordial que se disefien nuevas estrategias de

prevencion, tratamiento y rehabilitaciéon para no soélo disminuir la prevalencia de la



patologia, sino proveer a los pacientes de mejores estrategias que les permitan

reintegrarse a su entorno familiar y laboral.

Comunmente, las estrategias de rehabilitacion se han enfocado en el tratamiento
de las secuelas motoras que genera un EVC, no obstante, es necesario abordar
las secuelas cognitivas que puede presentar el paciente, dado que dicha

informacion es primordial para el desarrollo de nuevos planes de intervencién.

Ante tal situacion, se ha intensificado la busqueda de nuevos modelos animales de
isquemia cerebral, que permitan evaluar las alteraciones cognitivas subsecuentes
al dano celular. En el modelo de oclusién secuencial bilateral de arterias carotidas
comunes (SSACC), la induccion del evento isquémico es de manera global y
permanente, ofreciendo la ventaja de evaluar alteraciones cognitivas y
conductuales que se presentan a partir de la muerte celular durante un evento
agudo de una manera similar a la que sucede con los seres humanos (Rodriguez,

Rodriguez-Boscan, Lugo-Siria, Vidrio, Hong, Medina, Herrera, 2000a).

En el presente trabajo se evaluaron los efectos de la isquemia cerebral aguda
sobre el aprendizaje y la memoria asociativa, se conoce poco acerca del efecto de
la isquemia en procesos mneésicos utilizando el paradigma conductual de
condicionamiento aversivo potenciado al olor (Miranda, Ferry, Ferreira, 2007).
Ofrece la ventaja de ser experimentalmente sencillo y permite valorar al sujeto
mediante el uso de una tarea confiable dadas las caracteristicas intrinsecas que le

otorgan validez.



Antecedentes

Anatomia vascular cerebral

El flujo sanguineo debe aportar oxigeno, glucosa y otros nutrientes al tejido
nervioso, ademas de eliminar el diéxido de carbono, acido lactico y otros
subproductos metabdlicos; para cubrir dichas funciones, el encéfalo se encuentra
irrigado por dos principales sistemas vasculares: el sistema carotideo y el sistema
vertebrobasilar (Alejo-Martinez, 2011).

Sistema carotideo

Lo componen las arterias caroétidas internas que surgen de las arterias carotidas
comunes, ingresando a la base del craneo a nivel de la 42 vértebra cervical a
través del conducto carotideo del hueso temporal. Se divide en varias ramas que
dan origen a la arteria oftalmica, arteria coroidea anterior, arteria comunicante
posterior, arteria cerebral anterior y arteria cerebral media. De manera general, el
sistema carotideo se encarga de irrigar la porcidn anterior del cerebro,
principalmente a los nucleos amigdalinos, hipocampo, cingulo y giro dentado
(Waxman, 2011).

Sistema vertebrobasilar

Su funcién es irrigar la porcion posterior del encéfalo como al talamo, férnix y
téctum. Las arterias vertebrales se originan de las arterias subclavias; viajan
procedentes desde la 62 vértebra cervical; finalmente, ingresan al craneo por el
agujero occipital, donde continuan subiendo sobre el bulbo raquideo y se unen al
vaso del lado opuesto formando asi, la arteria basilar. Las principales arterias que
pertenecen a éste sistema son: espinal anterior y posterior, paramediana pontina,
cerebelosa superior, cerebelosa posteroinferior, cerebelosa anteroinferior,

calcarina, parietooccipital interna y la cerebral posterior (Snell, 2010).



Poligono de Willis

Se denomina poligono o circulo de Willis al area de confluencia de vasos
cerebrales en la base del encéfalo, permite la unién del sistema carotideo y el
vertebrobasilar (Fig. 1). El poligono se conforma por las arterias caroétida interna,
cerebral anterior, comunicante anterior, cerebral posterior y comunicante posterior
(Waxman, 2011).

Arteria ¥ Arteria
carotida cerebra
) media

interna

basilar

o
z

Fig. 1. Poligono de Willis. Muestra las arterias: cardétida interna,
cerebral media y basilar. Modificado de Hernandez-Aguilar, 2013.

Arterias cerebrales

Las arterias mas importantes, encargadas del aporte sanguineo al cerebro son:
arterias cerebrales anteriores, arterias cerebrales mediales y arterias cerebrales
posteriores. Como se menciond, las arterias cerebrales anteriores provienen del
sistema carotideo y forman parte del poligono de Willis, al igual que las arterias
cerebrales posteriores, que surgen del sistema vertebrobasilar; las arterias
cerebrales medias a pesar de que no conforma al poligono de Willis, son
sumamente importantes dada la region que irrigan, principalmente la superficie

lateral del hemisferio cerebral (Fig. 2) (Snell, 2010).



_ Arteria cerebral
anterior izquierda

_ Anteria cerebral
posterior izquierda

__— Arteria cerebral
media izquierda

Silon carotideo

f
-

Arteria basilar
| Arteria vertebral
izquierda

—— Arteria carétida
interna izquierda

_ Anteria carotida
comun izquierda

Artena subclavia
izquierda

Aonta

Fig. 2. Principales arterias cerebrales. Tomado de Waxman, 2011.

Cuando el corazon o algun vaso sanguineo presentan anormalidades que alteran
la irrigacion sanguinea, se da lugar a una serie de condiciones patoldgicas
llamadas enfermedades cardiovasculares. Dentro de dicha clasificacion, se

encuentran los eventos vasculares cerebrales (Arauz y Ruiz-Franco, 2012).



Evento vascular cerebral (EVC)

Un EVC es una alteracion neurolégica que produce una reduccion significativa en
el aporte sanguineo hacia el cerebro, se caracteriza por su aparicion brusca sin
otra razdn aparente que la vascular. Dependiendo de la region afectada seran los
sintomas que el paciente presente. De manera general la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) propone que algunos de los sintomas son: pérdida subita de
fuerza muscular y/o entumecimiento generalmente unilateral en los brazos,
piernas o cara; confusion, dificultad para hablar o comprender el lenguaje, vision
borrosa o reduccion de la vision en uno o ambos ojos, dificultad para caminar,
mareos, pérdida de equilibrio y/o coordinacién, dolor de cabeza intenso y debilidad

o pérdida de conciencia, todos ellos con duracion de 24 horas o mas (OMS, 2015).

Las condiciones patolégicas que provocan interrupcion parcial o pérdida total de
irrigacion sanguinea hacia el cerebro, de acuerdo a su causa pueden ser divididas
en dos grandes clasificaciones: hemorragico e isquémico (Fig. 3). En el caso
particular del EVC de tipo isquémico, el origen puede deberse a un émbolo 0 a un

trombo (Arauz y Ruiz-Franco, 2012).

e Hemorragia: Ruptura de un vaso sanguineo, la mayoria son causadas por
rupturas de aneurismas, es decir pequefios abultamientos en las paredes
de un vaso sanguineo. Frecuentemente se presentan en el espacio
subaracnoideo en pacientes con antecedentes de hipertension arterial
(Arauz y Ruiz-Franco, 2012).

e Embolia: Un émbolo es un coagulo que viaja por el torrente sanguineo
hasta llegar a un vaso cuya luz es tan estrecha que impide que continué
viajando, generando una interrupcion de la irrigacion (Arauz y Ruiz-Franco,
2012).

e Trombosis: Se presenta por la disminuciéon en el diametro de un vaso
sanguineo debido a la formacion de depdsitos de grasa en las paredes de

los vasos, dicho trastorno que se conocen con el nombre de aterosclerosis.
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Cuando un fragmento de tales depésitos de grasa se desprende del interior
del vaso, viaja a través del torrente sanguineo y obstruye el paso de
sangre. Alrededor del 50% de casos totales de EVC se deben a tal

situacion (Arauz y Ruiz-Franco, 2012).

AL,

Fig. 3. Tipos de EVC. Se muestra la clasificacion general de acuerdo a su
causa de origen. A. EVC de tipo isquémico que puede ser producido por
embolia o trombosis. B. EVC de tipo hemorragico. Tomado de Alejo-
Martinez, 2011.

Existe un tipo de EVC denominado ataque isquémico transitorio (TIA por sus
siglas en inglés) que se caracteriza por su breve duracion, siendo no mayor a las
24h, frecuentemente presenta recuperacion espontanea, por lo cual no provoca
alteraciones clinicas subsecuentes, sin embargo es un factor predisponente para

el desarrollo de futuros infartos (American Stroke Association, 2014).

De las causas mas comunes que causan un EVC, alrededor del 20% provienen de
un émbolo del corazéon y el 25% son denominados infartos lacunares causados
por la oclusidon de una pequefa ramificacion de alguna arteria cerebral, se ha
observado que de manera general la arteria cerebral media presenta mayor indice
de incidencia de un EVC (Warlow, Sudlow, Dennis, Wardlaw, Sandercock, 2003;

Haast, Gustafson, Kiliaan, 2012). De igual forma, es comun que la arteria



vertebrobasilar se ocluya y provoque isquemia en la circulacién cerebral posterior
(Merwick, Werring, 2014).

Se han identificado factores de riesgo para la aparicion de un EVC, como son: los
malos habitos de alimentacion, inactividad fisica, el consumo excesivo de sal,
tabaco o alcohol, niveles elevados de colesterol y la presencia de otras
enfermedades degenerativas como: diabetes mellitus e hipertensién arterial
(Macrae, 2011). Otro de los principales factores de riesgo para la incidencia y
prevalencia del EVC es la edad del paciente, afectando principalmente a personas
mayores de 65 anos, debido a la reduccion significativa en el diametro de los
vasos sanguineos cerebrales (Bell y Ball, 1981; Martins, Pereira, Diaz, Ferreira,
Weffort de Oliveira, Milani, 2012) y al incremento de la permeabilidad en la barrera
hematoencefalica (BHE) (Sohrabiji, Bake, Lewis, 2013). La BHE se encarga de
mantener la homeostasis cerebral bloqueando selectivamente, la entrada de la
mayoria de las sustancias que viajan por la sangre (Hua, Qing, Li, Li, Hou,
Hu,Hong, Sun, Zhu, 2010).

Isquemia cerebral aguda
Definicién y clasificacion

La isquemia cerebral es una condicién patoldgica que resulta de la reduccion del
aporte sanguineo hacia el cerebro <10ml/100g/min (Waxman, 2011); fenomeno
que provoca la falta de oxigeno y glucosa, generando que las células presenten
cambios bioquimicos y moleculares que inducen muerte celular, fenémeno que
comunmente es denominado infarto. La regiéon donde se localiza el infarto se llama
nucleo isquémico o core, mientras que la regién que lo circunda se denomina zona
de penumbra (Fig. 4), la cual supera al area central; en ésta, la disminucion del
flujo sanguineo no es tan drastica como lo es en el core, debido al aporte de

arterias colaterales, que inducen mecanismos vasculares compensatorios.

La zona de penumbra, es una region de tejido encefalico en riesgo de afectarse

irreversiblemente, pero es potencialmente viable. Se divide en dos areas, la mas
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préxima al nucleo se encuentra en peligro de necrosarse por extension de la zona
central y la porcién distal que puede presentar dafio funcional pero también puede
contribuir a la recuperacion funcional y evolucionar hacia la normalidad. En estas
regiones no hay limites bien definidos sino que existe un transito gradual de una a
otra (Sanchez-Chavez, 1999). Las células en la zona penumbra son afectadas por
el flujo de células inmunes como mediadores inflamatorios toxicos, que limitan la
region dafada, protegen al tejido y a las células adyacentes e inician mecanismos

que regulan la homeostasis (Trendelenburg, 2014).

Comunmente, la regidn de penumbra es el blanco de muchos tratamientos
farmacolégicos que pretenden impedir el progreso de muerte celular, sin embargo,
la viabilidad del tejido es breve y debe procederse a la intervenciéon de manera
oportuna. El tiempo delimita las fronteras de la llamada “ventana terapéutica”, es
decir el periodo durante el cual, el tejido aun es viable para iniciar el tratamiento
(Baron, 2001; Donnan, Fisher, Macleod, Davis, 2008; Tobin, Bonds, Miinshall,
Pelligrino, Testai, Lazarov, 2014).

Penumbra isquémica

Core

Fig. 4. Nucleo y penumbra isquémicos. Representacion esquematica de un
encéfalo, en gris oscuro se muestra el nucleo isquémico y en gris claro la
region de penumbra. Tomado y modificado de Hernandez-Aguilar, 2013.

La region afectada puede presentarse en todo el encéfalo denominandose
isquemia global que comunmente se debe a infartos cardiacos, pero si la lesion se
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situa en un territorio definido se nombra isquemia focal (ladecola y cols., 1999). Se
ha reportado que tanto el volumen de la lesién, la fuerza del estimulo, la duracién
de la oclusiéon, como la profundidad del dafio (Cramer y Toorop, 1998), son
indicadores importantes para predecir las consecuencias conductuales vy
cognitivas, que puedan presentar los pacientes a corto y largo plazo (Rodrigo,

Fernandez, Serrano, Peinado, Martinez, 2005; Trendelenburg, 2014).
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Patofisiologia

La isquemia produce una serie de reacciones metabdlicas a nivel molecular

denominadas en su conjunto “cascada isquémica” (Fig. 5). Tales reacciones son

consecuentes a la privacion de aporte sanguineo y se presentan con diferente

temporalidad (Fig. 6).

ISQUEMIA
40, - S ATP

R

it de glutamato

_—---'_'_'_'-F T -
e |. H'”“-hh
Receptores Receptores Canales de Caldo
NMDA AMPA Dependientes de voltaje
\ i :-'-'._l::l /
P Citoplasmatico
— |
Activacion de proteasas N " I
Activacion de lipasas l.j‘fc’:' .-+ b de Ca 4_-__ -
Activaditn de permxidasas mitocondria reticulo endoplasmatico
Liberacktn de deddo nitrico
Liberacion de radicales libres o ATP
Alteracion de macromoléculas S
Alteracion de membranas celulares
~_ = %
e APOPTOSIS

Fig. 5. Cascada isquémica. Después de la reduccién de los niveles de oxigeno y
ATP, los receptores glutamatérgicos NMDA inducen un proceso de excitotoxicidad, el
cambio de voltaje en la membrana celular permite la apertura de los canales de Ca™"
dependientes de voltaje, provocando aumento en el Ca"" intracelular, lo cual, puede
favorecer la muerte apopdtica o necrética de las células cerebrales. Tomado de

Cassiani-Miranda y Borrero-Varona, 2013.
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Fig. 6. Secuencia temporal de la cascada isquémica. Después de la falta de oxigeno
con forme pasa el tiempo, se inician una serie de reacciones bioquimicas, que
comienzan por la falla energética y una subsecuente acidosis, despolarizacién e
incremento en el Ca’" intracelular durante los primeros minutos, este fenémeno se
prolonga por horas. Posteriormente, aparecen otros eventos como el estrés oxidativo
producido por el oxigeno reactivo y en cuestién de dias aparece la inflamacion y la
muerte celular (apoptosis). Tomado de Cassiani-Miranda y Borrero-Verona, 2013.

Las células que no pueden obtener el aporte necesario de oxigeno y glucosa,
entran en un tipo de respiracion celular anaerobia que induce una serie de

reacciones metabdlicas, las cuales son descritas brevemente a continuacion.

Acidosis lactica

Dentro de la cadena de reacciones quimicas necesarias para que las mitocondrias
logren ejecutar la respiracion celular, es necesario el oxigeno proveniente de la
sangre para que la glucosa pueda ser transformada en energia (ATP); cuando no
existe oxigeno disponible, las células adoptan un sistema de respiracion anaerobio
que induce la formaciéon de acido lactico, la acumulacién de dicho metabolito
provoca decremento en el pH intra y extra celular. La cantidad de acido lactico que
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se genere depende del tiempo durante el cual se encuentre comprometido el flujo
sanguineo y de los depositos tisulares de glucosa y glucogeno al momento de la
isquemia (Becker, 2004), lo cual repercute en que el organismo presente un
estado de acidosis (Heo, Han, Lee, 2005; Weis, Pettenuzzo, Krolow, Valentim,
Mota, Dalmaz, Wyse, Netto, 2012).

Crisis energética y excitotoxicidad

Como consecuencia de la privaciéon de ATP y de la inactivacion de las ATP-asas,
el gradiente i6nico de la membrana celular se encuentra comprometido, lo que
genera alteraciones en la bomba sodio (Na®/ potasio (K*), favoreciendo a la salida
del K* al espacio intersticial, ocasionando despolarizacion anoxica (Onténiente,
Rasika, Benchoua, Guégan, 2003) abriendo canales de calcio (Ca*") dependientes
de voltaje y que desencadena liberacién masiva de glutamato (Haast, Gustafson,
Kiliaan, 2012), causando activacion de receptores postsinapticos AMPA y NMDA,
lo cual permite ain mas afluencia de Ca™" a través de los receptores, hasta que se
alcanza un umbral de toxicidad, causando dafio neuronal por el nivel de excitacion
tan elevado que activa proteasas, caspasas, lipasas y endonucleasas que inducen
apoptosis (Murata, Omata, Fujibayashi, Waki, Sadato, Yoshimoto, Wada,
Yonekura, 2000; Gui, Duan, Tian, Li, Zhu, Chen, Zheng, 2009;
Ketheeswaranathan, Turner, Spary, Batten, McColl, Saha, 2011).

Produccion de radicales libres

Un radical libre o especie reactiva de oxigeno (ROS) es un atomo o molécula
capaz de existir independientemente como un atomo al contener uno o mas
electrones no pareados en su 6rbita mas externa (Halliwell y Gutteridge, 2007).
Los radicales libres se forman como residuos metabdlicos durante diversas
reacciones celulares; en condiciones normales existen enzimas y mecanismos que
impiden la acumulacion de ROS, pero debido a la presencia de dafo mitocondrial

subsecuente a la isquemia (Blomgren y Hagberg, 2006) el sistema de recaptura y
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degradacion se encuentra comprometido, facilitando el incremento de niveles
téxicos de ROS, los cuales generan reacciones quimicas que comprometen la
funcionalidad de otros organelos celulares, causando fallas dentro de todo el
sistema funcional celular en proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Li, Liu, He,
Floyd, Siesj, 1999; Hayashi, Saito, Okuno, Ferrand-Drake, Dodd, Chan, 2004;
Osada, Kosuge, Ishige, Ito, 2010).

Los componentes celulares y moleculares de la circulacién periférica se regulan
por la BHE, después del dafio, las uniones de las células del endotelio se vuelven
permeables; ante la deteccidén del infarto, el sistema inmune se activa gracias a los
receptores tipo Toll, asociados a la membrana (TLRs) y células inmunes pueden
infiltrarse en el parénquima cerebral, ademas que permiten que se secreten
citosinas proinflamatorias como: interleucinas (IL)-1b, IL-6, IL-8 y factor-alfa de

necrosis tumoral (TNFa) (Tobin y cols., 2014).

Inflamacion

La respuesta inmune cerebral, que incluye elevaciones en las citosinas
proinflamatorias, propicia cascadas de sefalizacion que inducen edema cerebral
(Vexler, Tang, Yenari, 2006; Felger, Abe, Kaunzer, Gottfried-Blackmore, Gal-Toth,
McEwen, ladecola, Bulloch, 2010). El edema cerebral se define como acumulacion
anormal de fluido al interior del parénquima cerebral produciendo ensanchamiento
volumétrico de las células o tejido, puede clasificarse en dos tipos: edema
citotoxico que se refiere a la hinchazén de los componentes celulares del cerebro
debido a disturbios metabdlicos; mientras que el edema vasogénico es causado
por una ruptura en la barrera hematoencefalica (Heo, Han, Lee, 2005; Gui y cols.,
2009). Como se menciond, la barrera hematoencefalica es altamente efectiva para
evitar el paso de la mayoria de los componentes no lipidicos de la sangre hacia el
encéfalo, brindando proteccién y soporte metabdlico (Harris, Gauden, Fraser,
Williams, Parker, 2002), no obstante, durante condiciones patolégicas como la
isquemia cerebral, incrementa la permeabilidad a macromoléculas y permite el

movimiento del fluido intravascular a espacios extravasculares generando
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alteraciones homeostaticas (Klohs, Steinbrink, Bourayou, Mueller, Cordell, Licha,
Schirner, Dirnagl, Lindauer, Wunder, 2009).

Apoptosis y necrosis

El término apoptosis hace referencia a muerte celular programada que incluye:
cambios morfolégicos como contraccion de la célula, condensacion de la
cromatina y la formacion de protuberancias citoplasmaticas en la superficie celular.
Usualmente se presenta en células dispersas en vez de encontrarse en grandes
volumenes de tejido. Las células que mueren por apoptosis son rapidamente
removidas por fagocitos sin que se produzca reaccion inflamatoria alguna. En
contraste, la necrosis, que también es muerte celular, afecta a un gran niumero de
células contiguas, provocando inflamacion del citoplasma, mitocondrias y otros
organelos celulares, generando ruptura en la membrana celular. Se ha descrito
que las células con mayor tasa de muerte por necrosis son las que se localizan
mas cercanas al nucleo isquémico, mientras que las neuronas que presentan
muerte apoptotica se localizan en la zona de penumbra, cuyo inadecuado soporte
de oxigeno limita su capacidad para producir ATP y si no hay restauracién del flujo
sanguineo, gradualmente se incorpora al foco isquémico y queda dafado,

irreversiblemente (Love, 2003; Trendelenburg, 2014).

La isquemia cerebral no solo dafa a las células del sistema nervioso y causa
disfuncién de la BHE (Klohs y cols., 2009), sino que provoca alteraciones en los
astrocitos. Los astrocitos, se encargan de regular el ambiente osmético, ante altos
niveles de toxicidad por glutamato, se producen alteraciones en los mecanismos
de transporte y en vias de sefalizacion de la recepcion de dicho aminoacido,
pudiendo causar inflamacion de los astrocitos, liberacion de glutamato y
despolarizacién anoxica; lo cual es sumamente dafino (Chen, Liao, Kuo, 2000).
Ademas, durante la isquemia, se altera el sistema amortiguador de K* e H'. Los
ROS, generados consecuentemente de la hipoxia, causan despolarizacion de la
membrana mitocondrial del astrocito, lo que altera la permeabilidad de la

membrana, lo cual puede generar muerte celular debido a la activacion de
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polimerasas (Chen y Swanson, 2003). Aunque generalmente, los astrocitos son
mas resistentes a la isquemia que las neuronas, debido a que los astrocitos son
capaces de sobrevivir y funcionar en situaciones hipdxicas, la acumulacion de
acido lactico causa deterioros en el metabolismo y propicia dafo irreversible en
dichas células (Chen y Swanson, 2003), pues la condicién patoldgica a la que se
somete el organismo provoca un ambiente celular téxico, comprometiendo la

integridad y funcionalidad del sistema (Sohrabji, Bake, Lewis, 2013).

Alteraciones clinicas de laisquemia cerebral

Las caracteristicas de las manifestaciones clinicas consecuentes a un EVC, seran
especificas para cada individuo y se presentaran en funcién del tiempo y
severidad de hipoperfusién; generando secuelas motoras, cognitivas vy
conductuales incapacitantes para el paciente (Secretaria de Salud, 2014). Es
importante tomar en cuenta que la manifestacion de los signos y sintomas no solo
dependera de la complejidad del dafio neuronal debido al evento isquémico por si
mismo, sino del progresivo deterioro que se presenta durante diferentes periodos

temporales (Murakami, Kondo, Kawase, Chan, 1998).

Para la evaluacidon de los déficits cognitivos subsecuentes al dafio cerebral, es
muy importante tomar en cuenta los antecedentes y conocimientos previos de
cada paciente, por ejemplo: la escolaridad, la presencia de demencia previa al
infarto, presencia de problemas de la vascularizacién corporal o algun otro tipo de
alteracion que comprometa los resultados; ademas que seran importantes para
predecir la eficacia de la rehabilitacion (Toole, Bhadelia, Williamson, Veltkamp,
2004; Garcia, Rousell, Bugnicourt, Lamy, Canaples, Peltier, Loas, Deramond,
Godefroy, 2013).

De los instrumentos que permiten identificar el deterioro cognitivo, los que se
utilizan con mayor frecuencia son: el manual de diagnéstico y estadistica de
trastornos mentales quinta edicion (Diagnostic and Statistical Manual of Mental

Disorders Fifth Edition (DSM-V), la Mini escala de examinacién del estado mental
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(Mini-Mental State Examination (MMSE)), Evaluacién cognitiva Montreal (Montreal
Cognitive Assesment (MoCA)). (Al-Qazzaz, Ali, Ahmad, Islam, 2014).

La mayoria de las evaluaciones cognitivas se deben realizar alrededor de 3 meses
posteriores al infarto, pues se asume que para ese punto todos los sintomas
transitorios como la presencia de: dolor de cabeza, delirium, déficits motores,
sensitivos o dano visual, que se producen debido factores propios del proceso de
muerte celular y que pueden afectar los resultados de la evaluacion han
desaparecido (Talellia, Ellula, Terzisb, Lekkac, Gioldasisa, Chrysanthopouloub,
Papapetropoulos, 2006). Aunque Whyte, Skidmore, Aizenstein, Ricker, Butters
(2011) demostraron alteraciones cognitivas hasta un afio posterior a la fecha del
infarto, indicando que el deterioro cognitivo puede propiciar el desarrollo de
demencia vascular (DV). La DV es considerada el segundo tipo de demencia mas
comun después de la demencia tipo Alzheimer (Al-Qazzaz y cols., 2014). Mas del
25% de las personas que presentan una enfermedad cerebrovascular pueden
desarrollar demencia, es mas comun en personas que tienen alrededor de 75
afios 0 mas y se presenta con mayor frecuencia en varones (Stroke Association,
2012). Sin embargo, la demencia representa sélo una porcién de los trastornos de
la disfuncién cognitiva asociada a alguna enfermedad cerebrovascular, en algunos
casos, existen pacientes que desarrollan trastornos cognitivos que no encajan
completamente en los criterios de diagndstico tradicionales, por lo cual debido a la
heterogeneidad de la poblacidon, la DV puede clasificarse en subtipos: 1)
predominantemente cortical, 2) focalizada y de pequefios vasos sanguineos, 3)
subcortical, ésta ultima predomina en casos; cabe mencionar que para el
desarrollo de la DV existen diversos factores de riesgo como: edad del paciente,
sexo, factores genéticos, neuropatologias previas, entre otros (lemolo, Duro,
Rizzo, Castiglia, Hachinski, Caruso, 2009).

Las funciones cognitivas que comunmente se encuentran afectadas son: atencion,
memoria de trabajo, velocidad de procesamiento, funciones ejecutivas, orientacion
espacial, construccion visual, juicio y razonamiento abstracto (Jin, Legge, Ostbye,

Feightner, Hachinski, 2006; Al-Qazzaz y cols., 2014). Dentro de lo que se refiere a
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alteraciones en el lenguaje, se ha descrito la presencia de afasia, siendo las mas
frecuentes la de Wernicke y la afasia global, en el aspecto somatosensorial se
reporta negligencia principalmente en la modalidad tactil, mientras que en la parte
motriz sobresalen las apraxias, de las cuales la construccional y la ideomotora
(Bolla-Wilson, Robinson, Starkstein, Boston, Price, 1998; Hoffmann, Sacco, Mohr,
Tatemichi, 1997). Las manifestaciones clinicas de las alteraciones cognitivas

(Tabla 1) dependen del tamano, localizacion y etiologia de dafio cerebral.

Region afectada Manifestacion clinica
Afasia
Arteria cerebral A I\(Iu’flsmol
medial izquierda praxia |de'aC|onaI
Agrafia
Acalculia
Negligencia
Arteria cerebral Fallas visoespaciales y viscoconstructivas
medial derecha Aprosodia

Anosognosia (al color, visual asociativa, facial)

Alexia pura o hemianopica

Arteria cerebral Amnesia

posterior Déficits en planeacion, iniciacién, monitoreo, planeacion
y flexibilidad mental

Debilidad contralateral en piernas

Pérdida de sensibilidad

Arteria cgrebral Déficit en atencion, motivacion, iniciacién y funciones
anterior ejecutivas
Memoria (verbal, visual, declarativa, anterégrada y
retrograda)

Déficit en resolucion de problemas y atencién

Dano subcortical

Confusion, confabulacién y cambios de la personalidad

Tabla 1. Manifestaciones cognitivas producidas por un EVC dependientes de la zona afectada.
Tomada y modificada de: Al-Qazzaz y cols. (2014).

Las alteraciones cognitivas subsecuentes a un EVC, afectan de manera
significativa el estado emocional del paciente generando un estado de depresion,
ansiedad y labilidad emocional que generalmente se presentan durante la etapa
de recuperaciéon o rehabilitacion (Heilman, Leon, Rosenbek, 2004; Rush, McNeil,
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Gamble, Luke, Richie, Albers, Brown, Brott, Meschia, 2010; Nemeth, Shurte,
McTigue, Nemeroff, Neigh, 2012). Tales alteraciones generan que los pacientes
desarrollen una fuerte dependencia hacia sus cuidadores para realizar sus
actividades de la vida cotidiana, provocando limitaciones en el cuidado personal
basico, que impide su reintegracién a la vida que llevaban previa al infarto (Block,
1999; Barba, Martinez-Espinosa, Rodriguez-Garcia, Pondal, Vivancos, Del Ser,
2000).
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Modelos animales para el estudio de laisquemia cerebral aguda

Debido a la necesidad de recrear de manera controlada y metddica las causas de
las enfermedades cerebrovasculares con el afan de advertir las consecuentes
alteraciones presentadas en los pacientes, se ha estudiado el uso de diversos
modelos animales a los cuales se les induce algun tipo de infarto cerebral, siendo

los animales mas comunmente usados ratas y ratones.

Para estudiar los EVC de tipo isquémico, se han propuesto numerosas técnicas
que causan reducciéon en el flujo sanguineo; en general, todas producen la
oclusion de alguna arteria cerebral, la duracién y regiones afectadas dependeran
de las caracteristicas particulares de cada modelo. Al principio de los afios 80°s se
describieron dos modelos de isquemia global desarrollados en rata que
posteriormente se adaptaron a la anatomia del raton; ambos se usan en la
actualidad. El primero en desarrollarse fue el modelo de oclusion de 2 vasos
sanguineos (2VO) que se lleva a cabo por la obstruccion bilateral transitoria de
ambas arterias carétidas comunes; simultaneamente suele inducirse hipotension
arterial. Posteriormente, se propuso el modelo de oclusion de 4 vasos (4VO), en
donde ambas arterias vertebrales son seccionadas permanentemente y las
arterias carétidas son intervenidas transitoriamente alrededor de 10 a 30 minutos
en promedio (Sheng, Laskowitz, Pearlstein, Warner, 1999; Olsson, Wieloch, Smith,
2003). Sin embargo, de las mayores desventajas de ambos procedimientos es que
generan variacion en los resultados entre sujetos y entre cepas; al igual que al
momento de realizar analisis histologicos, los datos dependen de las
caracteristicas concretas de la técnica utilizada, provocando dificultades
metodoldgicas para reproducirlos (Henrich-Noack, Baldauf, Reiser, Reymann,
2008; Onken, Berger, Kristian, 2012), lo cual complica la tarea de recrear algunas
de las consecuencias neuroldgicas que presentan los seres humanos (McBean y
Kelly, 1998).

En los humanos, los eventos isquémicos comunmente se deben a oclusiones
arteriales trombaticas, las cuales son mejor simulados por modelos que provocan

la oclusion arterial permanente a diferencia de aquellos que lo hacen de forma
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transitoria o utilizando la técnica de isquemia-reperfusion (Love, 2003). Se debe
puntualizar que el periodo de reperfusion que manejan ciertos procedimientos para
la induccién de isquemia cerebral resultan en un fendmeno que puede provocar
mas dafio (a nivel celular y consecuentemente del tejido), que aquel que causa la
isquemia en si, denominandose dafo por reperfusion (Abela y Homer-
Vanniasinkham, 2003; Allen, Castella, Buckberg, Tan, 2003), causado por la
hiperperfusion compensatoria que presenta el sistema, provocando hemorragia,
trombos o embolias. Asimismo, puede inducir procesos patolégicos como
infiltracion de leucocitos y/o plaquetas, activacion del complemento y ruptura de la
BHE (Pan, Konstas, Bateman, Ortolano, Pile-Spellman, 2007). El tiempo que tarda
en permitirse la reperfusion y la duracion de ésta es relevante para generar el

dafo por reperfusion (Mao, Yang, Zhou, Stern, Betz, 1999).

Caracteristicas del modelo de SSACC

La mayoria de los modelos animales tienden a reproducir las consecuencias mas
que las causas de la isquemia cerebral, comunmente no se toma en cuenta que el
evento de isquemia aguda es antecedido por un estado patolégico en donde el
cerebro esta sometido a isquemia crénica, al considerar que el flujo sanguineo se
encuentra reducido de manera habitual es factible comprender la evolucién,
consecuencias y respuesta hacia cierto tipo de tratamiento. Dado que en humanos
no existe informacién acerca del dafio celular progresivo, fue necesario que se
desarrollara un modelo animal que evalue los efectos de la isquemia cerebral
aguda, en sujetos que fueron sometidos a lo que en las personas seria

equivalente a sufrir ateroesclerosis (Rodriguez y cols., 2000a).

En el afno 2000, Rodriguez y sus colaboradores, propusieron un modelo de
isquemia cerebral aguda en ratones, que se induce por medio de la oclusion
bilateral permanente secuencial de arterias carétidas comunes (SSACC). Después
de inducir un sutil estado de anestesia, se realiza una incision en la linea central
del cuello que permite exponer la arteria carétida izquierda y seccionarla entre

ligaduras, finalmente la incision se cierra por suturas quirurgicas; treinta y dos dias
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después se realiza el mismo procedimiento en la arteria carétida comun derecha.
Se observd que después del seccionamiento de la carétida izquierda hubo un
importante incremento en el diametro de las arterias del poligono de Willis
(excepto en la arteria cerebral posterior), siendo indicador de la respuesta
compensatoria a la supresion del aporte sanguineo que proveia la caroétida interna
izquierda. Dado el periodo transcurrido entre la primera y la segunda cirugia se
permite establecer un estado de hipoperfusion cerebral en el organismo,
sometiéndolo a un estado de irrigacién sanguinea alterado previo a la fase aguda
del infarto, favoreciendo que el sistema del animal presente mayor similitud con las
caracteristicas de los pacientes (Rodriguez y cols., 2000a). El establecimiento de
32 dias como rango para realizar la segunda cirugia se determin6 debido a que los
animales presentaban mayor indice de supervivencia al compararse con un
intervalo de 8, 16 y 24 dias posteriores a la primer intervencién (Rodriguez y cols.,
2000a).

Una de las dificultades al momento de intentar trasladar los hallazgos encontrados
en los modelos animales hacia la clinica se debe a problemas metodoldgicos,
pues los humanos presentan numerosos factores que se deben considerar como
son las enfermedades previas, la etiologia, locacion, la severidad del dafio, etc. La
edad del paciente incrementa el riesgo de presentar un EVC, por lo cual,
precisamente una de las ventajas que ofrece el modelo de SSACC es el uso de
animales de 40 a 60 semanas de edad, especialmente porque el uso de animales

jévenes en otros paradigmas ha sido bastante controversial.

Al momento de cuestionar la validez del uso de animales para estudios preclinicos
y pretender transportar dichos resultados hacia la clinica, se han utilizado analisis
histolégicos como método cuantitativo para determinar el tamano del infarto, pues
se considera esencial para determinar el efecto de la isquemia y pronosticar la
recuperacion de los sujetos. En el modelo de SSACC se observaron zonas de
infarto en la corteza frontoparietal, estriado e hipocampo derecho (CA1, CA2, CA3
y CA4), siendo menos frecuente el dafio en el nucleo septal, hipocampo izquierdo

(CA1y CA2)y corteza occipital (Rodriguez, Gerson, Santiago-Mejia, 2000b).
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No obstante, la informacion que aporta la evaluacion histoldgica no es suficiente
para establecer un plan de intervencién (Schaar, Brenneman, Savitz, 2010), es de
vital importancia que se conozca el correlato conductual de las alteraciones

funcionales que presentan los sujetos.

Caracterizacién conductual

En ratones sometidos a la técnica de SSACC, se describié un patrén consistente
de alteraciones neurologicas que presentan los sujetos consecuentemente a la
induccion de isquemia aguda, las principales modificaciones conductuales
encontradas son: postura encorvada, posiciéon corporal lateralizada, lentitud de
movimiento, pasividad, incoordinacidon motora, marcha tambaleante, torsion lateral,
decremento de la respuesta al estimulo, decremento del tono corporal, debilidad
en las extremidades posteriores que en la mayoria de los casos se presenta con
ataxia, decremento de actividad locomotriz o completa inmovilidad y estrés
respiratorio. Las modificaciones que presentaron la mayoria de los sujetos fueron:
locomocién rigida, irritabilidad, tremor, convulsiones, rotacidon e incontinencia

urinaria (Rodriguez, Santiago-Mejia, Gbmez, Ramirez San-Juan, 2005).

Dado que la mayoria de los trastornos identificados son de caracter motor, se
procedié a realizar un analisis de funcionalidad motriz utilizando una prueba de
nado, en la que se cuantificd el tiempo que los ratones tardaban en nadar y trepar
a una cierta plataforma, evaluandose: la distancia recorrida, la velocidad y el
porcentaje corporal de flotacién, se observaron alteraciones estadisticamente
significativas en los animales sometidos a SSACC al compararlos con el grupo
control, permitiendo concluir que el dafo cerebral se manifiesta en tareas
conductuales sencillas (Gomez, Delgado-Garcia, Santiago-Mejia, Ventura-

Martinez, Parra-Gamez, Gonzalez-Rios, Rodriguez, 2013).

Para evaluar la presencia de déficits en la habilidad motora fina y en la
coordinacion, se establecié una prueba de consumo de semillas de girasol, dicha

conducta requiere que los animales tengan la capacidad de realizar una secuencia
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de movimientos de manera precisa, ordenada y coordinada. Como resultado,
aquellos sujetos que fueron sometidos a SSACC presentaron diferencias
estadisticamente significativas en el tiempo de ejecucion de la tarea al ser
comparados con el grupo control. Se presentaron alteraciones en el movimiento
de miembros superiores y falanges, que en algunos casos impedian completar la
tarea; indicando dafio en la capacidad de realizar actividades que requieren
coordinacion visomotriz (Gomez, Santiago-Mejia, Ventura-Martinez, Rodriguez,
2006).

Con el uso de otros modelos para la induccién de isquemia cerebral también han
sido evaluadas las funciones sensoriales y motoras de los sujetos, utilizando
diversos métodos conductuales como el test de chimenea, rotarod, esquina,
removimiento del adhesivo y escalera. Dentro de los test motores utilizados de
manera mas frecuentemente estan aquellos que valoran el uso espontaneo de
extremidades, locomocion, coordinacion, destreza motriz, simetria postural (Gerlai,
Thibodeaux, Palmer, Campagne, Van Bruggen, 2000; Bouét, Freret, Toutain,
Divoux, Boulouard, Schumann-Bard, 2007; Schaar, Brenneman, Savitz, 2010) y de
manera general la funcion sensoriomotriz (Schallert, Fleming, Leasure, Tillerson,
Bland, 2000).

Con el fin de apreciar los déficits cognitivos que se desarrollan posteriores al
infarto cerebral, la mayoria de los estudios estan enfocados en estimar las
alteraciones en aprendizaje y memoria espacial, para lo cual, comunmente se
utilizan el laberinto acuatico de Morris y laberinto radial (Nelson, Lebessi,
Sowinski, Hodges, 1997; Block, 1999). De manera general, se busca identificar
trastornos relacionados con funciones cognitivas, para los cuales existen tres tipos
de tareas aquellas que involucran aprendizaje espacial, memoria de trabajo o
procesamiento de informacién condicional (Hodges, Nelson, Virley, Kershaw,
Sinden, 1997).

Como parte de las evaluaciones cognitivas que se han llevado a cabo en ratones
sometidos al procedimiento de SSACC, se ha utilizado el laberinto en cruz elevado

para identificar alteraciones en la memoria inducidos por la isquemia cerebral
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aguda (Alejo-Martinez, 2011), este procedimiento ha tenido dificultades para su
implementacion debido a las alteraciones en el desplazamiento que presentan los
sujetos, las cuales pueden deberse al compromiso motor mas que a alteraciones
cognitivas (Alejo-Martinez, 2011). Con el fin de minimizar dicho sesgo, se utilizd
del laberinto en Y acuatico para evaluar aprendizaje y memoria espacial, notando
diferencias significativas después de 24 horas de la segunda cirugia al comparar
ratones con SSACC contra el grupo sham. Dichas diferencias consisten en un
incremento en el numero de errores durante la ejecucion por parte de los ratones
pertenecientes al grupo con SSACC, indicando que la induccion de la isquemia
cerebral mediante dicha técnica, compromete al organismo a desarrollar no
solamente severas secuelas motoras, sino afectando notoriamente su cognicion,
particularmente los procesos de aprendizaje y memoria espacial (Hernandez-
Aguilar, 2013).

Si se pretende realizar algun tipo de evaluacion en animales de sus habilidades
cognitivas, es de vital importancia que sean tomados en cuenta los cambios en los
mecanismos de conducta especificos, por lo que el analisis conductual permite
observar y analizar la relacidén entre el comportamiento del sujeto y el ambiente en

donde se desarrolla.
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Aprendizaje y memoria

En el caso del aprendizaje, se generan nuevos mecanismos conductuales que
pueden mantenerse a largo plazo, ademas de que pueden modificarse ante la
informacion que proporcionen estimulos novedosos, permitiendo asi la adaptacion
al entorno. Las conductas aprendidas se distinguen de conductas innatas en
términos de la exposicion e interaccion previa con los estimulos en una situacion

particular (Domjan, 2008).

El aprendizaje se define como: “el cambio duradero en los mecanismos de
conducta que implican estimulos y/o respuestas especificos, siendo resultado de
la experiencia con dichos estimulos y respuestas o con otros similares” (Domjan,

2008).

El aprendizaje no asociativo se refiere a los cambios de conducta en relaciéon con
la presentacidon del estimulo de manera repetida, como el caso de la
sensibilizacion donde el organismo incrementa la magnitud o frecuencia de
aparicion de una conducta; mientras que el proceso de habituacion, la magnitud o

frecuencia de una respuesta conductual disminuye (Domjan, 2008).

El aprendizaje asociativo, hace referencia a la relacidén que se establece entre dos
eventos, la fuerza de asociacion depende directamente de la contiglidad y la
contingencia que existe entre los estimulos. La contigtiidad se refiere al intervalo
temporal entre la presentacién del primer estimulo y la presentacion del segundo
estimulo, dicho intervalo debe ser breve para que exista una relacion entre ambos
eventos. La contingencia indica la posibilidad de aparicion de cierto resultado en

eventos que han sido pareados (Martinez y Moreno, 1995).

Los organismos deben de adquirir conocimiento sobre el mundo y ser capaces de
modificar la conducta en funcion de las demandas ambientales, por lo cual, los
procesos de aprendizaje y memoria se relacionan estrechamente, con el fin de

llevar a cabo dicha adaptacion.
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La memoria es un proceso cognitivo que induce cambios en la plasticidad
sinaptica (Castillo y Escobar, 2011), comunmente se presenta consecuente al
aprendizaje y se define como el proceso por el que la informacion es codificada,
almacenada y posteriormente, recuperada o evocada (Kandel, Schwartz, Jessel,
2007).

La codificacion es el proceso mediante el cual se procesa la informacion
presentada por primera vez. Por ejemplo, cuando un organismo se presenta con
un estimulo nuevo, se identifican las caracteristicas como la relevancia del
estimulo, el sistema sensorial que se activa, el tipo y magnitud de las respuestas y
las consecuencias, son codificadas pues seran importantes cuando el organismo

se enfrente al mismo estimulo o a uno parecido (Kandel, Schwartz, Jessel, 2007).

La consolidacion es el a través del cual la informacién presentada de manera
reciente se mantiene a largo plazo, dentro de tal proceso se llevan a cabo cambios
estructurales en las neuronas y las células gliales, que junto con la sintesis de
proteinas y la formacién de nuevas conexiones sinapticas (McGaugh, 2000;
Rodriguez-Ortiz, Balderas, Garcia-DelLaTorre, Bermudez-Rattoni, 2012) permiten

que la informaciéon se mantenga estable en el tiempo.

El almacenamiento como tal, habla del mecanismo en el que la informacion ha
sido establecida dentro de la memoria (Kandel, Schwartz, Jessel, 2007).

El proceso de recuperacion se refiere a la utilizacion (evocacion) de la informacion
almacenada (Kandel, Schwartz, Jessel, 2007).

Para el establecimiento de la memoria, Hebb propuso un mecanismo para explicar
la importancia de la contigliidad temporal entre estimulos, indicando que una
memoria se produce por actividad neuronal que coincide y que cuando dos células
son activadas de manera concurrente y repetida, la fuerza de su conexion
sinaptica incrementa (Li y McNally, 2013). A tal premisa se le conoce como el

postulado de Hebb, literalmente indica que:

“Cuando el axon de una célula A esta lo suficientemente cerca como para excitar a

una ceélula B y repetidamente toma parte en la activacion, ocurren procesos de
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crecimiento o cambios metabdlicos en una o ambas células de manera que tanto
la eficiencia de la célula A, como la capacidad de excitacién de la célula B son

aumentadas” (Siegel, Albers, Brady, Price, 2006).

Para que dicho incremento en la conexion sinaptica se presente, deben existir

ciertas caracteristicas entre las neuronas (Siegel y cols., 2006), como son:

1. Especificidad temporal: se refiere a la fuerza de la eficacia sinaptica que
requieren las células presinapticas para disparar antes de las células
postsinapticas.

2. Cooperatividad: se requieren varias sinapsis para producir despolarizacion.

3. Asociatividad: se refiere al escenario espacial donde la activacion fuerte de
un set de sinapsis puede promover la facilitacion sinaptica en la misma
célula.

4. Especificidad del estimulo: la potenciacion solo se induce en la sinapsis que
recibe la estimulacidén y no en sinapsis sin estimulacién de la misma célula,
es crucial, ya que garantiza la especificidad de conexiones alteradas y
puede incrementar la capacidad de neuronas individuales en procesos de

almacenamiento de informacion.

Clasicamente, se ha propuesto que el I6bulo temporal es el correlato anatémico de
la memoria declarativa (Squire, 1992). Principalmente participan las cortezas:
entorrinal y perirrinal. De igual manera, otras estructuras destacadas en la
formacion de la memoria son: hipocampo, amigdala, cuerpos mamilares, septum
pellucidum, circunvolucién de cuerpo calloso, cingulo, insula y circunvolucién

parahipocampal (Barret y cols., 2011).

El hipocampo es una de las estructuras mas estudiadas del sistema nervioso
central, se ubica a lo largo del borde mas interno el I6bulo temporal y se pliega
hacia arriba y hacia adentro para formar la superficie inferior del asta anterior del
ventriculo lateral (Barret y cols., 2011). De manera general, el hipocampo se divide
en el giro dentado (GD) y los cuernos de Amon, que a su vez se subdivide en

regiones CA1, CA2, CA3, CA4. Dichas areas se conectan a través de tres vias
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principales: perforante, fibras musgosas y colaterales de Schaffer (Kandel,
Schwartz, Jessel, 2007).

1. Perforante: proyecta desde la corteza entorrinal hacia las células
granulosas de la circunvolucion dentada.

2. Musgosas: comprenden los axones de las células granulosas y se dirige
hacia las células piramidales de la region CA3 del hipocampo.

3. Colateral de Schaffer: consisten las conexiones excitadoras originales en
las células piramidales de la region CA3 y que terminan en las células

piramidales de la regién CA1.

En 1973 Bliss y Lomo estudiaron la via perforante del giro dentado en el encéfalo
de conejos, observaron un incremento en la transmisidon sinaptica, posterior a un
tren de estimulacién breve de alta frecuencia (Kandel, Schwartz, Jessel, 2007). Se
demostré que cuando una sinapsis es activada de manera constante, resulta un
incremento a largo plazo de la fuerza sinaptica (Lledo, Hjelmstad, Mukherji,
Soderling, Malenkat, Nicoll, 1995). Las modificaciones dependientes del uso
inducen cambios conformacionales y fisioldgicos que permiten que la informacién
se consolide, es decir, se convierta en una memoria de largo plazo, a este proceso
se le denomina potenciacion a largo plazo o LTP por sus siglas en inglés (Lopez-

Garcia, Arancio, Kandel, Baranes, 1996).

La LTP inicia cuando una neurona presinaptica es despolarizada por iones de Na*
que inducen la liberacion de glutamato; en la neurona postsinaptica existen
receptores para glutamato como son Kainato, AMPA (acido alfa-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazolpropionico) y NMDA (N-metil-D-aspartato) (Siegel, y cols, 2006).
Los receptores AMPA estan regulados por ligando, en este caso particular,
reaccionan a glutamato y permiten el flujo de iones de Na* hacia el interior de la
célula. Cuando los receptores NMDA detectan el cambio de voltaje, expulsan el
magnesio (Mg®) que los mantenia “obstruidos”, permitiendo un aumento en la
permeabilidad del Ca*™, mismo que intracelularmente se acopla a la calmodulina,
formando el complejo Ca**/calmodulina, que incrementa el nivel de conductancia

de los receptores AMPA, también se presenta la activacion de la proteincinsa C y
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de la MAP que fosforilan canales AMPA (Kandel, Schwartz, Jessel, 2007). Esta
fosforilacion modifica la sinapsis y la hace capaz de soportar alrededor de 1 a 3

horas, a esto se le denomina “fase temprana de LTP” (Siegel y cols., 2006).

Para el mantenimiento de la potenciacion sinaptica durante periodos superiores a
3 horas, es necesaria la activacion de la proteincinasa A, para producir lo que se
denomina “fase tardia de LTP”, durante la cual se requiere transcripcion de genes
y sintesis de proteinas, en el nivel de transcripcion es importante mencionar a
CREB, al AMPc (Siegel y cols., 2006) y al BDNF (Castillo y Escobar, 2011). El
resultado es el incremento de canales AMPA y/o de nuevas espinas dendriticas, lo

que conlleva a que la sinapsis quede facilitada (Siegel y cols., 2006).

Se han descrito diferentes tipos de memoria, que estan relacionados con la
actividad e integridad diferencial de sistemas cerebrales especificos (Fig. 7), que
pueden ser distinguidos en términos del tipo de informacidén que procesan y por los
principios por los cuales operan; por lo que, la informacion que un organismo es
capaz de recordar depende de lo que fue previamente almacenado dentro de un
determinado sistema de memoria (Squire, 2004). El término de sistema cerebral se
define con base en su funcién y su estructura, diversas estructuras localizadas en
el Iébulo temporal como la regién hipocampal (CA, giro dentado, complejo
subicular) y las cortezas adyacentes: entorrinal, perirrinal, parahipocampal, se han
identificado como importantes componentes anatémicos de los diferentes sistemas
de memoria (Squire, Stark, Clark, 2004).

Se distinguen dos sistemas de memoria a largo plazo: la memoria declarativa y la

no declarativa.

La memoria declarativa se refiere a la capacidad de recoleccion consciente de
informacion que ocurre en un tiempo y espacio especifico, permite la
representacion interna en modelo del mundo externo y esta representacion es
flexible. Se divide en memoria semantica que almacena informacién acerca de

hechos y la memoria episédica que se encarga de los acontecimientos y la
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experiencia personal, encargada de recordar un evento en el contexto en el que

ocurrio (Squire, 2004).

La memoria no declarativa es rigida, en el sentido en que dificlmente se
distorsiona con el paso del tiempo, debido a que se relaciona estrechamente con
las condiciones de los estimulos bajo los cuales se produjo el aprendizaje (Squire,
2004). Hace referencia una gama heterogénea de habilidades y habitos que no
son accesibles a la concientizacion (Squire, 2009), sino que son expresadas en

términos de ejecucidn mas que de recuerdo (Squire, Stark, Clark, 2004).

Dentro de la memoria no declarativa se presentan: la sensibilizacién y habituacion,
la memoria de procedimiento y la memoria asociativa, que se encuentra implicada

dentro del condicionamiento clasico y operante (Kandel, Schwartz, Jessel, 2007).

Memoria
Declarativa No
Declarativa
Hechos Eventos 1
[ ]
Lébulo temporal  Habilidades Aprendizaje Condicionamiento Aprendizaje
medial Procedimentales  Perceptual Clasico No asociativo
. A , .
Estriado Neocorteza | ) Vias de reflejos
Respuesta Respuesta
Emocional Esquelética
Amigdala Cerebelo

Fig. 7. Sistemas de memoria a largo plazo con estructuras cerebrales subyacentes. Tomado y
modificado de Squire, 2004.

Condicionamiento Clasico

El condicionamiento clasico o Pavloviano, permite a los organismos aprender
relaciones entre eventos, proporcionandoles informacion sobre la secuencia
ordenada de los eventos en su entorno, para posteriormente iniciar la accion

refleja apropiada en la anticipacién de lo que esta a punto de suceder. Participa
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también en el aprendizaje de nuevas reacciones emocionales ante estimulos que
han quedado asociados con un evento significativo (Pennanen, Welzl, D’Adamo,
Nitsch, Gotz, 2004).

En un experimento “estandar’” de condicionamiento clasico, el sujeto recibe la
presentacion de un estimulo con relevancia biolégica, llamado incondicionado (EI)
que por si mismo provoca una respuesta refleja, denominada incondicionada;
posteriormente se parea temporal o espacialmente con un estimulo neutro (EN),
es decir que no provoca la respuesta refleja. La presencia de ambos estimulos
genera que el sujeto los asocie, asi el EN obtiene control sobre la conducta y
entonces se le llama estimulo condicionado (EC), es decir, que la presencia del
estimulo favorece una respuesta condicionada (RC) (Li y McNally, 2013). Domjan
(2008) sostiene que en términos experimentales, las respuestas condicionadas

pueden medirse en:

= Magnitud: evaluando la cantidad de ocurrencia de una conducta.

= Probabilidad: la frecuencia relativa con la que el EC provoca una RC.

= Latencia: la rapidez con que ocurre la RC posterior a la presentacion del
EC.

Uno de los factores principales que determinan el curso del condicionamiento
clasico es la relacion temporal entre el El y el EN. Los organismos asocian
acontecimientos detectando relaciones causales en lugar de responder
simplemente a la contiglidad (Domjan, 2008). Por ello, la capacidad de discernir
entre estimulos relevantes de aquellos sin importancia, surge debido a la
necesidad para adaptacion a eventos ambientales constantemente variables. De
manera innata los animales poseen la capacidad de recordar experiencias y en

funcién de éstas modular su conducta futura (Kandel, Schwartz, Jessel, 2007).

La alimentacion es una conducta esencial que presenta alta relevancia biologica,
pues en un ambiente natural las oportunidades de multiples experiencias de
aprendizaje son limitadas y la rapida identificaciéon de toxinas es primordial para la

supervivencia (Nufez-Jaramillo, Ramirez-Lugo, Herrera-Morales, Miranda, 2010).
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El proceso de reconocimiento del sabor incluye procesos de aprendizaje como el
valor hedonico, el grado de familiaridad y las caracteristicas nutritivas o toxicas
asociadas al reconocimiento de los alimentos; de igual forma la memoria
asociativa permite recordar experiencias donde el sabor del estimulo se relaciona
con consecuencias tras la ingestion (Yamamoto, Shimura, Sako, Yasoshima,
Sakai, 1994; Bermudez-Rattoni, 2004; Ackroff, Dym, Yiin, Sclafani, 2009).

La percepcion del sabor resulta en el aprendizaje que puede ser usado como guia
en el consumo futuro del alimento, dado que las experiencias de la interaccion con
el estimulo gustativo se asocian a las consecuencias de su ingestion (Miranda,
Velazquez-Martinez, 2003; Ackroff y cols., 2009). Los dos modelos de memoria
para el sabor mas comunmente usados son el test de preferencia de sabor y el
condicionamiento aversivo al sabor (CAS), ambos permiten el reconocimiento de
estimulos novedosos y permiten evaluar aspectos hedonicos, reforzantes o
aversivos para el mismo estimulo (Nufez-Jaramillo y cols., 2010), debido a que
existe un proceso subyacente de aprendizaje asociativo o condicionamiento

Pavloviano.

El paradigma de preferencia de sabor se evalua en términos de:

e Incremento del consumo: mostrando el valor heddnico (palatabilidad) y el
incentivo del estimulo (expectativa) (Zukerman, Ackroff, Sclafani, 2013).

e Habituacion o atenuacion de la neofobia: hace referencia al incremento de
la ingesta por la ausencia de consecuencias negativas posteriores a la
primera presentacion del estimulo (Justel y Ruetti, 2012).

e Inhibicién latente: se refiere a la demora o disminucién en la fuerza de
asociacion dentro del condicionamiento, producida por la exposicidn previa
al evento que luego se usa como estimulo condicionado (Purves, Bonardi,
Hall, 1995; Justel y Ruetti, 2012).

Los resultados se interpretan como memoria apetitiva (Bermudez-Rattoni, 2004).
La preferencia por algun sabor especifico refleja una atraccion natural a las
cualidades particulares de éste, se sabe que los roedores presentan preferencia

por sabores dulces, debido a la transmision de las sefales de reforzamiento
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generadas por los sensores de glucosa, debido a que se encuentran involucradas
vias neuronales que activan el sistema de recompensa dependiente de dopamina
(Ackroff y cols., 2009; Beeler, McCutcheon, Cao, Murakami, Roitman, Zhuang,
2012; Zukerman, Ackroff, Sclafani, 2013).

Ante la presencia de un sabor agradable, los ratones presentan un patron
conductual caracteristico que incluye: lengueteo, protrusion lateral de la lengua y
relamer sus patas (Fig. 8a). En contraste, las respuestas hacia el sabor aversivo
incluyen: mantener la mandibula abierta, frotarse la barbilla, sacudir la cabeza,
agitar miembros anteriores, lavarse la cara y dejarse caer pasivamente (Fig. 8b)
(Inui, Inui-Yamamoto, Yoshioka, Ohzawa, Shimura, 2013), ademas se puede
observar la deglucion rapida de la solucion o rechazo del estimulo en la boca (Lin,
Arthurs, Reilly, 2014).

TN g K

Lenglieteo Lamerse las
extremidades

Protrusién
lateral de la
lengua

Y N > K0\

Frotamiento de Agitacion de
barbilla miembros
anteriores

Mantenimiento Sacudimiento Desplome
de la mandibula de cabeza pasivo
abierta

Fig. 8. Patrén conductual de respuesta ante el sabor, a) ante un sabor
apetitivo, b) ante un sabor aversivo. Tomado de Inui y cols., 2013.
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Condicionamiento aversivo al sabor

Los animales rapidamente aprenden a evitar consumir alimentos o liquidos cuya
ingesta se asocia con consecuencias desagradables. El condicionamiento
aversivo al sabor es una forma de condicionamiento clasico en donde los animales
deben asociar cierto sabor con una consecuencia; al parear el sabor de un
estimulo neutro con un estimulo incondicionado aversivo se modifican los

mecanismos de la conducta de ingesta (Pistell, Zhuu, Ingram, 2008; Swank, 2010).

La representacion neural de la memoria gustativa puede denominarse como
“huella de memoria gustativa”, mas que el sabor en si, lo que se asocia con la
seguridad o toxicidad del estimulo son las consecuencias post-ingesta (Nunez-

Jaramillo y cols., 2010).

Reilly y Bornovalova (2005) plantean que desde un punto de vista heuristico el

sujeto debe:

1. Detectar los procesos de sabor del EC
2. Detectar los procesos de informacion que constituyen el malestar del El, la
representacion neural del EC y del El deben ser:

Integrados en el aprendizaje asociativo, finalmente

B

La asociacién debe ser recuperada cuando el EC se rencuentre y

5. El conocimiento debe ser expresado en la conducta.

Cuando se presentan alteraciones en el estadio 1, éstas impiden que el organismo
reconozca al estimulo como novedoso y puede presentarse un proceso de
inhibicion latente, retardando la adquisicién del condicionamiento. Lesiones en el
estadio 2, frenan la capacidad de percibir la intensidad del El. Durante el estadio 3,
en la integracién de la representacion neural del EC y el El, puede no integrarse la
informacion, imposibilitando asi el aprendizaje; durante el estadio 4, los sujetos
son incapaces de recuperar la asociacion aprendida en el momento de la
evaluacion. Durante el déficit del estadio 5, el sujeto es incapaz de expresar en su

desempefio el conocimiento adquirido.
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El CAS puede ser rapidamente adquirido, incluso en un solo ensayo y se
considera un tipo de aprendizaje robusto, pues por medio del aprendizaje
asociativo se establece una relacion entre la ingesta del sabor determinado (EN) y
el malestar gastrointestinal inducido (El), como consecuencia se manifiesta
consumo reducido de la sustancia por la evitacion al sabor (RC) (Hunt, Amit, 1987;
Bermudez-Rattoni, 2004).

En condiciones experimentales, ha sido demostrado que los organismos
dificilmente asocian un sabor con sefiales exteroceptivas (Justel y Ruetti, 2012).
No obstante, las sefales interoceptivas permiten la adquisicion de cierta relacion

entre un sabor y el estado fisico (Molero-Chamizo, 2007; Justel y Ruetti, 2012).

Se considera a la comida/liquido como el EC y a la aplicacién de un irritante
gastrico como el El (Miranda y Velazquez-Martinez, 2003), comunmente se utiliza
la administracion intraperitoneal (i.p.) de cloruro de litio (LiCl) como irritante
gastrico; en un rango de 5 a 10 min posteriores, el animal manifiesta sintomas
particulares como: inmovilidad, incremento del peristaltismo, diarrea e
hiporreactividad a la estimulacion exterior; tales sintomas remiten después de 1 o
2 horas (Molero-Chamizo, 2007).

Como El se han utilizado numerosos agentes, incluso drogas reforzantes como:
morfina, heroina, cocaina, nicotina o tetrahidrocanabinol (THC) para inducir CAS,
debido a que se parte del supuesto de la discriminacion de estados introceptivos

dependientes de las drogas (Verendeev y Riley, 2012).

El estudio pionero de CAS fue publicado en 1955 por John Garcia y sus
colaboradores, quienes sometieron a 6 grupos de ratas a diferentes intensidades
de rayos gamma. A 3 grupos de ratas se les permiti6 consumir agua durante la
exposicidon a la radiacién, a los 3 grupos restantes se les permitié consumir una
solucién de sacarina durante la exposicion a la radiacion, después a los 6 grupos
se les sometid a una prueba de 2 botellas una con agua y la otra con la solucién
de sacarina en donde los sujetos tenian la opcidon de decidir de cual beber. Los

tres primeros grupos prefirieron consumir la sacarina en lugar del agua, mientras
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que los ultimos 3 grupos mostraron un rechazo por la sacarina en funcion de la
intensidad de la radiacion, el experimento demostré que la radiacién actué como
El y produjo una profunda aversion a la sacarina. Demostrandose que las ratas
son capaces de asociar sefales gustativas con la interocepcion de malestar

(Miranda y Velazquez-Martinez, 2003).

El reconocimiento del sabor envuelve un proceso en el cual existen diferentes
mecanismos por cuales la informacion sensorial puede transformarse en una
memoria gustativa. La investigacion en el proceso para la formacion de la
memoria, ha probado que la codificacidén, almacenamiento y recuperacion se debe
a actividad neural plastica en una red distribuida en diversas areas cerebrales
(Molero-Chamizo, 2007).

La formacién de memoria al sabor inicia cuando el sistema gustativo detecta la
informacion procedente de las papilas linguales y del paladar, mediante las ramas
de los pares craneales facial (VIl), glosofaringeo (XI) y vago (X) (Yamamoto, 2006;
Molero-Chamizo, 2007), transmitiendo informacion por la parte rostral del nucleo
del tracto solitario (Naor y Dudai, 1996; Reilly y Bornovalova, 2005). El nucleo del
tracto solitario esta dividido en una zona visceral general que proyecta a la parte
lateral del mismo nucleo por medio de 2 rutas: la sub diafragmatica vagal que se
origina en el tracto gastrointestinal y la del area postrema del drgano
circunventricular que detecta las toxinas y sefales viscerales por la sangre
(Herbert, Moga, Saper, 1990 en Molero-Chamizo, 2005; Reilly y Bornovalova
2005) y en una zona gustativa, que proyecta a la parte medial del nucleo
parabraquial (Scalera, Grigson, Norgren, 1997; Molero-Chamizo, 2005) que se
encarga de la interaccion orosensorial y viceral de los estimulos responsables del
CAS (Shimura, Tanaka, Yamamoto, 1997; Panguluri, Kuwabara, Kang, Cooper,
Lundy, 2012). Del nucleo parabraquial, existe una via que llega hasta el tdlamo
medial a la regidon parvocelular del nucleo posteromedial ventral, que se encarga
de la comunicacion con la corteza gustativa (Reilly y Bornovalova 2005; Li y Cho,
2006). Otras estructuras relacionadas también con establecimiento del CAS son:

el nucleo basal magnocelular (Swank, 2000), la amigdala a la cual, se le atribuye
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la decodificacion de estimulos con contenido emocional (Kim, Loucks, Palmer,
Brown, Solomon, Marchante, Whalen, 2011), en el caso particular del CAS,
interviene principalmente la region basolateral, que contribuye a la formacion del
valor del estimulo y de memorias aversivas (Desgranges, Lévy, Ferreira, 2008;
Bermudez-Rattoni, Grijalva, Kiefer, Garcia, 1986; Nufez-Jaramillo y cols., 2010;
Pessoa, 2011) y la corteza insular, la cual recibe proyecciones del nucleo
basolateral de la amigdala y esta implicada en la adquisicion y almacenamiento de
contenido aversivo, se ha descrito que lesiones en la corteza insular retardan la
adquisicion del CAS (Roman, Lin, Reilly, 2009; Bermudez-Rattoni, McGaugh, 1991
en Castillo y Escobar, 2011). Otra de las areas que esta relacionada con la
memoria gustativa es el nucleo accumbens. Se divide en dos sub-regiones: Shell y
core, es éste ultimo el implicado en la ingesta y en los procesos de aprendizaje y
memoria (Justel y Ruetti, 2012). Ademas, de la relacion con el sistema colinérgico,
relacionado con el procesamiento de la memoria del sabor, pero no con la
asociacion entre el sabor y el malestar visceral, es decir, la neurotransmisién
colinérgica se encarga de detectar, codificar y recordar el sabor novedoso mas no
la asociacion entre estimulos (Justel y Ruetti, 2012). Por lo cual, se sugiere que es
importante la integridad no s6lo anatdmica sino de la via neuronal completa para

que el aprendizaje sea establecido.

Condicionamiento aversivo al olor

El condicionamiento aversivo al olor (CAO) es un paradigma de condicionamiento
clasico, que al igual que CAS evalua el aprendizaje asociativo, sin embargo, el EC
es un olor. Parte del supuesto de que el organismo evita la ingesta de alimentos
con cierto olor particular que sea predictor de toxicidad (Miranda, Ferry, Ferreira,
2007), el aroma es una caracteristica que incrementa la saliencia del EC (Grigoleit,
Kullmann, Winkelhaus, Engler, Wegner, Hammes, Oberbeck, Schedlowski, 2012).
Una de las particularidades que presenta es que la asociacién al olor sélo puede
obtenerse si la presentacion del estimulo y el malestar es inmediata (Desgranges,

Lévy, Ferreira, 2008), es vital tomar en cuenta que la calidad e intensidad del olor
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determinan la aversion (Ferry, Herbeaux, Cosquer, Traissard, Galani, Cassel,
2007). Existen 2 formas en las que el estimulo olfativo puede presentarse: distal o
retronasal en donde el olor se presenta en un papel filtro o algun otro material
absorbente para que se “diluya en el aire” y proximal u ortonasal en donde el olor
es diluido en agua (Tovar-Diaz, Gonzalez-Sanchez, Roldan-Roldan, 2011) siendo
éste ultimo el mas eficaz, dado que se ha comprobado que a pesar de que la
memoria al olor se decrementa rapidamente, la asociacion puede mantenerse por
48 horas después de la presentacion del EC, aun cuando la demora entre la
presentacion del aroma y el malestar sea de entre 2 a 4 h (Tovar-Diaz, Gonzalez-
Sanchez, Roldan-Roldan, 2011).

El aprendizaje al olor incluye un amplio sistema de regiones involucradas: el bulbo
olfatorio, que con el érgano vomeronasal y trigeminal, que reciben e identifican el
estimulo, es vital tomar en cuenta que la calidad e intensidad del olor determinan
la aversion (Panhuber, 1982; Ferry y cols., 2007). La informacién llega de manera
indirecta a la corteza piriforme, que procesa la informacién sensorial y de manera
directa hasta la corteza entorrinal, la cual, proyecta hacia la corteza prefrontal e
hipocampo (Ferry y cols., 2007), el cual se encarga de integrar el proceso
sensorial y de establecer la memoria a largo plazo (Bermudez-Rattoni, Coburn,

Fernandez, Chavez, Garcia, 1987).

Condicionamiento aversivo potenciado al olor

Como ya se menciond, la asociaciéon de un olor con malestar es dificil de
establecer si no se presenta inmediatamente, pese a ello, cuando se conjunta olor
con un sabor, especificos se incrementa la relevancia sensorial del estimulo; este
principio es el fundamento para el paradigma denominado: condicionamiento
aversivo potenciado al olor (CAPO); es un aprendizaje donde un estimulo débil se
presenta contiguo o simultaneo a un estimulo mas fuerte y se espera que el
estimulo fuerte ensombrezca al débil (Dardou, Datiche, Cattarelli, 2007). En otras
palabras, el fendbmeno de ensombrecimiento ocurre cuando se presentan 2

estimulos asociados con un EI, el organismo vinculara al EC con el mas
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destacado de ellos e ignorara al otro (Roman, Li, Reilly, 2009). El sabor puede
incrementar el procesamiento del olor y subsecuentemente facilitar su asociacion

con el malestar (Lasiter, Deems, Garcia, 1985).

De acuerdo con teorias de aprendizaje compuesto, la potenciacion depende de la
formacion de una asociacion entre los elementos que componen al EC, la suma de
varios estimulos produce una aversion mas fuerte de la que puede producir uno
solo (Dorungas y Lolordo, 1991). La fuerza de asociacion es critica para cualquier
tipo de condicionamiento y esta en funcion de la relacion olor/sabor malestar,

incomodidad, dolor o enfermedad.

Se ha demostrado que, al combinar un componente gustativo con uno olfativo, el
olor resulta ser mas aversivo que el sabor (Bermudez-Rattoni, Grijalva, Kiefer,
Garcia, 1986), no obstante la forma de presentacion del olor, proximal o distal, es

importante para la potenciacion (Bouton, Jones, McPhillips, Swartzentruber, 1986).

Las similitudes entre la intensidad del olor y sabor son imposibles de cuantificar
dado que pertenecen a diferentes modalidades sensoriales (Dardou, Datiche,
Cattarelli, 2007). A pesar de que los estimulos se interpretan de manera diferente,
se han registrado areas cerebrales que desempefian un papel importante en el
CAPO. ElI hipotalamo, la corteza insular, la corteza olfativa, la corteza orbitofrontal
y el nucleo basolateral de la amigdala durante la fase de adquisicion pero no
durante la recuperacion (Shionoya y Datiche, 2009; Roman, Lin, Reilly, 2009;
Dardou, Datiche, Cattarelli 2010).

Durante la adquisicidn, se presenta una reorganizacion de la representacion del
estimulo (Shionoya y Datiche, 2008), mientras que en la recuperacion, tanto la
informacion gustativa como la olfativa modulan la respuesta de ingesta, la cual, a

su vez, se relaciona con el tratamiento toxico.
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Justificacion

En Estados Unidos se reportdé que un EVC ocurre aproximadamente, cada 40
segundos, se estima que anualmente 795,000 americanos sufren un infarto

cerebral (American Stroke Association, 2014).

En México, la incidencia de las enfermedades cerebrovasculares ha incrementado
considerablemente en los ultimos afos, convirtiéndose en la cuarta causa de
defuncién en el pais de acuerdo al Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e
Informatica (INEGI). Segun datos del INEGI, en el afio 2011 se reportaron 4, 403
defunciones por secuelas de enfermedad cerebrovascular, de las cuales 3, 925

defunciones fueron atribuidas a infarto cerebral (INEGI, 2013).

La OMS (2015), ha identificado factores de riesgo que incrementan la probabilidad
de desarrollar anormalidades en el flujo sanguineo como son: obesidad, diabetes
mellitus, hipertension arterial y abuso de tabaco y/o alcohol. Lamentablemente,
dichos factores de riesgo se presentan con alta prevalencia en la poblacion
mexicana. De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT)
(2012), México ocupa el 2° lugar a nivel mundial en adultos que presentan
obesidad, es decir, el 71.28% de la poblacibn mexicana presenta sobrepeso u
obesidad; el 9.6%, 6sea 6.4 millones de adultos, estan diagnosticados con
diabetes, mientras que el 31.5% muestra hipertension arterial (tension arterial

sistolica 2140 mmHg o tension arterial diastélica 290 mmHg).

De manera general, se sugiere que las poblaciones mas vulnerables a presentar
un EVC son aquellas que habitan en los paises de ingresos medios y bajos,
afectando principalmente a personas cuya edad se coloca en un rango de 65 anos
o mas (Macrae, 2011). Se ha indicado que la incidencia en poblacién de 65 a 74
afios de edad es de 83 por cada 10,000 habitantes (Ramiro, Prieto, Sardifias,
2008). En la Ciudad de México, el numero de dias de estancia hospitalaria a causa
de enfermedades cerebrovasculares es de 10 dias en promedio, esto refleja una
importante inversion por parte de las instituciones del sector salud. Durante el
2010, en Estados Unidos esta patologia le causé al gobierno un gasto mayor a

73.7 billones de dolares para el tratamiento y atencion de los pacientes (American
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Stroke Association, 2014). Cabe destacar los pacientes no son econémicamente
activos y las caracteristicas demograficas de la poblacibn mexicana prevén un
incremento en la poblacion de edades intermedias y avanzadas, es decir mayor
poblacién adulta y adulta mayor, lo cual implica mayor numero de casos de EVC

asi como de otras enfermedades degenerativas (INEGI, 2009).

Ante la busqueda de informacién acerca de este padecimiento con el fin de
disefiar nuevos y mas efectivos, programas de prevencion, tratamiento y
rehabilitacion, se han llevado a cabo numerosos disefios experimentales a partir
de modelos animales, principalmente con roedores. Dichos modelos han permitido
recrear parcialmente los déficits que muestra un paciente con historial de EVC, no
obstante la mayoria de ellos presentan limitaciones fundamentales como el uso de
animales sanos y jovenes aun cuando, se ha reportado que la presencia de los
EVC en funcion de la edad, especialmente después de los 65 anos y
comunmente, se presenta como consecuencia de alguna otra patologia; la gran
mayoria de procedimientos que se llevan a cabo en modelos animales inducen el
evento vascular de manera focalizada y transitoria dificultando trasladar los
hallazgos encontrados a la clinica; asi como la evaluacion funcional, dado que
parte de parametros cuantitativos limitando el analisis cualitativo de los pacientes
(Alejo-Martinez, 2011).

Los modelos animales existentes se han enfocado a evaluar las alteraciones
motoras y de memoria, principalmente memoria espacial, que presenta el
organismo al ser sometido a un evento isquémico. Sin embargo, se ha dejado de
lado la valoracion de otras funciones cognitivas que pueden estar comprometidas

por la alteracion del flujo sanguineo y la muerte celular.

En el presente trabajo se planted evaluar la capacidad de aprendizaje y memoria

asociativos posteriores a la induccién de un evento isquémico agudo.

Al disenar paradigmas que permitan evaluar el aprendizaje desde un punto de
vista ecoldgicamente valido, se parte de la idea de que las reacciones de

supervivencia son instintivas y por lo tanto mas sencillas de provocar.

44



La evaluacion se llevd a cabo por medio del paradigma de CAPO, partiendo del
supuesto de que el paradigma posee un alto grado de confiablidad intrinseca, al
presentar gran validez ecolégica debido sus caracteristicas de asociacion entre
eventos, la tarea es adquirida rapidamente y se obtienen cambios graduales en la
variable dependiente (Riley y Freeman, 2004; Nufiez-Jaramillo y cols., 2010). Es
importante la evaluacion de este tipo de aprendizaje pues involucra un

componente emocional en relacion con el estimulo aversivo.

Las ventajas que presenta el modelo de CAPO es que la asociacion entre eventos
se manifiesta a pesar de que la presentacion del malestar sea horas después del
consumo del sabor. Es un método facilmente replicable y no invasivo, que no
requiere equipo costoso, los resultados no se comprometen en funcion del declive
de la funcion motora ni de la percepcién visual por parte de los sujetos (Pistell,
Zhuu, Ingram, 2008). Ademas, permite explorar la relacion anatémica y funcional
del aprendizaje asociativo no dependiente de hipocampo (Stehberg y Simon,
2011).

En el CAPO, el sujeto experimental, a pesar de las alteraciones consecuentes de
la isquemia deberia mantener la capacidad de reconocer, aprender y evocar
informacion en funcion de un alimento que es nocivo para su salud. No obstante,
el CAPO no habia sido utilizado como paradigma de evaluacion para ratones
sometidos a la induccidén de isquemia cerebral, por lo que se pretendié valorar si
era un paradigma viable para el analisis de las funciones cognitivas,

particularmente el aprendizaje y la memoria asociativa de dichos animales.

Pregunta de Investigacion

¢El uso del paradigma de condicionamiento aversivo potenciado al olor (CAPO)
permite la deteccion de alteraciones en el aprendizaje asociativo y memoria
asociativa en ratones con isquemia cerebral aguda inducida por la seccion

secuencial de arterias carotidas comunes (SSACC)?
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Objetivo
e Objetivo general

Evaluar el aprendizaje asociativo y la memoria asociativa de ratones con isquemia
cerebral aguda inducida por la seccidn secuencial de las arterias carétidas

comunes, utilizando un paradigma de aversion potenciada al olor.
e Objetivos especificos

1. Identificar y describir el periodo de adquisicion de la tarea de CAPO en los

grupos experimentales: control, sham e isquemia.

2. Evaluar la capacidad de los sujetos para discriminar estimulos gustativos y
olfativos que se presentan asociados a estados interoceptivos.

3. Mediante la implementacion de una prueba de preferencia de consumo,
comparar y analizar a los grupos experimentales: control, sham e isquemia;
para determinar si existen diferencias estadisticamente significativas en la
capacidad de discriminacion de estimulos.

4. Valorar si el grupo isquemia, presenta déficits en la capacidad de

discriminacion del estimulo nocivo.

Hipotesis

Ho: Los ratones en estado de hipoperfusiéon cerebral no tardaran mas sesiones
que los sujetos del grupo sham ni que el control, en adquirir el condicionamiento

aversivo.

H4: Los ratones en estado de hipoperfusion cerebral tardaran mas sesiones que
los sujetos del grupo sham y que el grupo control, en adquirir el condicionamiento

aversivo.

Ho: Los sujetos isquémicos no seran capaces de discriminar ni recordar los

estimulos asociados al malestar durante la prueba de 2 botellas.
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H1: Los sujetos isquémicos seran capaces de discriminar y recordar los estimulos

asociados al malestar durante la prueba de 2 botellas.

Ho: La ingesta del EC no presentara diferencias estadisticamente significativas al

compararlos con el consumo del EN.

Hi: La ingesta del EC presentara diferencias estadisticamente significativas al

compararlos con el consumo del EN.

Ho: La ejecucion de los 3 grupos no presentara diferencias estadisticamente
significativas durante las evaluaciones de 2 botellas que se realicen a lo largo del

experimento.

Hi: La ejecucidon de los 3 grupos presentara diferencias estadisticamente
significativas durante las evaluaciones de 2 botellas que se realicen a lo largo del

experimento.
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Método
Sujetos

Se utilizaron ratones macho de la cepa CFW Taconic de 40 semanas edad al
inicio del experimento y con un peso promedio de 46 g, se les proporciono
alimento ad libitum (Purina Chow, St. Louis. MO), se mantuvieron con acceso libre
al agua hasta iniciar las sesiones de entrenamiento y evaluacién. En dichas
sesiones, se les restringio el acceso al agua por 4:30 horas diarias posteriores a la
sesion experimental. Los animales fueron alojados 5 ratones por cada caja-
habitacion de acrilico transparente de 26cm de largo x 17cm de ancho x 12cm de
alto, en un bioterio que contaba con ciclo de luz-oscuridad automatico de 12 h
(7:00 a 19:00 h), la temperatura se mantuvo alrededor de los 22+2°C y humedad
relativa de 55+3%. Todos los experimentos se realizaron conforme a la ética
experimental contenida en las Especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio (Norma Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999, Secretaria de Salud, México). Se tomaron las medidas necesarias

para minimizar su sufrimiento y el nimero de animales usados.

Antes de realizar las manipulaciones experimentales se les permitié a los ratones

habituarse a las condiciones de las salas de alojamiento experimental por 6 dias.

Para la implementacion de la tarea conductual, se realizaron una serie de
experimentos preliminares con el fin de estandarizar la tarea de CAPO. En total se

llevaron a cabo 4 preliminares descritos en el Anexo.

Procedimiento

El experimento tuvo una duracién total de 33 dias (Fig. 9), tomando en cuenta
como dia 0 el dia en el que se realiz6 la primera cirugia del método de SSACC. Se
usaron tres grupos independientes: 1) grupo control (n=11): animales que no
fueron sometidos a anestesia ni cirugia, 2) grupo sham (n=8): sujetos que se

sometieron al mismo procedimiento quirdrgico excepto por la ligadura y la seccion
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de las carétidas y 3) grupo isquemia (n=9): roedores a los cuales se les ligaron

ambas arterias caraétidas.

Primera cirugia

Anestesia: Se sometid a los sujetos a la inhalacién de éter (dietil éter)
introduciéndolos en un frasco de vidrio transparente, que contenia una cobertura
de algodon previamente impregnada de dicho liquido, al momento de identificar
visualmente el cese de movimiento y el desplome del animal, se procedié a iniciar

la cirugia.

Cirugia: Después de inmovilizar al sujeto se realizé una pequeina incision de
aproximadamente 2 mm de longitud en la linea media del cuello, por la que se
expuso la arteria cardtida izquierda que fue seccionada por medio de ligaduras,

finalmente el procedimiento culminé con la sutura de la incision.

Al finalizar la cirugia los animales se colocaron en una sala de recuperacion
aproximadamente 1 hora bajo lamparas de calor para preservar la temperatura
corporal, posterior al periodo de recuperacién y una vez que presentaron signos
estables, es decir sin aletargamiento ni locomocion alterada, se regresaron a su

caja—habitacion.

Entrenamiento CAPO

Durante 4 dias consecutivos a los ratones se les permitio beber 10ml de agua con
sacarina al 0.1%, en dicha solucion se diluyeron 0.2 ml de extracto de almendra
marca McCormick®. Se les permitié el acceso a la solucion durante un periodo de
30 min, inmediatamente después se les inyectd por via intraperitoneal (i.p.) cloruro
de litio (LiCl) con una concentracion de 254mg/ml, que fue administrada al 2% de
peso corporal.
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Evaluacion

24 h después de la cirugia, se realizd una prueba con el fin de evaluar la
preferencia de sabor al cuantificar el consumo de los liquidos, les fueron
presentadas 2 botellas una con agua y otra con solucion de sacarina + almendra,
durante 30 minutos. Después de la evaluacion, se permitio el acceso libre al agua
por 6 h para permitir a los sujetos un breve periodo de recuperacion previo a la

segunda cirugia.

Segunda cirugia

La anestesia, cirugia y cuidado posterior se llevaron a cabo siguiendo el método
anteriormente descrito, con la diferencia que el seccionamiento de la arteria
carotida en la segunda ocasion fue del lado derecho.

Evaluacioén

24 horas después de la segunda cirugia se realizé una evaluacion de preferencia
al sabor, que consistidé en la presentaciéon de dos botellas durante 30 min, se les
permitid el libre acceso de 2 sustancias. Agua y agua + sacarina + esencia de

almendra, se cuantifico la ingesta de cada liquido.

Entrenamiento Dia de
CAPO recuperacion
r_k_\ Evaluacidn Evaluacién
de 2 botellas de 2 botellas
Dia 0 24 28 30 31 32 33
Primera Segunda
Cirugia Cirugia

Fig. 9. Tren experimental. Se muestra el procedimiento que se utilizé en el experimento, en el dia 0
se llevé a cabo la primera cirugia de seccionamiento de cardtidas internas comunes, el dia 24 se
inicio con el entrenamiento de CAPO, el cual tuvo una duracion de 4 dias consecutivos, el dia 30
se realizé una evaluacién de 2 botellas para evaluar la discriminacion entre 2 estimulos. El dia 32
se hizo la segunda cirugia de acuerdo al procedimiento de SSACC y el dia 33 se efectuo
nuevamente una prueba de 2 botellas.
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Analisis estadistico

Se uso el programa estadistico GraphPad Prisma 5 para realizar el analisis de los
resultados.

Se realizd una prueba de Kolmogdrov-Smirnov para conocer si los datos se
distribuyeron de manera normal, cuando fue asi, se utilizé una prueba ANOVA de
medidas repetidas para comparar la ingesta de liquido durante los dias de

entrenamiento.

Una prueba t-Student pareada para comparar el consumo durante las pruebas de
2 botellas y un ANOVA para grupos independientes son el fin de evaluar si

existian diferencias en el consumo de sacarina + almendra entre los 3 grupos.

En caso de que los datos no se distribuyeran de manera normal, se efectuaron
pruebas no paramétricas, especificamente una prueba de Wilcoxon para comparar
la ingesta de liquidos del grupo control antes de la segunda cirugia y una prueba
de Friedman para los grupos control y sham para comparar la ingesta durante la

prueba de 2 botellas posterior a la segunda cirugia.

Para determinar la diferencia estadistica se considerd un nivel de significancia
igual a 0.05 (a=0.05).

En todas las graficas se muestra la media y el error estandar.
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Resultados
Entrenamiento

Durante la primera fase del experimento se sometié a los sujetos a la primera
cirugia del modelo SSACC, 24 dias después comenzé el entrenamiento a CAPO,
para los 3 grupos: 1) control (n=10), 2) sham (n=8) y 3) isquemia (n=9). Por medio
de un ANOVA de medidas repetidas, se comparé el consumo de sacarina +

almendra durante el transcurso del entrenamiento.

Entrenamiento grupo control
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Dias de entrenamiento

Fig. 10. Entrenamiento grupo control. Consumo de soluciéon de agua + sacarina +
esencia de almendra durante los 4 dias de entrenamiento. Se observan diferencias
estadisticamente significativas al comparar el consumo del dia 1 con los dias
posteriores.

En el grupo control (Fig.10), se observé disminucion estadisticamente significativa

en el consumo de solucion de agua + sacarina + esencia (F3,9=44.06, p <0.0001).
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Por medio de un analisis post-hoc de Tukey se observd que existia diferencia en el

consumo de la solucion, durante los dias 2, 3 y 4 comparados con el dia 1.

Grupo sham: No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el
consumo, no obstante se observa una tendencia a disminuir la ingesta de la

solucion (Fig. 11).

Entrenamiento grupo sham

Consumo (ml)

0 1 I 1 1
1 2 3 4

Dias de entrenamiento

Fig. 11. Entrenamiento grupo sham. Se observé un decremento en el consumo de
solucién de agua + sacarina + almendra a lo largo del periodo de entrenamiento en el
grupo sham, pero dicha diferencia no resulté con significancia estadistica.

En el grupo isquemia (Fig. 12), se encontré diferencia en el consumo de la
solucion de agua + sacarina + almendra, disminuyendo significativamente

(F3.8=8.873, p <0.001). Se realiz6 un analisis post-hoc de Tukey que mostrd
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diferencias entre el consumo de la solucidon que presentaron el dia 1 comparado

con los dias 2 y 4.

Entrenamiento grupo isquemia

4 A * % %

Consumo (ml)

1 2 3 4

Dias de entrenamiento

Fig. 12. Entrenamiento grupo isquemia, se presenta la ingesta de sacarina +
almendra durante el entrenamiento. La diferencia entre el consumo se presenta en el
dia 1 comparada conel 2y el 4.

Se realizé6 una comparacion entre los 3 grupos para evaluar si se presentaban
diferencias en el consumo por dia. Entre los 3 grupos se us6 una prueba ANOVA
para comparar el consumo del grupo control contra el grupo sham y contra el
grupo isquemia durante el primer dia; se realizé la misma prueba para los dias 2, 3

y 4.

En el primer y segundo dia no se observaron diferencias; en el tercer dia si se
encontr6 una diferencia estadisticamente significativa (F,24)= 9.463, p<0.001). Una

prueba de Tukey mostré que la diferencia entre el consumo de agua + sacarina +
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almendra del grupo control fue menor que el consumo de los grupos sham e
isquemia. En el cuarto dia, también se registré diferencia estadistica (F(2,24)= 9.822,
p<0.001), la prueba post-hoc de Tukey reconocié que el grupo control bebid
menos que los otros 2 grupos (Fig.13).

Entrenamiento los 3 grupos
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Fig. 13. Entrenamiento de los 3 grupos. Comparacion entre la ingesta de EC de los
3 grupos a lo largo del periodo de entrenamiento. La diferencia entre el consumo del

grupo control con los grupos sham e isquemia es estadisticamente significativa en
los dias 3y 4.

Evaluacién pre 2 cirugia

En la prueba de 2 botellas, dos dias después del entrenamiento y antes de la
segunda cirugia del modelo de SSACC, se analizaron los resultados de los grupos
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a través de la prueba t-Student pareada, con el propdsito de comparar el consumo
de agua contra el consumo de solucion de sacarina + almendra. En todos los
grupos se presentaron diferencias estadisticamente significativas (Fig.14). Grupo
control (tg=4.152, p<0.01), grupo sham (t7=3.296, p<0.05) y grupo isquemia

(te)=4.538, p<0.01). Los 3 grupos bebieron mas agua que agua + sacarina +

almendra.
Prueba de 2 botellas pre 2° cirugia
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Fig. 14. Ejecucion de la prueba de 2 botellas antes de la 2° cirugia, los 3
grupos presentaron diferencia estadisticamente significativa.

Evaluacion post 2° cirugia

Posterior a la 2° cirugia, se realizd una prueba de 2 botellas que comparé el

consumo de agua y de sacarina + almendra (Fig.15).

Para el grupo control, se realiz6 una prueba de Wilcoxon, que mostré que la
diferencia entre el consumo de agua comparado con el consumo de sacarina +
almendra fue significativa (p<0.5).
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En el grupo sham, una prueba t-Student pareada, mostré que la diferencia entre el
consumo de agua y de solucién de sacarina + almendra fue estadisticamente
significativa (t7)=5.049, p<0.01).

La comparacion entre la ingesta de los liquidos del grupo isquemia, se llevo a
cabo por una prueba t-Student pareada que mostré no ser significativa (t=1.00,
p=0.346).

Prueba de 2 botellas post 2° cirugia
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Fig. 15. Comparacion entre ingesta de agua y de solucién de sacarina+
almendra durante la prueba de 2 botellas posterior a la segunda cirugia. Los
grupos control y sham mostraron diferencia estadisticamente en el
consumo.

Se comparé la ingesta de solucion de sacarina + almendra de los 3 grupos por
medio de una prueba ANOVA para grupos independientes, la F no fue

significativa.

Con el fin de obtener un criterio mas preciso a cerca del consumo de la solucién

de sacarina + almendra, de cada uno de los grupos, se realiz6 un andlisis
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comparativo entre el consumo de sacarina + almendra durante el ultimo dia de
entrenamiento (dia 4) y el consumo que presentaron durante las pruebas de 2

botellas que se llevaron a cabo pre y post 2° cirugia (Fig.16).

Para el grupo control se utiliz6 una prueba de Friedman, que mostr6 diferencias
estadisticamente significativa (F=6.353, p<0.05), indicando que conforme el paso

del tiempo los ratones tienden a consumir mas sacarina + almendra.

En el grupo sham, también se realiz6é una prueba de Friedman que compar?é la
diferencia de la ingesta, se encontré significancia estadistica (F=9.586, p<0.01),

mostrando decremento en el consumo.

Dentro del grupo isquemia, un ANOVA de medidas repetidas permiti6 comparar la
diferencia entre el consumo de sacarina + almendra y resultd ser estadisticamente
significativo (F2=8.691, p<0.01), una prueba post hoc de Tukey mostré que la
diferencia se encuentra entre el consumo del ultimo dia de entrenamiento y el
consumo de las 2 evaluaciones posteriores siendo estas menores a las del dia 4,
no obstante, no se encontré diferencia entre el consumo pre y post cirugia, tal

como se describid en el apartado anterior.
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Comparaciéon del consumo
de sacarina + almendra
durante el ultimo dia de entrenamiento,
pre y post 2° cirugia

5
77ZZ Ultimo entrenamiento
XX Pre 2° Cirugia

4 1 [T_1] Post 2° Cirugia

3 -

Consumo (ml)

-

NN

Control Sham Isquemia

Fig. 16. Comparacion entre el consumo de sacarina + almendra durante el
ultimo dia de entrenamiento y el consumo durante las pruebas de 2 botellas.
Los 3 grupos presentan diferencias estadisticamente significativas: control,
sham e isquemia.
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Discusion
Uno de los principales logros de este trabajo, fue que los experimentos
preliminares permitieron la estandarizacion del CAPO (ver Anexo), en términos de

la dosis del LiCl, concentracién de sacarina y de la esencia de almendra, asi como

de los dias de entrenamiento.

El objetivo del presente trabajo era evaluar si el uso del CAPO permitia detectar
alteraciones en el aprendizaje y la memoria asociativa posterior a la induccion de
isquemia cerebral aguda por el método SSACC. En este sentido, cabe destacar
que durante los Uultimos afos, se ha propuesto cambiar el término de
condicionamiento aversivo a evitacion condicionada, puesto que durante el
entrenamiento, el animal solo tiene 2 opciones: beber o no beber (Molero-
Chamizo, 2007; Verendeev y Riley, 2012), en la prueba de 2 botellas se le permite
elegir entre agua y el EC, aunque frecuentemente es posible observar cierto
consumo del EC con una aversion moderada, la ingesta del sabor neutro puede no
deberse necesariamente a preferencia sino a evitacién del EC (Molero-Chamizo,
2007).

En el presente experimento, se logré establecer la aversion condicionada durante
el mismo numero de sesiones de entrenamiento para los tres grupos
experimentales, a pesar de que los integrantes del grupo isquemia habian sido
sometidos a una primera cirugia de seccionamiento de arteria carétida comun
izquierda, indicando que dicha intervencion no afecta la capacidad de aprendizaje

asociativo en este modelo de isquemia aguda.

Numerosos estudios indican que en aquellos modelos de induccién de isquemia
cerebral en los que se pretende inducir un estado de hipoperfusion sanguinea
previo al evento agudo, como es el caso del SSACC (que lo hace por etapas:
primera y segunda cirugia), es comun que se presente un fendmeno denominado
precondicionamiento isquémico o tolerancia isquémica. La fuerza del estimulo
como el tiempo de disminucion en la irrigacion sanguinea y la frecuencia, pueden
causar diferentes niveles de neuroproteccion (Galle y Jones, 2013; Trendelenburg
2014).
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El precondicionamiento isquémico se ha elicitado mediante breves periodos de
isquemia, transitoria o completa, a un tejido u organismo por un periodo de tiempo
sub-letal (Connolly, Bilgin-Freiert, Ellingson, Dusick, Liebeskind, Saver, Gonzalez,
2013) y puede subdividirse en proteccion temprana, en el cual la reperfusion es
inmediata y dura aproximadamente 2 h y proteccion tardia, donde el tejido entra a
un periodo prolongado de perfusién latente (Abela y Homer-Vanniasinkham,
2003). Las formas de hipoperfusion temprana y tardia utilizan vias enddgenas de
sefalizacion, que permite que los tejidos cubran sus requerimientos energéticos
disminuyendo su metabolismo y por lo tanto exista una regulacion mas estricta la
concentracion acido-base intra y extra celuar (Pasupathy y Homer-Vanniasinkam,
2005; Li y Zuo, 2009). También se presenta la formacion de una cicatriz gliotica y
necrosis licuefactiva que impacta en aspectos de reparacion endégena (Cassiani-
Miranda, Borrero-Varona, 2013; Tobin y cols., 2014). En un estudio con ratones,
en donde se utilizé el modelo de oclusion de la arteria cerebral media, se observo
menor volumen del infarto (Tang, Pacary, Fréret, Divoux, Petit, Shumann-Bard,
Bernaudin, 2006).

El precondicionamiento isquémico es una respuesta adaptativa del organismo que
reduce el tamafo del infarto, puede ser ipsi o contralateal; Schumacher, Urbach,
Lutzenburg, Bidmon, Witte (2014) reportan que el volumen del infarto se redujo el
27% después de precondicionamiento ipsilateral y 17.9% después del contralateral
en una lesién focal inducida con oclusién permanente de la arteria cerebral media,
indicando que la tolerancia isquémica es un proceso multifactorial que involucra

mecanismos para inducir la neuroproteccién de manera bilateral.

La tolerancia isquémica también ocurre en el cerebro humano, usualmente se
presenta posterior a un TIA y es comun que los pacientes no presenten graves
secuelas, asimismo se reduce el tamafo del infarto y la tasa de mortalidad
después de sufrir un EVC de tipo isquémico (Moncayo, Freitas, Bogousslaysky,
Altieri, van Melle, 2000; Schaller, 2007). Aunque la aplicacion clinica de las
técnicas de precondicionamiento para el infarto son dificiles, debido a la

naturaleza subita y altamente impredecible de la isquemia (Connolly y cols., 2013).
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Dado que en este trabajo, los sujetos habian sido intervenidos quirurgicamente 24
dias antes del inicio del entrenamiento, su organismo pudo haber establecido
mecanismos compensatorios de perfusion sanguinea, principalmente en el
poligono de Willis, tal como describen Rodriguez y colaboradores (2000a) y por

ello no se observe déficit aparente en aprender la tarea.

Durante el periodo de entrenamiento, al comparar el consumo de sacarina +
almendra del dia 1 con el de los dias posteriores, los grupos control (Fig. 10) e
isquemia (Fig. 12) mostraron un decremento significativo (p<0.0001) en el
consumo. Por otro lado, el consumo del grupo sham present6é disminucion en la
ingesta pero se esperaba que la ingesta fuera similar a la que presenté el grupo
control, sin embargo, la diferencia no fue estadisticamente significativa, (Fig. 11),
probablemente, debido a la manipulacién de las arterias carétidas, los sujetos
pudieron desarrollar microinfartos que alcanzaron a alterar la ejecucién de la tarea;
aun asi los 3 grupos presentaron una clara aversion adquirida hacia la sacarina +

almendra.

Se observo un fendmeno peculiar en el tercer dia de entrenamiento por parte del
grupo con isquemia, un incremento en el consumo del EC, que si bien no igual6 a
la cantidad ingerida durante el primer dia si resulté ser mayor que el consumo del
dia 2, pero tal diferencia no fue significativa. Se sugiere que los animales del grupo
isquémico podrian presentar leves fallas cognitivas para la consolidacion de la

memoria, pero estas no afectan su ejecucion en la tarea (Fig.12).

Al comparar el consumo entre los 3 grupos, se observé que durante los dias de
entrenamiento 3 y 4, los sujetos del grupo control consumieron menor cantidad de

EC que los grupos sham e isquemia (Fig. 13).

Se ha reportado que el CAS puede adquirirse incluso ante una sola exposicion al
EC (Bermudez-Rattoni, 2004), este experimento comprobd que el CAPO también
puede adquirirse en 1 sélo ensayo, debido a que se muestra un drastico
decremento en el consumo del EC que se mantiene relativamente constante

durante los siguientes dias de entrenamiento, no obstante, debera evaluarse si
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aun con 1 solo dia de entrenamiento los sujetos son capaces de discriminar de

manera eficaz durante la prueba de 2 botellas.

Durante la prueba de 2 botellas que se realizé antes de la segunda cirugia de
SSACC (Fig. 14), los 3 grupos tuvieron un desempefio que concuerda con datos
obtenidos en los experimentos preliminares 3 y 4 (ver Anexo). Los sujetos de los 3
grupos consumieron mayor cantidad de agua que de sacarina + almendra,
indicando que el CAPO se realizd satisfactoriamente. Estos resultados
comprueban que los componentes olfativo y gustativo del estimulo, guian
diferentes fases de la secuencia de ingesta, el olor es una sefal distal que controla
el acercamiento y el sabor es una sefal proximal que regula el consumo del
alimento, por lo que, cuando los estimulos se presentan simultdneamente no son

redundantes y funcionan en conjunto (Bouton y cols., 1986).

La evaluacion de 2 botellas posterior a la segunda cirugia, mostré que los grupos
control y sham evitaron consumir la solucion de sacarina + almendra, ingiriendo el
agua en mayor cantidad, en contraste con el grupo isquemia que no mostro
diferencia en el consumo de ambos liquidos (Fig. 15). Esto podria interpretarse
como si la isquemia afectara la capacidad de los organismos de evocar la
informacion previamente aprendida, notando que los sujetos parecen ser
incapaces de discriminar entre el estimulo neutro y el estimulo que se asocié con
consecuencias nocivas. Debido a que los sujetos isquémicos ejecutaban la tarea
correctamente antes de la 2° cirugia no podria sugerirse que no habian
consolidado el aprendizaje. Se sabe que para la consolidacion es necesaria la
sintesis de proteinas (Nader y Einarsson, 2010), debido a que depende de la
plasticidad y cambios en las redes neurales (Dobkin, 2004); evidencia
experimental muestra que cuando se administran inhibidores en la sintesis de
proteinas en la amigdala basolateral, se afecta drasticamente el CAO
(Helmstetter, Parsons, Gafford, 2008), no obstante, se observé que la memoria no
es vulnerable a la sintesis de proteinas después del desempefio asintdtico en la
tarea, indicando que los procesos de almacenamiento a largo plazo y recuperacion

son procesos disociables; la falla en la recuperacion no implica falla en la memoria
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a largo plazo y tampoco impide la incorporacion de nueva informaciéon a la

memoria (Rodriguez-Ortiz, Balderas, Garcia-DelLaTorre, Bermudez-Rattoni, 2012).

Es necesario mencionar que los ratones sometidos a isquemia cerebral aguda
muestran un grave deterioro motriz, a pesar de que la tarea no es exigente en
términos de locomocion, probablemente el déficit motor que presentan es
demasiado severo. Es muy importante tomar en cuenta el aspecto sensoriomotor
al momento de realizar las evaluaciones, pues los déficits en la tarea pueden no
ser necesariamente déficits cognitivos, sino que son a consecuencia de la lesion y
no deberian llegar a registrarse como dafos para ejecutar la tarea (Maren,
Aharonov, Fanselow, 1997). En estudios previos se ha comprobado que el SSACC
compromete significativamente la motricidad de los sujetos generando numerosas
dificultades para realizar e interpretar las evaluaciones (Alejo-Martinez, 2011;
Hernandez-Aguilar, 2013).

Al comparar el consumo de sacarina + almendra en el ultimo dia de entrenamiento
contra la ingesta de sacarina + almendra en las evaluaciones de 2 botellas
efectuadas pre y post cirugia (Fig. 16), el grupo control mostro un incremento
significativo (p<0.05) en el consumo, que probablemente se debe a un proceso de
habituacién, mientras que los grupos sham e isquemia presentaron reduccion en
el consumo, la cual fue significativa (p<0.01), al compararlas con el ultimo dia de
entrenamiento, la cantidad ingerida durante las pruebas de 2 botellas se mantuvo
relativamente constante, incluso, se nota un ligero decremento en el consumo
durante la ultima medicion (Fig. 16), indicando que los sujetos no olvidan que la
ingesta de sacarina + almendra fue pareada con un resultado interoceptivo

desagradable.

Se propone que el modelo de SSACC es demasiado agresivo para los
organismos, una de las principales evidencias es la alta tasa de mortalidad,
limitando severamente la evaluacién de los animales, ya que se tienen que
manejar grupos muy grandes para que al finalizar las 2 cirugias se pueda contar
con un numero adecuado de sujetos. De igual forma la elevada tasa de mortalidad
impacta en el periodo de evaluacion pues deben valorar el dafo y las secuelas,
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para lo cual, es importante poder apreciar la conducta en diferentes puntos
temporales durante la recuperacion (Schallert y cols., 2000). Sin embargo, el uso
de este modelo no permite realizar evaluaciones después de los primeros 4 dias,
pues la mayoria de los sujetos muere dentro de dicho periodo. Aspecto que resulta
un inconveniente para la evaluacion conductual, se ha reportado que incluso
existen sujetos que con otros métodos de induccion de isquemia pueden presentar

hasta 107 dias de sobrevida entre la cirugia y el final del experimento (Ferreira,

Romanini, Cypriano, Weffort de Oliveira, Milani, 2013).

El modelo de SSACC propone el uso de éter como anestesia, el éter es un liquido
volatil que fue introducido como agente anestésico en 1842. Al administrarse por
inhalacion puede causar irritacién de la nariz y garganta, mareos, somnolencia y
respiracion irregular; en dosis altas puede causar decremento en la temperatura,
ritmo cardiaco o pérdida del conocimiento. Se absorbe en el sistema sanguineo y
se excreta por la exhalacion y por orina, aunque un poco puede alojarse en el
tejido adiposo, el cual termina siendo degradado por el higado, lo cual puede
causar graves complicaciones de hepatotoxicidad (Monticelli, Kemmerling, Schulz,
Keller, 2011). El éter interfiere con las propiedades de fluidez y permeabilidad de
las membranas celulares (Monticelli, 2014), para su correcta administracién deben
utilizarse monitores que regulen la concentracion y saturacion en sangre, asi como
llevar un registro del ritmo cardiaco, del oxigeno y del CO, y de la temperatura
corporal del organismo (Rahardjo, 2002); sin embargo, en esta investigacion no se
llevé a cabo tal régimen, lo cual pudo afectar tanto al grupo isquemia como al
sham. Una de las ventajas de utilizar anestesia inhalable es que tiene menos
impacto en los receptores de la superficie de los glébulos rojos que los
anestésicos administrados por via intravenosa (Zhang, Liu, Zhang, Duan, 2013).
No obstante, parece que el éter no afecta la tarea de CAPO, pues los sujetos
fueron capaces de reconocer el componente olfativo del EC, sin embargo, podria
evaluarse la implementacion de otro tipo de anestesia si se pretende realizar una

tarea con un componente olfativo.
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La mayoria de los anestésicos exhiben propiedades neuroprotectoras, que puede
no correlacionar con la potencia de la anestesia. El uso del anestésico depende de

la via de administracion, los efectos colaterales y la tolerabilidad (Sanders, 2005).

El isofluorano, por ejemplo, que al igual que el éter se administra por inhalacion,
tiene la capacidad de modular el flujo cerebral en isquemia global y reduce la
excitotoxicidad (Sanders, 2005).

Uno de los anestésicos de primera eleccion para roedores es el pentobarbital,
usualmente se administra por via i.p., es un barbiturico que actua como agonista
GABAérgico, que deprime la corteza sensorial, disminuye la actividad motora,

produce somnolencia, sedacién e hipnosis (Rahardjo, 2002).

Evidencia sefala que en un modelo de oclusién de la arteria cerebral media, el
uso de pentobarbital redujo el volumen del infarto en un 25% (Sanders, 2005),
también se registré que al ser utilizado durante la isquemia, disminuyé el nivel de
lactato (Horn y Klein, 2013), al mismo tiempo se ha visto que los barbituricos,
generalmente brindan proteccién contra la isquemia (Takahata y Shimoji, 1986).
Por lo que, si se quiere sugerir el uso de otro farmaco, debera tomarse en cuenta

la naturaleza de la evaluacion que se pretende llevar a cabo.

Otro punto importante que maneja el modelo de SSACC es el uso de animales
viejos, si bien pretende que asemejarse a lo que sucede en la clinica con
pacientes, es relevante mencionar que existen diferencias entre la utilizacion de
animales jévenes y viejos, tales diferencias deben ser tomadas en cuenta, por
ejemplo las ratas jovenes son relativamente resistentes a los efectos de la
induccion de isquemia por medio del modelo 4VO a diferencia de las ratas viejas
que desarrollan severos dafios y disfuncion cognitiva (Pereira, Diaz, Ferreira,
Weffort de Oliveira, Milani, 2012).

El envejecimiento se caracteriza por un decremento en la capacidad de
aprendizaje y memoria, el declive cognitivo puede ser especifico o generalizado
(Dardou, Datiche, Cattarelli, 2008). Se sabe que durante la vejez se presenta un

decremento en la sensibilidad, coordinacion y fuerza motriz, entre otras areas
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(Gaglise, Melzack, 2000). Diversos estudios han comparado la ejecucion de
animales jévenes con la de animales viejos, se ha encontrado un déficit en el
aprendizaje espacial que correlaciona con la edad, dependiendo de la complejidad
de la tarea, los sujetos pueden tardar mas sesiones de entrenamiento en poder
ejecutarla correctamente (Begega, Cuesta, Rubio, Méndez, Santin, Arias, 2012),
también depende de la demanda cognitiva de la tarea, por ejemplo al comparar
ratas jovenes (de 3 meses de edad) con ratas viejas (de 12 meses de edad), las
viejas tardan mas tiempo en ejecutar satisfactoriamente, una tarea de aprendizaje
latente, no obstante en una tarea de condicionamiento clasico no hay diferencias
(Stouffer y Yoder, 2011). Gonzalez-Ramirez, Velazquez-Zamora, Olvera-Cortés,
Gonzalez-Burgos (2014) reportan que cuando ratones jovenes son entrenados en
una tarea conductual existe un incremento en la densidad de espinas dendriticas,
pero no se observa el mismo fendmeno con animales viejos, este decremento
contribuye a las fallas en el aprendizaje y la memoria, observados en animales
viejos. Aunque en ciertas tareas los animales viejos pueden ejecutar igual que los
jovenes, en los animales viejos existe una mayor activacion en regiones
cerebrales relacionadas con la tarea, por lo que se sugiere que existe un declive
en la eficiencia de las poblaciones neurales que subyacen a la funcion cognitiva
(Grady, 2008).

En la presente investigacion, el experimento preliminar 3, permiti6 comparar la
ejecucion de CAPO utilizando ratones jovenes (3 meses de edad) mientras que
todos los demas experimentos se llevaron a cabo con sujetos de 8 meses de
edad. Se demostré que el CAPO no se altera con el envejecimiento, pues es un

aprendizaje robusto con un fin de supervivencia.
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Conclusion

La presente investigacion demuestra que el CAPO es un paradigma que permite
evaluar el aprendizaje y la memoria asociativa, una de las mayores ventajas que
ofrece es que aun con sélo una sesién de entrenamiento, los animales son
capaces de asociar la ingesta de un liquido con consecuencias nocivas. Las
caracteristicas del liquido en cuestion, que en este caso involucra componentes
gustativo (sacarina) y olfativo (esencia de almendra), permiten regular de una
manera mas eficaz el consumo, dado que al depender de diferentes modalidades
sensoriales, el sujeto puede identificar con mayor facilidad el estimulo
potencialmente peligroso. La tarea en si, posee un alto grado de confiabilidad
pues evoca una conducta natural e innata que es vital para la supervivencia del

organismo.

Este trabajo, utiliza el paradigma de CAPO para evaluar alteraciones cognitivas en
sujetos sometidos a isquemia aguda con un modelo permanente de isquemia

global.

El CAPO, como tarea para la evaluacién de las alteraciones de aprendizaje y
memoria asociativa en sujetos con isquemia cerebral producida por el modelo de
SSACC, no presenta alteraciones durante el periodo de entrenamiento, pero si lo
hace en el desempefio de la prueba de 2 botellas posterior a la isquemia cerebral
aguda; cabe mencionar que la evaluacién podria proporcionar mayor informacién
de las alteraciones cognitivas si pudiera haberse llevado a cabo en diferentes
temporalidades, no obstante debido a la alta tasa de mortalidad, no fue posible

efectuar tales mediciones.

Es importante tomar en cuenta la disminucion en la ingesta de liquido por parte de
los sujetos isquémicos, pues a pesar de que existen déficits posteriores a la
induccion de isquemia aguda para ejecutar la tarea de manera satisfactoria, que
pueden sugerir déficits en la capacidad de evocaciéon y/o discriminacion de
estimulos por parte de los animales, estos resultados podrian deberse al
compromiso motor que presentan los animales, que si bien, el requerimiento en

términos de locomocién que exige la tarea no se compara con aquellos que
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pudiera demandar otro tipo de paradigma, es importante tomarlos en

consideracion para la interpretacion de los resultados.

Entre las dificultades encontradas para la realizacion de este proyecto y las

sugerencias para futuras investigaciones es importante destacar:

= |ncrementar el numero de animales que conforman la muestra total del
grupo isquémico, aunque es importante tomar en cuenta que esto
incrementaria el tiempo en el que se lleva a cabo el entrenamiento.

» |ncrementar el numero de animales que integran el grupo sham, ya que la
variabilidad de este grupo puede deberse a las diferencias individuales de
los sujetos y a los posibles microinfartos que pudieron desarrollar durante la
manipulacion de las arterias carétidas.

= Controlar la concentracion del éter como anestésico y probar el uso de
otros farmacos.

» Realizar los entrenamientos previos a la primera cirugia, hacer
evaluaciones antes y después de la primera cirugia, por medio de la prueba
de 2 botellas y comparar la ejecucion con los resultados de esta
investigacion.

» Ejecutar pruebas de locomocion y motricidad para descartar a los sujetos
que presenten severas alteraciones motrices como consecuencia de la
isquemia.

= Aumentar el numero de evaluaciones para indagar si los sujetos son
capaces de discriminar otros estimulos, tanto gustativos como olfativos.

= Ultilizar técnicas histoldgicas que permitan correlacionar el déficit conductual
con alteraciones anatomicas.

» Implementar los paradigmas de CAS y CAO en diferentes grupos con el
objetivo de verificar si existen diferencias en la adquisicion y recuperacion
de la tarea cuando se presenta solo un estimulo de una sola modalidad
sensorial.

= Evaluar el efecto de un farmaco neuroprotector.
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Anexo

Previamente al experimento para analizar el efecto del SSACC sobre el CAPO, se
realizd una serie de 4 experimentos preliminares (Pre) para identificar: 1) la
concentracion de LiCl efectiva como estimulo incondicionado aversivo (El), 2) La
eficacia de estimulos olfativos (esencia de almendra y vainilla) como
potenciadores del El; 3) los componentes gustativos y olfativos del CAPO y 4) la

discriminacion del olor y del sabor durante la prueba de 2 botellas.

Experimento Pre 1. LiCl como estimulo incondicionado aversivo.

El presente experimento permitié identificar la concentracion de LiCl efectiva para

provocar malestar gastrointestinal en los sujetos con el paradigma de CAS.

Se utilizaron 14 sujetos en idénticas condiciones que los utilizados en el
experimento de SSACC, Se dividieron aleatoriamente en 2 grupos (n=7 c/u),
ambos, fueron entrenados en el paradigma de CAS durante 3 dias, utilizando
como EC una solucion de sacarina al 0.1% y como El se administro (i,p.) LiCl al

2% del peso corporal del sujeto.

Los sujetos tuvieron acceso a la sacarina durante 30 min, 5 min después de
concluido dicho periodo, se administré LiCl. Al grupo 1 la concentracion de
12.5mg/ml y al grupo 2 la de 25.4mg/ml, de acuerdo a las concentraciones

reportadas en Cannon, Scannel, Palmiter (2005).

Con el proposito de comparar el consumo de sacarina durante los 3 dias de
entrenamiento, se realizé una prueba ANOVA de medidas repetidas, en la que

ninguno de los 2 grupos presento diferencias estadisticamente significativas.

La evaluacion de CAS consistié en la presentacion de agua en una botella y una
solucién de agua + sacarina en la otra, se permite el acceso durante 30 min y se
cuantifica la ingesta de cada liquido. Con el fin de comparar el consumo del
contenido de cada una de las botellas, se utilizé un analisis t-Student pareado para
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el grupo 1 y una prueba de Wilcoxon para el grupo 2. El analisis no encontrd

diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los 2 grupos.

Al comparar el consumo de agua + sacarina del grupo 1 (consumo promedio 1.52
ml+1.08) contra el grupo 2 (consumo promedio 1.31 ml+0.33), por medio de una
prueba t-Student para grupos independientes, tampoco se encontraron

diferencias.

A pesar de que el consumo de EC no resulté ser menor en el grupo al que se le
administré la concentracion de 25.4mg/ml de LiCl, se opté por utilizar dicha dosis,
debido a la observacién conductual que se llevd a cabo, pues los sujetos
mostraban caracteristicas cualitativas tipicas del malestar gastrointestinal similares

a las reportadas por Inui, Inui-Yamamoto,Yoshioka, Ohzawa, Shimura (2013).

Experimento Pre 2. Olor para potenciar la saliencia del estimulo.

Con el objetivo de incrementar la saliencia del EC para que los sujetos
discriminaran los estimulos presentados, se opté por utilizar como EC una
solucion de agua + sacarina con una concentracion al 0.1% + 0.2ml de esencia.
De acuerdo a lo sugerido por Tovar-Diaz, Gonzalez-Sanchez, Roldan-Roldan,
(2011), las esencias utilizadas para este experimento fueron: almendra de la

marca McCormick® y vainilla de la marca Pasa®,

Se manejaron 2 grupos, el grupo almendra (n=6) y el grupo vainilla (n=7). Ambos

fueron entrenados durante 2 dias, por un periodo de 30 min se les permitié el acceso a

la solucion de agua + sacarina + esencia, alrededor de 5 min después, a los sujetos se

les administré (i.p.) LiCl con una concentraciéon de 25.4 mg/ml, al 2% del peso

corporal.

Por medio de una prueba de Wilcoxon, en ambos grupos, se observé una diferencia

estadisticamente significativa (p<0.05) al comparar el consumo de agua + sacarina +

esencia durante los 2 dias de entrenamiento (Fig. 17).
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Fig. 17. Entrenamiento de grupos durante 2 dias, con la presentacion de una
solucién de agua + sacarina + esencia. En ambos grupos se observé una
disminucion significativa en el consumo. Se presenté mayor consumo de la solucion
de agua + sacarina + almendra, dicha diferencia es estadisticamente significativa al
compararla con el consumo de agua + sacarina + esencia en el dia 1 de
entrenamiento.

Por medio de wuna prueba de Mann Whitney se observd una diferencia
estadisticamente significativa (p<0.05), al comparar el consumo de las soluciones,

siendo la sacarina + almendra la de mayor consumo (Fig. 17).

En el paradigma de 2 botellas (descrito anteriormente), se cuantificé el consumo de
agua contra agua + sacarina+ esencia. Una prueba de Mann Whitney determin6 que
no existen diferencias estadisticamente significativas, sin embargo, el grupo almendra,
presentd una tendencia a consumir mas cantidad de agua (promedio consumo
2.051£0.57 ml) por encima del otro liquido (consumo de sacarina + almendra en
promedio de 0.67+0.20 ml), por lo cual se decidi6 utilizar la esencia de almendra.
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Experimento Pre 3. Componentes gustativos y olfativos del CAPO.

Dado que el paradigma de CAPO presenta componentes de 2 modalidades
sensoriales distintas, el presente trabajo tiene como objetivo evaluar de manera
aislada los componentes gustativos y olfativos de la tarea. Ademas, se valora si la

edad de los sujetos es un factor importante para la ejecucion de la tarea.

Se utilizé un grupo (n=10) de 2 meses de edad, entrenado durante 4 dias, en los
cuales se les permitié el acceso durante 30 min a una solucién de sacarina al 0.1%
donde se diluyé 0.2ml de esencia de almendra, posterior al tiempo establecido, se
administré (i.p) LiCl con una concentracion de 25.4 mg/ml al 2% del peso corporal del

sujeto.

A lo largo de los 4 dias de entrenamiento se cuantificé la ingesta de la solucion de
sacarina + almendra, una prueba de Friedman que resultd estadisticamente
significativa (F=18.69, p<0.001) y un analisis post-hoc de Dunn revelaron diferencias

en el consumo de la solucién al comparar el dia 1 con los dias posteriores (Fig. 18).
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Fig. 18. Se cuantifico la ingesta de la solucién de sacarina + almendra, durante 4
dias de entrenamiento. Se observa diferencia estadisticamente significativa al
comparar el dia 1 con los dias siguientes.

Con el fin de evaluar la capacidad de discriminacion entre estimulos gustativos vy

olfativos, se realizaron una serie de pruebas de 2 botellas descritas en la tabla
siguiente (Tabla 2).

Dia Botella 1 Botella 2
1 Agua Sacarina + almendra
2 Agua Sacarina
3 Agua Almendra
4 Sacarina Almendra

Tabla 2. Pruebas de dos botellas realizadas en el experimento
preliminar 3.
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Agua vs sacarina + almendra

Se comparé la ingesta de liquidos mediante una prueba de 2 botellas, un analisis de
Wilcoxon demostré que el consumo de agua fue mayor estadisticamente (p<0.01) al

de sacarina + almendra (Fig. 19).
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Fig. 19. Ingesta de agua y solucion de sacarina + almendra, durante la prueba de 2
botellas. La diferencia es estadisticamente significativa.

Agua vs sacarina

En la prueba de 2 botellas, el consumo promedio de agua (2.051£0.21) contra el de
sacarina (1.751£0.36), se analizé por medio de una prueba t-Student pareada, en la

cual, no se observa diferencia estadistica.
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Agua vs Almendra

Se utilizé una prueba t-Student pareada, que compard el consumo de agua y de
almendra (Fig. 20). La diferencia fue estadisticamente significativa (t9)=7.368,
p<0.0001). Indicando que los ratones pueden discriminar el componente olfativo del
EC.
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Fig. 20. Se encontré diferencia significativa en el consumo de agua contra el
consumo de almendra, siendo éste muy escaso.

Sacarina vs almendra

Al comparar la ingesta de sacarina (consumo promedio de 1.32+0.34 mml) contra
almendra (consumo promedio de 0.95+0.71) por medio de una prueba t-Student

pareada no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
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Experimento preliminar 4. Discriminacién del olor y del sabor durante la prueba de 2

botellas.

Con el presente trabajo se logré evaluar la preponderancia que tiene cada modalidad
sensorial, ademas de identificar la capacidad de memoria de los sujetos durante una

prueba de discriminacion.

Durante 4 dias se entren6é a un grupo de ratones (n=6) de 8 meses de edad. Para
establecer el CAPO, se utilizaron las mismas condiciones que en el experimento
preliminar 3, es decir, se permitid el acceso durante 30 min a una solucién de agua +
sacarina (al 0.1%) + esencia de almendra (0.2ml de esencia marca Mc Cormick®),
posteriormente, se inyectd LiCl (concentracién de 25.4mg/kg) via i.p. al 2% del peso

corporal.

Se comparo el consumo del EC durante los 4 dias de entrenamiento, por medio de un
ANOVA de medidas repetidas se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (Fi35=22.41, p<0.0001), un andlisis post hoc de Tukey mostré que la

diferencia en el consumo fue entre el dia 1 con los dias 2, 3y 4 (Fig.21).
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Fig. 21. Durante los 4 dias de entrenamiento, los sujetos mostraron decremento en
el consumo de la solucion de sacarina + almendra que resultd ser estadisticamente
significativa, al comparar el consumo que presentaron el dia 1 con los dias 2, 3 y 4.

Durante la prueba de 2 botellas, se permitio el acceso libre durante 30 min a 2 liquidos
distintos. Se realizaron 3 pruebas diferentes, una por dia. Las evaluaciones se

describen en la tabla a continuacién (Tabla 3):

Dia Botella 1 Botella 2
1 Agua Sacarina + almendra
2 Agua Almendra
3 Agua Sacarina

Tabla 3. Evaluaciones de 2 botellas realizadas en el

experimento preliminar 4.
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Agua vs sacarina + almendra

Mediante el uso de una prueba t-Student pareada se observaron diferencias
estadisticamente significativas (ts=4.279, p<0.01), pues los sujetos consumieron mas

agua que solucion de sacarina + almendra (Fig. 22)

Prueba de 2 botellas

Consumo (ml)

1
Agua Sacarina +
almendra

Fig. 22. Comparacién entre el consumo de agua contra el consumo de sacarina+
almendra, se registré que los sujetos presentaron mayor consumo de agua que del
otro liquido, dicha diferencia es significativa estadisticamente.

Agua vs almendra

La comparacién entre el consumo de agua y el consumo de almendra se analizé por
medio de una prueba t-Student pareada, la cual, resultdé ser estadisticamente
significativa (t5=5.676, p<0.01), indicando que se consumié mas agua que almendra
(Fig. 23).

92



Prueba de 2 botellas

Consumo (ml)

Agua Almendra sin
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Fig. 23. Diferencia estadisticamente significativa, entre el consumo de agua
comparado con el consumo de almendra.

Agua vs sacarina

Al comparar la cantidad de liquido ingerido se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (t5=3.085, p<0.05) al realizar una prueba t-Student

pareada, indicando mayor consumo del agua (Fig.24).
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Fig. 24. Ingesta de agua comparada con ingesta de sacarina, durante una prueba de 2
botellas, la diferencia es estadisticamente significativa.

Discusién de los experimentos preliminares.

En el experimento preliminar 1, al efectuar la prueba de 2 botellas comparando el
consumo de agua contra el consumo de sacarina, se identificd que en el grupo con la
concentracion de LiCl de 12.5mg/ml, la ingesta de agua fue mayor que la de sacarina,
no obstante, no se observa diferencia estadistica debido a que el consumo fue muy

variable y se presenta un alto rango de error estandar de la media.

En el experimento preliminar 2, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en el consumo de almendra y vainilla, sin embargo, el grupo almendra
obtuvo una disminucién en el consumo tanto en el segundo dia de entrenamiento,

como durante la prueba de 2 botellas. Sin embargo, es necesario que se busquen otro
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tipo de esencias que puedan funcionar como estimulos olfativos para producir mayor

saliencia del estimulo.

En el experimento preliminar 3, al efectuar la prueba de 2 botellas se observo una
diferencia estadisticamente significativa al comparar el consumo de agua con el
consumo de sacarina + almendra, de igual forma, la diferencia fue significativa al
comparar el consumo entre agua y solucion de esencia de almendra; no obstante
cuando se comparo la ingesta de agua contra sacarina no se encontro diferencia en el
consumo; dicho aspecto podria interpretarse como que los sujetos no eran capaces de
discriminar el componente gustativo del estimulo original (sacarina + almendra), pero
probablemente, la preferencia por la sacarina se deba a la predileccion de los
roedores por consumir sustancias dulces, ademas pudo existir un fenomeno de
habituacién por el numero de evaluaciones realizadas y la relacion temporal con el

ultimo dia que fueron sometidos al entrenamiento.

En el experimento preliminar 4 durante la prueba de 2 botellas, se registrd6 una
diferencia estadisticamente significativa en la ingesta de agua comparada con la de
sacarina + almendra, esta diferencia se mantuvo aun cuando el EC (sacarina +
almendra) se presentd por separado, es decir, agua contra almendra o agua contra
sacarina, indicando que los sujetos aprendieron a identificar ambos componentes del
estimulo (olor y sabor) como nocivos, aspecto que concuerda con los resultados
obtenidos por Shionoya y Datiche (2009) donde los animales rechazan el sabor y el

olor.
Conclusion de los experimentos preliminares

Los experimentos preliminares previamente descritos, permitieron identificar la
concentracion y dosis del LiCl (Pre. 1), la concentracion de la sacarina y de la esencia

de almendra (Pre. 2), asi como de los dias de entrenamiento (Pre. 3y 4).

Asi mismo, gracias a las distintas evaluaciones de 2 botellas efectuadas en los
experimentos Pre. 3 y 4, se logré vislumbrar que los sujetos eran capaces de
identificar los componentes del EC (olor y sabor) como nocivos, indicando que la
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presentacion de ambos era importante para la correcta discriminacion de estimulos,

pues el componente gustativo potencio la saliencia del estimulo olfativo.

Los resultados de los experimentos Pre. 3 lograron reproducirse satisfactoriamente en
el experimento Pre. 4, demostrando que la edad de los sujetos no es un factor

determinante para la adquisicion ni ejecucién del paradigma de CAPO.

Finalmente, los resultados obtenidos de esta serie de experimentos preliminares
lograron utilizarse como plataforma para la realizacion del experimento que analizé el

efecto de la isquemia cerebral aguda sobre el aprendizaje y la memoria asociativa.
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