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RESUMEN

El accidente cerebrovascular es una de las principales causas de muerte y discapacidad en
todo el mundo. Estudios previos han demostrado el efecto neuroprotector del extracto de
pentanico de Lepidium meyenii (maca) asi como de sus macamidas aisladas. El presente
estudio busco conocer el efecto protector de una macamida sintética N-benciloctadecanamida
(MCH1) sobre la conservacion morfologica, déficits sensorio-motores y alteraciones en
memoria y aprendizaje espacial. Para ello se utilizd el modelo de oclusion de la arteria
cerebral media (MCAO) para inducir isquemia cerebral focal en ratas Sprague Dawley. Se
administrd una dosis intraperitoneal de 3 mg/kg de MCH1 antes de la oclusidn; esta dosis se
repitié cada 24 horas durante 10 dias. Se aplic6 una bateria de evaluaciones neuroldgicas el
dia 3y el dia 10 después del accidente cerebrovascular (ACV) y las evaluaciones cognitivas
se realizaron pre y post ACV. Los resultados muestran que el tratamiento con MCH1 reduce
el area de infarto significativamente al dia 10 post lesion, especificamente en las areas de la
corteza motora y sensorial. Asimismo, el tratamiento con MCH1 tiende a reducir el déficit
sensorial y motor de las ratas MCAO. Los animales sometidos a MCAO no mostraron déficit
en el aprendizaje y memoria espacial y el tratamiento con MCH1 no indujo ningun efecto en
estos procesos cognitivos. Estos hallazgos sugieren que la aplicacion de MCH1 tiene un
potencial efecto neuroprotector frente a una isquemia cerebral focal, reduciendo el proceso
de injuria y aliviando el area de infarto y contribuyendo a la conservacion de algunas
funciones sensorio-motoras.

Palabras claves: MCAO - sensoriomotor — macamidas — neuroproteccién — aprendizaje
espacial — memoria espacial — altura.
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ABSTRACT

Strokes are one of the leading causes of death and disability worldwide. Previous studies
have shown the neuroprotective effect of Lepidium meyenii pentane extract (maca) as well
as its separate macamides. The present study aims to ascertain the protective effect of a
synthetic macamide N-benzyloctadecanamide (MCH1) on morphological conservation,
sensory-motor and disturbs on spatial learning and memory. To this end, the middle cerebral
artery occlusion (MCAOQO) model was produced to induce focal cerebral ischemia in Sprague
Dawley rats. An intraperitoneal dose of 3 mg/kg of MCH1 was administered prior to
occlusion; this dose is repeated every 24 hours for 10 days. A battery of neurological
assessments was applied on day 3 and day 10 after stroke, and cognitive assessments were
performed pre- and post-stroke. The results show treatment with MCH1 reduces significantly
the infarct area at day 10 post stroke, specifically in sensory and motor cortex. MCH1
treatment also reduce sensory-motor deficit in stroke rats. MCAO animals haven’t showed
any change in cognitive function. These results suggest a potential neuroprotective effect of
macamide MCH1 against focal ischemic damage, reducing the injury process and limiting
the infarct area, as well as the preserved the sensory-motor function.

Keywords: MCAO - sensory-motor - macamides — neuroprotection — spatial learning —
spatial memory — high altitude.
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PISIYACHISQA

Accidente cerebrovascular (ACV) nisga unquyga hukninmi aswan hatun wafiuykunamanta,
mana puriy atigkunamantapas tukuy pachapi. Nawpaq yachaykunaga rikuchirganku kay
wagaychay kaqta kay extracto de Lepidium meyenii pentano kagmanta (maca) kay
macamidas aisladas kagninmantawan ima. Kay proyectuga yachayta munan macamidaq
efecto protector sintética N-benciloctadecanamida (MCH1) nisgamantan uma masa
chinkachiymanta, kaqgllataq sienteyta, kuyuytapas chinkachiy, chay kitimanta yuyariy,
yachay chinkachiy nisqapuwan. Chaypaqmi ajllakurqan kay yawar puriy hark’asqa uma
sirk’akunapi arteria cerebral media nisqapi (MCAO) Sprague Dawley huk’uchakunapi
isquemia cerebral focal nisgata tanganapag. Huk churay 3 mg/kg MCH1 nisgatan
intraperitonealninta qoqun manaraq yawar puriy hark’asqa kachaqtin; kay churayqa sapa
iskay chunka tawayoq hurasmi kanan chunka p’unchayta. Imaynatas musyanata, kuyuyta ima
afectaran chayta yachanapaq kaqta churakurqan kinsa p’unchayninta chaymanta 10
p’unchaynintataq kay ACV kagmanta churakun, chaymantan kay yuyariypas yachaypas
imayna tikrakusganmanta gawarinapaq flaupaqgta-ghepata ACV nisga ruwakurgan. Kay
ruwasgakuna rikuchinku ancha hujniray rigsisgqa chigan amacharganmi umag masanta,
hinallataq uywakunaq sienteyta, kuyuynintapas nisqa MCH1wan hampisqa huk’uchakunapi,
ichaga, manan tarikunchu hamut’ayninkupi hujniray rewsisqakunaga. Ichaga, chay
tarikuykunaga rikuchinku kay macamidaq wagaychay nisgata ictus nisqa uma mana allin
kaypi, hinallataq, kay musyayta, kuyuytapas wagaychasqga kagmantawan.

Sapag simikuna: MCAOQO - sensacionta - kuyuytapas — macamidas — neuroproteccion —
yachay Kiti — Kiti yuyarina — sayaynin.
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Capitulo I: Introduccién

1.1 Planteamiento del Problema

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2005) define los accidentes
cerebrovasculares (ACV) como la afeccion neurologica focal o general de aparicion subita
y de presunto origen vascular, que perdura méas de 24 horas o causa la muerte. El ACV es
un desorden neuroldgico caracterizado por el bloqueo de los vasos sanguineos, que
interrumpe el flujo sanguineo y en consecuencia puede originar muerte celular por hipoxia
0 sangrado. Es la tercera causa de muerte en todo el mundo y la principal causa de
enfermedad crénica grave y discapacidad a largo plazo en adultos, ademas su tratamiento y
recuperacion genera costos elevados de gran impacto socioeconémico (Stocchetti et al.,
2015, Garcia Alfonso et al., 2019, Kuriakose & Xiao, 2020).

Durante las Gltimas cuatro décadas la incidencia del ACV se ha incrementado en
100% en paises de bajos y medianos ingresos economicos. (Ferri et al., 2011). Tal es el
caso de México que, segun la Secretaria de Salud Mexicana, la tasa de mortalidad por ACV
se ha incrementado a partir del afio 2000, particularmente en menores de 65 afios (citado en
Arauz & Ruiz-Franco, 2012). Del mismo modo en Colombia, Epineuro publicé un estudio
en el 2003 donde determind la prevalencia de ocho problemas neuroldgicos frecuentes,
teniendo al ACV con una prevalencia del 19,9%, siendo mas frecuente en mayores de 50
afios (citado en Garcia Alfonso et al., 2019).

Perl no ha sido ajeno a este panorama, pues el Ministerio de Salud informé un
incremento en la mortalidad por ACV entre los afios 2000 y 2006 (citado en Castarieda et
at., 2011). Asi mismo, los accidentes cerebrovasculares tienen una prevalencia de 6,8 % en

zona urbanay 2,7% en zona rural en personas mayores de 65 afios, representando el 28,6%
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y 13,7% de las causas de muerte, respectivamente (Ferri et al., 2011). En un estudio de
tendencia de mortalidad por enfermedad cerebrovascular de los reportes del Ministerio de
salud (MINSA) reportan que en el periodo 2005-2015 se registraron 1.273.996
defunciones, de las cuales 47.956 (3,8%) tuvieron como causa basica la enfermedad
cerebrovascular, siendo el 48,9% del sexo femenino y el 72,8% personas mayores 60 afios
(Atamari, Alva, Vera, & Taype, 2019). Asi mismo en el afio 2018, el Instituto de
Evaluacion de Tecnologias en Salud e Investigacion (IETSI) report6 que entre el 15% y
19.6% de todas las muertes prematuras en Peru son causadas por la enfermedad
cerebrovascular.

En la region de Cusco, no se cuentan con muchos reportes epidemioldgicos de
enfermedad cerebro vascular. Sin embargo, Jaillard, Hommel,y Mazetti (1995) refieren que
mientras que la OMS consideraba una prevalencia de 5,74 por 1000 habitantes, su estudio
en la region reflejo una prevalencia cruda de 6.47 por 1000 habitantes, siendo una
prevalencia mayor a la esperada en la region. Asi mismo, sefialan que la policitemia, el
consumo de alcohol y la zona de residencia dan una mayor vulnerabilidad en esta
poblacion. Posteriormente, recientes estudio sefialan que en el periodo 2005 — 2015 hubo
una reduccion del 16,4 al 5,3 de mortalidad por 100 000 habitantes, aunque cabe resaltar
que los autores sefialan que solo se utilizaron los reportes del sector MINSA, por lo que
podria no reflejar la problematica real (Atamari et. al, 2019).

El accidente cerebrovascular se caracteriza por tener signos y sintomas de aparicion
subita, como dolor de cabeza intenso sin causa conocida, mareo, dificultad para hablar o
entender, problemas al caminar o pérdida de equilibrio, entre otros (National Institute of
Neurological Disorders and Stroke [NINDS], 2020). Segun su fisiopatologia se puede

distinguir dos tipos: ACV isquémico (ACVi) y ACV hemorragico (ACVh), siendo el
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primero el més frecuente con 85% de los casos, producido por un decremento o
interrupcion del flujo sanguineo; el segundo corresponde al 15% de los casos y es originado
por la ruptura de un vaso sanguineo en el parénquima cerebral (Haldal et al., 2018).

Durante la isquemia el flujo sanguineo cerebral (FSC) disminuye, y dependiendo
del tiempo va causando dafio celular progresivo hasta la muerte. A los pocos minutos del
inicio del ACVi se produce un nucleo isquémico de muerte celular irreversible (centro
isquémico) y la zona localizada alrededor de este se denominada area de penumbra. Esta
ultima tiene mayores posibilidades de recuperacion ya que la disminuciéon del flujo
sanguineo es menor. El area de penumbra es una zona tiempo-dependiente que se ira
destruyendo progresivamente, como consecuencia de una compleja sucesion de alteraciones
bioguimicas (Arango et al., 2004; Castillo, 2001; Haldal et al., 2018).

Tales alteraciones bioquimicas hacen referencia a la cascada isquémica,
desencadenada por la disminucién del FSC, que, al causar un déficit de oxigeno y glucosa
en la célula, disminuye la produccion de adenosin trifosfato (ATP). Esta disminucion
energética despolariza la neurona ocasionando una entrada masiva de calcio a través de
canales dependientes de voltaje, induciendo la liberacion de neurotransmisores excitatorios
como el glutamato. A su vez este neurotransmisor activa a sus receptores AMPA y NMDA.
La activacion de este ltimo incrementa la conductancia del calcio para dentro de la célula,
el cual facilita la liberacidn y concentracion de calcio libre intracelular, un factor que
conducira al dafio neuronal irreversible (Lecifiana, 2012).

En consecuencia, las secuelas de una isquemia cerebral pueden abarcar dafios desde
el funcionamiento motor y sensitivo hasta un deterioro cognitivo o el desarrollo de una
demencia, calculando que aproximadamente entre el 25% — 50 % de las personas con ictus

van a desarrollar una demencia vascular relacionada con el fallo cognitivo previo
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(Martinez-Diaz, Garcia, Herndndez, & Aranda-Abreu, 2015). Si bien al momento del
diagndstico la atencion y las funciones ejecutivas se muestran mas alteradas, en intervalos
posteriores la memoria también se vera afectada, reportando una prevalencia de dafio del
23% al 55% en los 3 meses posteriores y una disminucion del 11% al 31% pasado un afio
del ACV (Al-Qazzaz et. al, 2014).

Teniendo en cuenta el dafio reportado en la memoria, cabe sefialar que hay estudios
que muestran una diferencia de vulnerabilidad a la isquemia de algunos grupos neuronales
como el sector del Cuerno de Amon 1 (CA1) del hipocampo, las laminas 111y V de la
corteza, y el estriado (Arango et al., 2004). En este sentido, la formacion hipocampal tiene
funciones cognitivas relacionadas al aprendizaje y la memoria, especificamente en la
creacion de nuevos recuerdos, estando relacionado al procesamiento de la memoria
declarativa y espacial (Seo et al., 2014; Solis & Lopez - Hernandez, 2009). Por
consiguiente, la memoria y el aprendizaje serian funciones sensibles a quedar alteradas
después de un ACVi, motivo por el que dichas funciones seran de interés en este estudio.

Las areas cerebrales relacionadas a la memoria y aprendizaje estan vinculada a
circuitos hipocampales, los primeros descubrimientos de esta relacion se dieron a través de
casos clinicos reportados que permitieron determinar estas asociaciones como el caso del
paciente H.M. Sin embargo, la asociacion entre sistema nervioso y procesos cognitivos
habia sido sefialada con anterioridad, con trabajos como el de Donal Hebb, quien ya desde
1949 postulaba las bases neuronales del condicionamiento clasico, sefialando que las
neuronas tienden a incrementar su descarga ante una neurona activa, y con la repeticion de
esta tendencia formaban rutas neurales. Al tiempo que, Edward Tolman estudiaba el
aprendizaje en modelos animales, a diferencia de sus colegas quienes explicaban el

comportamiento de las ratas en los laberintos por una conexion de estimulo respuesta, €l
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sefialaba mecanismos internos que funcionan como un mapa del ambiente, y este mapa
tentativo indica rutas, vinculos del ambiente que determinaban la respuesta, postulando a
los “mapas cognitivos” como el componente cognitivo que organizaba la experiencia para
guiar el comportamiento. Afios mas tarde, este constructo fue explorado en los trabajos de
O’Keefe y Dostrovsky (1971), donde evidenciaron que cada vez que el animal se dirigia a
un lugar especifico un grupo de células hipocampales se activaba; posteriormente los
estudios de Moser y Moser identifican que este sistema neuronal consta de maltiples
células funcionalmente especializadas (Tolman, 1948; O’Keefe & Dostrovsky, 1971;
Milner, 2005; Schiller et. al, 2015; Moser et. al, 2017).

El aprendizaje y la memoria son diferentes aspectos de un mismo fenémeno
neuropléastico (Pinel, 2001), siendo la memoria la responsable de codificar, almacenar y
evocar la informacion percibida (Portellano & Garcia, 2014) y el aprendizaje la adquisicion
de nueva informacion que produce cambios relativamente permanentes en la conducta
(Redolar, 2014). Ambas funciones son esenciales para un éptimo desenvolvimiento de la
persona, permitiendo que organice y manipule informacién en la vida cotidiana. En un
ACVi estos procesos pueden presentar alteraciones dependiendo del area vascular afectada,
algunos de los sintomas reportados son disfunciones que suelen ser severas y generalizadas
en la fase aguda como amnesia retrograda, anterograda, diversos tipos de agnosia o afasias
gue posteriormente evolucionan a sintomas mas especificos, que segun el hemisferio
afectado, se presentan como amnesia verbal, amnesia autobiogréafica o apraxia en lesiones
del hemisferio izquierdo y como alexia, anomia, agrafia o déficit de la memoria visual y
espacial en lesiones del hemisferio derecho. Asi mismo, se conoce que incluso pacientes
con aparente éxito en su recuperacion presentan compromiso de memoria meses o afios

posterior al ictus, reportando por ejemplo deterioro en la memoria de trabajo, asi como en
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la codificacion y recuperacion a largo plazo (Chun & Michael,2009; Amici,2012; Jokinen
et. al,2015; Lugtmeijer et. al, 2021).

Por este motivo la busqueda de tratamientos para ACVi sigue siendo de gran
importancia. Actualmente, el Unico tratamiento de eficacia probada durante la fase aguda
del ACVi es la administracion de activador tisular del plasmindgeno humano (rt-PA)
intravenoso. También han sido de interés los tratamientos de neuroproteccién, como una
medida profilactica que inicia durante el periodo peri-isquémico con el fin de mejorar la
supervivencia neuronal. Sin embargo, ain no hay una terapia efectiva y tampoco medidas
de neuroproteccion no farmacoldgica para ACV, aunque sean ampliamente recomendadas
(Castillo, 2001; Arias-Rodriguez et al., 2012; Yamashita y Abe, 2016).

Respecto a posibles tratamientos neuroprotectores, Gltimos estudios demostraron
que el extracto penténico de la Lepidium meyenii (Maca) posee una actividad
neuroprotectora. La maca presenta dentro de su composicion acidos grasos de caracter
lipofilico llamadas macamidas, que actiian sobre el sistema endocannabinoide como
inhibidores de la amida hidrolasa de acidos grasos (FAAH). Estudios posteriores sugieren
la posible aplicacion de macamidas aisladas como inhibidores de la FAAH, que a su vez
regularia la liberacién de neurotransmisores excitadores, principalmente glutamato,
inhibiendo la excitotoxicidad producida por la gran liberacion de dicho neurotransmisor
durante la isquemia, siendo un posible tratamiento para ACVi (Pino-Figueroa et. al, 2013).

De este modo el presente estudio fue realizado en la linea de investigacion de salud
integral, donde se evalud el potencial efecto neuroprotector de la macamida sintética a
través de la evaluacion de la conservacién morfologica, de la respuesta sensorio-motora y
de la preservacion de memoria y aprendizaje espacial en un modelo de ratas, cepa Sprague

Dawley, inducidas a isquemia cerebral focal por oclusion de la arteria cerebral media
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(MCAO). Para este fin se utilizaron las técnicas y conocimientos de los campos de la
psicologia cognitiva, la psicobiologia y la psicologia experimental.
1.2 Formulacion del Problema
1.2.1 Problema general
¢Existe efecto neuroprotector en la administracion de macamidas sintéticas en ratas
sometidas a modelo de isquemia cerebral focal, que reduzca el dafio cerebral, conserve la
funcidn sensorio-motora y alivie el deterioro de memoria y aprendizaje espacial?
1.2.2 Problemas especificos
e ;Puede la administracion de macamida sintética reducir el dafio cerebral causado
por la isquemia cerebral focal?
e Puede la administracion de macamida sintética aliviar el deterioro de la funcion
sensorio-motora causado por la isquemia cerebral focal?
e ;Puede la administracion macamida sintética aliviar el deterioro de memoria
espacial causados la isquemia cerebral focal?
e ;Puede la administracién macamida sintética aliviar el deterioro de aprendizaje
espacial causados la isquemia cerebral focal?
1.3 Justificacion
El presente proyecto busca continuar con una linea de investigacion en la que se
pueda ampliar el conocimiento sobre el efecto neuroprotector de las macamidas sintéticas a
nivel de memoria y aprendizaje en un modelo animal experimental de ACV isquémico
focal. Dado que estas funciones son vulnerables en un ACV y su disfuncion limitaria el

desenvolvimiento optimo de la persona, esta investigacion se enfocara en estas areas.
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Como se menciono los accidentes cerebrovasculares, sobre todo isquémicos, tienen
una alta prevalencia a nivel mundial y son la principal causa de discapacidad. Considerando
ademas que existe solo una terapia para ACVi y sigue siendo objeto de interés encontrar
farmacos neuroprotectores, esta investigacion busca aportar, a largo plazo, el desarrollo de
un posible tratamiento que de un mejor prondstico a la enfermedad cerebrovascular.

Uno de los aspectos mas interesantes de este proyecto, es su valor metodoldgico.
Puesto que en la escuela profesional de Psicologia es poco comun la realizacion de
investigaciones con disefio experimental puro, tanto por motivos de complejidad y
dificultades de accesibilidad a las condiciones que este tipo de investigacion requiere. Por
lo tanto, esta investigacion tendré una utilidad metodoldgica, quedando como un precedente
para futuras investigaciones con este mismo disefio.

Por Gltimo, recalcar su valor tedrico, puesto que la enfermedad cerebrovascular y
sus tratamientos son poco estudiados en Perd, pese a ser considerada una problematica a
nivel mundial y en especial para paises en vias de desarrollo, hay poca atencién a nivel
nacional. Viéndose reflejado en la falta de datos epidemioldgicos, asi como una ausencia de
publicaciones recientes al respecto. En este sentido, la presente investigacion tiene como
finalidad ampliar el conocimiento respecto al ACV isquémico y la busqueda de posibles
tratamientos neuroprotectores por medio del uso de macamidas sintéticas.

1.4 Objetivos de la Investigacion
1.4.1 Objetivo general

Evaluar el potencial efecto neuroprotector de macamidas sintéticas en la reduccién
del area de infarto, conservacion de la respuesta sensorio-motora y alivio del deterioro de
memoria y aprendizaje espacial causados por isquemia cerebral focal en ratas.

1.4.2 Objetivos especificos
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o Evaluar el efecto neuroprotector de macamidas sintéticas en la reduccion del
area de infarto por isquemia cerebral focal, Cusco - 2021.

o Evaluar el efecto neuroprotector de macamidas sintéticas en la conservacion
sensorio-motora en un modelo isquemia cerebral focal, Cusco - 2021.

o Evaluar el efecto neuroprotector de macamidas sintéticas en el alivio de
deterioro de memoria espacial causados por isquemia cerebral focal, Cusco - 2021.

¢ Evaluar el efecto neuroprotector de macamidas sintéticas en el alivio de deterioro de

aprendizaje espacial causados por isquemia cerebral focal en ratas, Cusco - 2021.
1.5  Delimitacién del Estudio
1.5.1 Delimitacion espacial

Este proyecto se realizara en el Laboratorio de Investigacion en Neurociencias,
Universidad Andina del Cusco.
1.5.2 Delimitacién temporal

Este proyecto seré desarrollado desde enero del 2021 - abril del 2022.
1.6 Aspectos Eticos

El proyecto fue sometido al comité de ética de la Universidad Andina del Cusco,
cumpliendo los estandares sobre el uso de animales en experimentacién y siendo aprobado
mediante resolucion N° 604-CU-2019-UAC con cddigo de proyecto 00120 — CIEI.
1.7  Viabilidad

Este trabajo fue financiado por PROCIENCIA - CONCYTEC en el marco de la
convocatoria Proyecto Investigacion Bésica, 2019-01 [Contrato N° 432-2019-

FONDECYT].
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Capitulo I1: Marco Tedrico
2.1  Antecedentes del Estudio
2.1.1 Antecedentes internacionales

Los accidentes cerebrovasculares representan un importante problema para la salud
publica, estando entre las principales causas de mortalidad y discapacidad a nivel mundial.
Al ser tal su importancia, son maltiples los estudios que se han realizado en la busqueda de
posibles tratamientos, desde intervenciones que puedan restablecer el flujo sanguineo hasta
tratamientos neuroprotectores que limiten el dafio isquémico. Si bien se han obtenido
resultados prometedores en estudios pre — clinicos, al pasar a fase clinica no se han
obtenido los resultados esperados (Castillo, 2001; Pellegrini et al., 2004; Kaur et. al, 2013;
Moretti et. al, 2015).

Al respecto, estudios recientes reportan que el extracto pentanico de maca
(macamidas) posee efecto neuroprotector, por medio de estudios in vitro en neuronas de
cangrejo sometidas a estrés oxidativo con perdéxido de hidrégeno (H202) e in vivo en ratas
con accidente cerebrovascular isquémico, observando que la dosis de 3mg/kg de extracto
pentanico de maca demostré un efecto neuroprotector significativo, mientras que en dosis
de 10 y 30 mg/kg incrementaron el dafio cerebral (Pino-Figueroa et al., 2010).

A estos resultados, se suman posteriores estudios donde se observo un efecto
neuroprotector del extracto pentanico de maca en ratas pretratadas por 21 dias con dosis de
0,5 mg/kg, evidenciando una reduccion del 40% en el area de infarto, sin embargo, con
dosis 1 mg/kg se observd una mayor extension del area de infarto (Cunhas, 2015). En esta
linea de investigacion, se agrega evidencia que ratas tratadas inmediatamente con dosis de
5mg/kg de extracto pentanico de maca y dosis diarias de 1mg/kg durante 10 dias

consecutivos, tuvieron una disminucién del 77,37% del area de infarto, asi como
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preservacion de las neuronas hipocampales que se vieron relacionadas a la conservacion de
memoria en las ratas (Taboada, 2016).

Respecto al mecanismo de accion relacionado a esta funcion neuroprotectora de la
maca, esta el descubrimiento de la N-3-metoxibencil-linoleamida (una de sus macamidas)
que actuaria como un inhibidor de la FAAH, la cual degradaria los endocannabinoides que
en consecuencia podrian modular neurotransmisores como el glutamato (Almukadi et al.,
2013).

Un estudio de neuroproteccidn con otras macamidas sintéticas fue realizado por Jiao
y colaboradores (2021), donde utiliz6 un modelo de animales neonatos inducidos a
isquemia hipoxica, con tratamiento con una macamida sintética aislada denominada “NB-
EPA”, donde aplicaron una dosis inicial en la cirugia de oclusion y 3 dias posteriores. Sus
hallazgos encontraron que el grupo tratado con dicha macamida sintética obtuvo una mejor
conservacion del area cerebral afectada, con un dafio medio del vehiculo fue 30,01% vy el
del grupo tratado con la macamida “NB-EPA” de un 11,13%, ademas report6 que el
tratamiento también mostré mejoras en la evaluacion neuroldgica.

La memoria y aprendizaje espacial también fue evaluada en otros modelos de
induccioén de accidente cerebrovascular, tal es el caso de Lu y colaboradores (2016),
quienes aplicaron un modelo de oclusidn bilateral de la arteria cerebral media en ratas y
exploraron estos procesos a los 10 dias de la oclusion bilateral utilizando el laberinto de
Barnes. Este modelo induce una simulacion de isquemia global, donde encontraron déficit
tanto en memoria como aprendizaje espacial, al realizar 3 dias de entrenamiento, 7

posteriores a la induccién.
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2.1.2 Antecedentes nacionales

En Peru los accidentes cerebrovasculares son un problema de salud pablica,
anualmente es una de las principales causas de muerte, ademas ocasiona la discapacidad de
un alto porcentaje de pacientes y produce gran impacto socioecondmico (Castafieda et al,
2011).

Respecto a los usos de la maca, se observo el efecto del extracto acuoso de maca
sobre la funcion cognitiva en ratas recién destetadas, encontrando que los metabolitos del
extracto de maca amarilla disminuyen la actividad de la enzima butirilcolinesterasa, que,
segun la literatura, su actividad aumentada se relaciona con la pérdida de memoria y
aprendizaje; este mismo estudio reporta un efecto neuroprotector de la maca sobre los
mecanismos de defensa antioxidante (Oré et al., 2011).

Posteriormente Taboada y Tejeda (2013) reportaron un efecto anticonvulsivante del
extracto pentanico de maca en ratas inducidas a epilepsia de 16bulo temporal por
pilocarpina, sefialando que la dosis de 1mg/kg demostré una disminucion significativa en la
frecuencia de las crisis. Méas tarde, Moscoso Palacios (2019) investigé el efecto de dos
macamidas sintéticas (3-metoxi-N-bencillinoleamida y 3-metoxi-Nbenciloleamida) en un
modelo de epilepsia inducido en ratas, reportando que ambas macamidas, aunque en
diferentes dosis, tienen un efecto anticonvulsivante a través del sistema endocannabinoide,
disminuyendo la intensidad del status epilépticus.

En referencia a la relacion de la maca y el sistema endocannabinoide, Alarcon
Yaquetto (2016) realizé una investigacion en humanos y ratones, donde prueba gue la maca
inhibe la FAAH y comprueba su accién a través del sistema endocannabinoide.
Considerando este mecanismo de accién de las macamidas, Vera (2018) evaluo el efecto

neuroprotector del extracto pentanico de maca amarilla, negra, roja y macamidas sintéticas
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en un modelo in vitro de células de neuroblastoma SH-SY5Y inducidas a neurotoxicidad
por péptido beta-amiloide 25-35; sefialando que, dependiendo de la dosis, todas tienen un
mayor o menor efecto neuroprotector y algunas también pueden presentar un efecto
neurotoxico en dosis mas altas.

2.2  Bases Teoricas

2.2.1 Accidente Cerebro Vascular

El ACV es un término clinico referido al rapido desarrollo de déficit neuroldgico
focal que segun su etiologia puede ser isquémico, cuando es causado por la interrupcién del
flujo sanguineo a causa de un coéagulo, una burbuja de grasa o aire 0 vasoconstriccion; es de
tipo hemorréagico cuando hay un sangrado del parénquima cerebral o parénquima
subaracnoideo (Grysiewicz et. al, 2008).

Los accidentes cerebrovasculares representan aproximadamente el 50% de las
enfermedades neuroldgicas en adultos a nivel mundial (Ardilla & Roselli, 2007)
anualmente alrededor de 17 millones de pacientes son atendidos por un accidente
cerebrovascular, siendo causa de muerte de 6,5 millones y la primera causa de discapacidad
a largo plazo (Garcia Alfonso et al., 2019). Son multiples los factores de riesgo del ACVi,
entre los factores no modificables destacan que el riesgo se duplica cada década después de
los 55 afios, asi también hay mayor incidencia en personas de raza negra, o cuando hay
antecedentes familiares; en general hay mayor incidencia en varones, aungue en poblacion
joven es mayor en mujeres. Respecto a los factores de riesgo modificables se considera la
dieta alta en sodio y baja potasio, la inactividad fisica y el uso de tabaco o alcohol son
algunas causas que incrementan el riesgo, asi también, enfermedades como obesidad,

hipertensién o diabetes estarian relacionados (Grysiewicz et al., 2008).
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En América Latina y el Caribe, el ACV es la principal causa de muerte, si bien en
paises como Brasil, México y Argentina se ha incrementado la inversion en investigacion y
en consecuencia lideran la produccion cientifica en ACV, alin ninglin pais cuenta con un
programa nacional que ayude a abordar esta problematica (Alarcon et. al, 2019). Entre ellos
Perd, que segln diversos investigadores reportan que no se cuenta con estudios
epidemioldgicos, prevalencia o incidencia, a nivel nacional; asi mismo reportan una
elevada cifra en el promedio de dias de hospitalizacion, y una ausencia de registros sobre lo
pacientes después del alta, lo cual impide conocer las consecuencias a largo plazo
(Castarieda. et al., 2011; Davalos & Malaga, 2014; (Instituto de Evaluacion de Tecnologias
en Salud e Investigacion [IETSI], 2018).

El ACVi se da por la disminucion del flujo sanguineo cerebral (FSC) que conlleva a
dafios por la falta de suministro de oxigeno y glucosa, segun el tiempo y cantidad de este
habran &reas donde el dafio es irreversible, como el centro isquémico donde el FSC es
menor de 10 ml por minuto por cada 100 g de tejido; areas que pueden progresar a un dafio
irreversible, como la zona de penumbra donde el FSC va entre 10 y 17 ml por minuto por
cada 100 g de tejido; y areas de recuperacion espontanea donde el FSC es 17 ml por minuto
por cada 100 g de tejido (Garcia et al., 2019).

La interrupcion de flujo sanguineo, conlleva a la disminucion en la produccion de
ATP, que conduce a cambios en las concentraciones de sodio, potasio y calcio. (Garcia et
al., 2019). En consecuencia las neuronas y las células gliales se despolarizan
exageradamente por la entrada de sodio, cloro, calcio y agua al citoplasma; ocasionando un
incremento de glutamato, que conduce una hiperexcitacion de los receptores NMDA
ionotréficos y metabotréficos, y de los receptores AMPA, lo que confluye en un

incremento aun mayor de la concentracion de calcio intracelular, originando la muerte
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celular, un factor clave en los procesos que conducen al dafio neuronal irreversible (Arango
et al., 2004; Castillo, 2001).

Los tratamientos de ACVi en la prevencién del desarrollo de complicaciones y
buscando limitar la lesion originada, consiste en la restauracion de la perfusion cerebral, sin
embargo también se proponen otras estrategias que puedan proteger el sistema nervioso,
haciendo uso de un agente que prevenga la muerte neuronal inhibiendo, ralentizando o
deteniendo los procesos fisiopatoldgicos de una lesion del sistema nervioso o isquemia,
dichos mecanismos son denominados “neuroproteccion” (Moretti et al., 2015).

2.2.2 Neuroproteccion

La neuroproteccion en el ACVi hace referencia a la conservacion del tejido
comprometido por la isquemia, que de no ser tratado morira, est directamente relacionado
a la conservacion del area de penumbra, buscando conservar células neuronales, astrocitos,
pericitos y células endoteliales (Chamorro et al. 2020).

La neuroproteccion ha sido ampliamente estudiada con uso de diversos agentes,
teniendo resultados prometedores en estudios pre-clinicos, que sin embargo al llegar a fase
clinica no han demostrado ser viables (Pellegrini-Giampietro et al., 2004). Algunos
mecanismos de neuroproteccién en el ACVi considera alternativas como inhibidores de la
liberacion de glutamato, antagonistas de canales de calcio voltaje —dependientes,
antagonistas de los canales de NMDA, hiperpolarizantes de las membranas neuronales,
antiinflamatorios, entre otros (Castillo, 2001).

El &cido glutdmico o glutamato es el principal aminoacido excitador, el mas
abundante del sistema nervioso, calculandose que dos tercios de las neuronas de la corteza
cerebral son glutamatérgicas. Es considerado neurotransmisor por localizarse en vesiculas

pre-sinapticas, ser expulsado de terminales axdnicas ante la estimulacion, y tener receptores
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especificos, entre otros factores. Las neuronas glutamatérgicas extienden su accion a lo
largo del eje encefalomedular y el sistema nervioso periférico, teniendo terminales que
establecen gran proporcion de contactos con espinas dendriticas. Es principalmente
sintetizado a partir de glucosa y su funcion se ha relacionado a la sintesis de otras proteinas,
otros neurotransmisores y también a funciones de memoria vinculadas a potenciacion a
largo plazo a nivel de sinapsis (Brailowsky, 2002; Medina & Escobar, 2002)

Al ser un neurotransmisor excitatorio abundante en el sistema nervioso, es
potencialmente excitotoxico, parte de su homeostasis esté regulada por el astrocito que
recapta glutamato del espacio sinaptico. La presencia de glutamato extracelular se ha
relacionado con un efecto neurotdxico que induce pérdida neuronal, estando relacionado a
patologia como crisis convulsivas o accidentes isquémicos, en este sentido, algunos
estudios han demostrado que el uso de antagonistas del receptor de glutamato puede
proteger a las neuronas en estas patologias (Brailowsky, 2002)

En el ACVi se ha demostrado una relacién entre la presencia de glutamato y el nivel
de dafio cerebral, encontrando que en regiones del area afectada la liberacién de glutamato
varia y se correlaciona positivamente con el volumen del infarto y la extension de la
disminucion del flujo sanguineo, por lo tanto, hay una liberacion maxima de glutamato en
el nucleo del infarto y disminuye hacia la periferia del &rea de penumbra (Pellegrini et al.,
2004).

En consecuencia la regulacion del glutamato seria relevante en procesos
isquémicos, en este sentido Elphick & Egertova en el 2001 propusieron un modelo de
regulacién de neurotransmisores inhibitorios y excitatorios, donde la anandamida
sintetizada por las células post-sinapticas viaja a la célula pre-sinaptica para modular la

liberacion de neurotransmisores de los terminales pre-sinapticos en un proceso conocido
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como supresién de la inhibicion mediada por despolarizaciéon (DSI), denominado
inhibicién, cuando el neurotransmisor suprimido era acido a-amino butirico (GABA)
responsable de sinapsis inhibitoria. Pero también se describié un mecanismo similar para la
supresion de corrientes de glutamato (excitatorias) en un proceso conocido como supresion
de la excitacion mediada por despolarizacion (DSE) (Alger, 2012; Trattner et. al, 2013).
2.2.3 Sistema sensorio — motor

Es un sistema de organizacion jerarquico que abarca el cértex asociativo (porcion de
neocorteza parietal), el cortex motor secundario (corteza parietal posterior y la corteza
prefrontal dorsolateral), el cortex motor primario (giro pre-central del I6bulo frontal), los
nacleos motores del tronco encefélico y los circuitos motores espinales, cada uno tiene sus
propias estructuras neurales y realiza una funcion distinta y a la vez interconectada. Es un
sistema paralelo al sensorial, la diferencia radica en que mientras los sistemas sensoriales
procesan la informacion hacia arriba, el sistema sensoriomotor procesa la informacion
principalmente hacia abajo (Pinel, 2001).

Se ha demostrado la existencia de mapas somatosensoriales a través de las especies,
que son el mapeo topogréfico del epitelio sensorial periférico y otros parametros
sensoriales. Se desarrollan a partir de una combinacion de sefiales moleculares y
dependiente de la actividad de los procesos, ademas se co-localizan con neuronas
proximales con funciones similares. La mayor parte de estos mapas se encuentran en la
superficie del cértex parietal, sin embargo, no mantienen la misma estructura y se ha
observado que estos pueden cambiar en respuesta a la experiencia y a las lesiones (Harding-
Forrester & Feldman, 2018).

Las consecuencias comunes de un ACVi causan lesiones en el sistema nervioso,

afectando las funciones sensorio-motoras y de coordinacion (Ruan & Yao, 2020). Entre las
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mayores secuelas esta la paralisis de extremidades contralateral a la lesion, por lo que es
importante evaluarlas y considerar su simetria con el lado opuesto (Yu et. al, 2018). Siendo
que estos pacientes pueden presentar hemiparesia, monoparesia, temblores, entre otros
sintomas sensorio-motores.

Asi mismo, el sistema sensorio — motor estd intimamente vinculado a la adquisicion
de habilidades motoras, se sabe que el aprendizaje motor podria degradarse si la
consolidacién de la memoria motora es interferida. La corteza motora primaria (M1) juega
un papel importante en el aprendizaje motor y su consolidacién, sin embargo, algunos
reportes sefialan que lesiones en el cortex somatosensorial primario (S1) interfiere en toda
la funcion sensoriomotora en primates no humanos e interfiere en la creacion de nuevos
aprendizajes motores (Wali, 2020).

2.2.4 Memoria espacial

La memoria es una funcién cognitiva que permite fijar, conservar y evocar la
informacion recibida del medio, la informacion obtenida consciente o inconscientemente,
sera codificada para ser almacenada y posteriormente recuperada para su uso (Mesa &
Rodriguez, 2016). La recuperacion de esta informacion puede darse de manera voluntaria o
involuntaria, segun este funcionamiento la memoria a largo plazo se divide en dos
subsistemas: memoria declarativa (explicita) y memoria no declarativa (implicita),
respectivamente. La memoria declarativa incluye la memoria episddica, que hace referencia
a la fijacion, mantenimiento y recuperacién de experiencias asociadas a un espacio
(memoria espacial) y tiempo (memoria temporal); también incluye la memoria semantica
que procesa la informacidn necesaria para el lenguaje (Portellano & Garcia , 2014).La

memoria no declarativa incluye: priming, habilidades y habitos, aprendizaje asociativo
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(condicionamiento clésico e instrumental) y aprendizaje no asociativo (habituacion y
sensibilizacion) (Carrillo, 2010).

2.2.4.1 Psicobiologia De La Memoria. Los primeros estudios para identificar las
bases fisiologicas de la memoria en humanos se desarrollaron con ayuda de pacientes con
patologias a quienes se sometia a cirugias experimentales como tratamiento, es asi que
Milner y Scoville en 1957 reportan defectos de memoria generalizados en todos los
pacientes cuyas extirpaciones incluyeron porciones del hipocampo e incluso sefialan una
correlacion entre el grado de extirpacion del hipocampo y la gravedad de la pérdida de
memoria (Milner & Klein, 2015). Uno de los casos mas estudiados por Milner fue el
paciente H.M, a quien, para tratar la epilepsia, se le extirparon porciones mediales de
ambos Iébulos temporales, posterior a lo cual presentd una severa amnesia retrograda y
anterograda, si bien respondia dentro de la media a los test de memoria a corto plazo
posteriormente no recordaba su ejecucion, otro aspecto interesante fue que lograba mejorar
su desempefio al responder los test con menos errores que las primeras veces, pero él
manifestaba ser la primera vez que ejecutaba la actividad, mostrando una memoria
declarativa alterada y una memoria no declarativa conservada. De este modo, se identifico
un problema especifico en la memoria de consolidacion para trasladar las memorias de
corto plazo a largo plazo (Pinel, 2001).

El paciente H.M. present6 también alteraciones en la memoria espacial, reportan
que aparecia perdido a mas de dos bloques de su casa o iba a la casa donde se habia
mudado en vez de donde vivia, otro paciente con un dafio similar, llamado D.C. no podia
encontrar el camino al hospital donde habia sido residente por 11 afios. Esta desorientacién

espacial profunda se ha reportado en pacientes con amnesia y sefialan que esta forma de
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representacion espacial estaria asignada al hipocampo y asumen que los pacientes con
amnesia presentan una incapacidad de crear mapas cognitivos. (O keefe & Nadel, 1978)

2.2.4.2 Teoria De Los Mapas Cognitivos. Edwar Tolman fue el primero en referir
al constructo de “mapas cognitivos”, él realizd un experimento donde entreno ratas para
resolver un laberinto y llegar del punto A al H, siguiendo la ruta BCDEFG, una vez
obtenido su aprendizaje se les bloqueo la ruta C y se les dio 18 distintas alternativas para
Ilegar punto H, encontrando que el 36 % de los animales tomo el camino directo a la meta 'y
17% escogio la ruta bloqueada. A partir de este experimento y de una revision de trabajos
semejantes sefiald que si bien el aprendizaje inicial podria darse por estimulo-respuesta (E-
R), en la acumulacién en el sistema nervioso funcionan como “mapas cognitivos”, que son
el mecanismo psicoldgico que permitiria generar un mapa del ambiente, y este mapa
tentativo indica rutas y vinculos con el ambiente que determinarian la respuesta (Tolman,
1948). Esta linea de investigacion fue profundizada a través de experimentos de
electrofisiologia en ratas, donde hallaron que en el hipocampo habia neuronas especificas
de lugar que serian la base biolégica de los mapas cognitivos, permitiendo al individuo
reconocer sus movimientos a través del espacio (O"keefe & Dostrovsky, 1971). En adelante
Kaplan senalaria “el mapa cognitivo es un constructo que se ha propuesto para explicar
cémo los individuos saben de su entorno, supone que las personas almacenan informacién
sobre su entorno en una forma simplificada y en relacion con otra informacion que ya
conozcan, es como si un individuo llevara un mapa o modelo del medio ambiente en su
cabeza” (O’keefe & Nadel, 1978, p.77).

De este modo, los mapas cognitivos nos permiten desenvolvernos en el ambiente a
través de la creacion del espacio psicolégico, de forma que, si bien el espacio psicol6gico y

el fisico estan relacionados, el espacio fisico es el mundo exterior y el psicolégico son
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aquellas construcciones mentales abstraidas de la experiencia y las senso—percepciones del
mundo exterior que son organizadas en un érgano sensorial especializado, es un espacio
que no existiria sin la mente (O”keefe & Nadel, 1978). El almacenamiento de informacién
sobre la ubicacion fisica de objetos en el espacio hace referencia a la memoria espacial, y
una respuesta conductual observable y medible que se basa en la memoria espacial es la
navegacion, conocida como la capacidad de viajar de un lugar a otro; y la estrategia
utilizada para navegar puede ser egocéntrica o alocéntrica, seguin sea a partir del uso de
informacion organizada de sefales internas o externas del individuo, respectivamente
(Morellini, 2013).

Los estudios en animales, han sido Gtiles para comprender este proceso, puesto que
los animales requieren la memoria de lugares para recordar como esta distribuido su
ambiente, y asi desplazarse desde su madriguera a zonas potenciales fuentes de alimento o
de agua o zonas de refugio, es asi que uno de los experimentos que permitid reconocer esta
habilidad espacial en animales fue de Olton y Samuelson en 1976, quienes usaron un
laberinto radial de ocho brazos y colocaron alimento en cada brazo, observando el recorrido
y considerando como error cuando los animales recorrian un brazo del que ya habian
obtenido el alimento, los resultados mostraron que los animales no volvian a tomar caminos
ya recorridos, pese a que se reponga la comida o incluso se manipule su olfato; por lo que
concluyeron que los estimulos espaciales fueron la clave para encontrar un objeto en el
ambiente (Domjan, 2010).

Para recordar la ubicacién de objetos o encontrar el camino a través del ambiente
requerimos de la memoria espacial, que es la habilidad de codificar, almacenar y recuperar
informacidn sobre ubicaciones espaciales, su configuracién o rutas (Kessels et. al, 2001).

La cognicién espacial se obtiene a través de la exploracion, un comportamiento instintivo y
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conservado a través de las especies, donde interviene la memoria espacial, como la funcion
encargada de reconocer, codificar, almacenar y recuperar informacion espacial sobre la
disposicion de objetos o rutas (Carrillo, 2009).

A partir de los estudios anteriormente descritos, se identifica que la memoria
espacial es crucial para desplazarse a través del ambiente, para orientarse en referencia las
experiencias pasadas y se reconoce que en el hipocampo hay células especializadas para
Ilevar a cabo estas tareas.

2.2.5 Aprendizaje espacial

El aprendizaje es el proceso de adquisicion de nueva informacion que produce
cambios relativamente permanentes y permite adquirir habilidades, conocimientos y
conductas (Redolar, 2014). Este proceso se da tanto de manera consiente como inconsciente
y permite que los seres humanos y otros animales puedan adaptarse al medio, pues ambos
tienen una predisposicion al aprendizaje que permite responder a diversos eventos de
distintas formas, entre ellos reconocer como funcionan las cosas y consecuentemente saber
que esperar del ambiente, y al no suceder del modo esperado se da otro aprendizaje (Butler
& MacManus, 2014).

El aprendizaje ha sido explicado por maltiples teorias, inicialmente fue la teoria
conductista postulada por Watson, quien se enfoca en los cambios medibles del aprendizaje
reconociendo su disminucién, aumento o mantenimiento a través de la manipulacion de
variables, postulando que el comportamiento es moldeable por estrategias de
condicionamiento. Considerando limitaciones en la teoria conductista, Bandura agrega que
hay cambios de comportamiento por observacion y postula la teoria cognitiva por
aprendizaje observacional. Mas tarde, Piaget considera que el desarrollo explica el

aprendizaje y plantea la teoria constructivista, asemejando el desarrollo a una construccion,
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sefiala que el aprendizaje es una compleja interaccidn entre la maduracion del sistema
nervioso, la experiencia, la interaccion social, el equilibrio en el desarrollo mental y la
afectividad (Kay & Kibble, 2016; Rodriguez, 1999).

Posteriormente, trabajos como los de Spence y Lippit, en el que se expuso a ratas
sin hambre ni sed a un laberinto en “Y”, donde se les coloco comida en un brazo y agua en
el otro, para posteriormente dividirlas en grupos de ratas con hambre y otro con sed;
observaron que si bien las ratas no tomaron ni agua ni comida durante los entrenamientos,
durante la prueba fueron al brazo correcto segun la necesidad que tuviesen, lo que
demostraba que los animales habian conservado la informacion del ambiente y podian
manipularla segun sus necesidades (Tolman, 1948). Este fue uno de los experimentos que
llevaron a Tolman a postular los “mapas cognitivos” y la capacidad de los animales para
aprender y memorizar la disposicién espacial de un entorno y la posicion de objetivos u
objetos especificos dentro del mismo y su relacion entre si (Morellini, 2013).

2.2.5.1 Psicobiologia De Los Mapas Cognitivos. Donal Hebb fue otro estudioso
respecto a la comprension del condicionamiento clasico, donde el postulaba que una
neurona excitada tiende a disminuir su descarga frente a una neurona inactiva y tiende a
incrementar su descarga ante una neurona activa, por ello con la repeticién de esta
tendencia formaban rutas neurales que segun la repeticion se hacian cada vez mas sélidas
(Hebb, 1949). Afios mas tarde, este constructo fue explorado en los trabajos de O’Keefe y
Dostrovsky (1971), donde a partir de experimentos con electrofisiologia, evidenciaron que
cada vez que el animal se dirigia a un lugar especifico un grupo de células hipocampales se
activaba; denominandolas “células de locacion”, posteriores estudios de Moser y Moser
(2005) identificaron que este sistema neuronal constaba no solo con las denominadas

“células de locacion”, sino de multiples células funcionalmente especializadas que se
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activaban para la navegacion llamandolas “células en red”, las cuales generan un sistema
de coordenadas que permiten un posicionamiento y una busqueda de rutas preciso. Estos
dos ultimos trabajos fueron galardonados con el premio nobel de medicina o fisiologia del
2014 por su aporte al conocimiento de las células de posicionamiento en el cerebro
(Tolman, 1948; O’Keefe & Dostrovsky, 1971; Milner, 2005; Schiller et. al, 2015; Moser et.
al, 2017).

2.2.5.2. Estrategias De Navegacion. El aprendizaje permite un cambio en la
conducta a partir de la experiencia, para que exista una continuidad en este proceso es
fundamental el trabajo de la memoria. Ambos procesos se complementan a nivel neuronal,
en relacion a procesos de neuroplasticidad, a nivel cognitivo, donde la memoria permitira
codificar, conservar y evocar la informacién que luego podra ser utilizada en el aprendizaje;
y a nivel conductual puesto que la informacion externa es la que es procesada e induce
modificaciones en memoria y aprendizaje. Comprendiendo los procesos descritos
anteriormente es posible afirmar que para aprender se necesita memorizar (Aguilar et. al,
2010).

El aprendizaje y la memoria espacial se relacionan con la capacidad de adquirir y
retener asociaciones de las caracteristicas del ambiente que le permiten al organismo
desenvolverse en el espacio, un aspecto crucial para la supervivencia los seres vivos
(Alvarado et. al, 2011). El desarrollo de la habilidad de transportarse a través del ambiente
para satisfacer multiples necesidades, sin perderse, requiere memorizar rutas y ubicaciones,
esta es la habilidad de navegacion espacial, para la cual puede utilizarse pistas distantes del
ambiente para navegar (alocéntrica) o usando pistas internas como basadas en los propios
movimientos (egocéntrica) (Vorhees & Williams, 2014). Para la resolucion de tareas

espaciales los roedores han mostrado formas de navegacion por orientacion, guia,
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cartografica y de integracion de la ruta, las dos primeras mas relacionadas a un aprendizaje
por asociacion de estimulos, en el aprendizaje cartogréafico implica uso de sefiales distales
con las que el animal forma una representacion de su entorno (mapa cognitivo) y en la
integracion incluye el uso de las sefiales distales y sefiales internas de referencia; estas
estrategias de navegacion espacial parecen depender de algunos sistemas de memoria
(Vicens et. al, 2003).

Uno de los modelos para explorar la memoria y aprendizaje espacial fue
desarrollado por Morris en 1981, cuyo experimento consistia en colocar a la rata dentro de
una piscina circular rellena de agua opaca de forma que no se viera la plataforma (zona
segura) a la que podian escapar, el ambiente ademés contaba con sefiales distales con la
intencion de inducir el procesamiento espacial. Durante el entrenamiento se mantuvo el
mismo punto de partida, sin embargo, el dia de la prueba se las colocé en diferentes puntos
de inicio, y se observé que las ratas podian llegar con éxito sin importar el punto de partida,
concluyendo que habian formado un mapa espacial del ambiente y que las sefiales distales
serian suficiente para promover una estrategia espacial (Domjam, 2001).

Posteriormente, Morris continuo el experimento realizando una comparacion de 4
grupos, donde podrian escapar navegando a una plataforma colocada por encima o por
debajo de la superficie del agua en una ubicacién fija o variada segun el grupo. De este
modo los animales aprendieron a encontrar la plataforma rapidamente, excepto con el
grupo que tuvo la plataforma oculta con posicion variada, ademas presentaron una
direccionalidad para llegar a meta. Las siguientes fueron pruebas de transferencia en la que
se movio o elimino la plataforma, el grupo entrenado con un lugar fijo present6 un fuerte
sesgo espacial para la primera posicién y mostraron latencias mas cortas para aprender la

nueva ubicacidn. Los resultados apoyaron la nocion de que la localizacion distal es
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suficiente para promover la estrategia de busqueda espacial en ratas entrenadas. (Kapadia
et. al, 2016).

Carol Barnes (1979) también estudié la habilidad de aprendizaje espacial y sus
cambios por el envejecimiento, para lo cual realiz6 un experimento con ratas jovenes y
seniles a quienes expuso a una plataforma circular y utiliz6 la tendencia de los roedores a
evitar las superficies abiertas y muy iluminadas, de forma que estas buscaran un espacio
cerrado y oscuro, promoviendo asi la basqueda de un lugar en particular (zona segura).
Baséandose en los trabajos de mapas cognitivos supuso que las ratas en una situacion de
laberinto circular tendrian aprendizaje espacial, posteriormente ella demostrd esta
suposicion encontrando una curva de aprendizaje que presentaba latencias cada vez mas
cortas para encontrar la zona segura en el transcurrir de los dias.

2.2.6 Hipocampo

Es una ldmina curvada de corteza que esta plegada en la superficie media y basal
del 16bulo temporal, consta de tres partes mayores: el giro o circunvolucion dentada, el
subiculo y el hipocampo propiamente dicho. Desde el punto de vista fisioldgico ha sido
dividido en tres regiones, en sentido lateral medial: Cuernos de Amon (CA1, CA2y CA3)
(Aguirre, 2015|). Esta estructura ha sido observada en multiples animales, por lo que se
considera homologa a través de las especies. En conjunto, estas estructuras estan
encargadas de la formacién de memorias a largo plazo de la experiencia diaria,
denominadas memorias episddicas, el dafio del hipocampo interfiere con la capacidad de
creacion de nuevas memorias, sin embargo, no impide acceder a las memorias anteriores
(Kandel et. al, 2013)

Las funciones del hipocampo estan asociadas con funciones cognitivas,

particularmente con el aprendizaje y la memoria (Seo et al., 2014). En concordancia,
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estudios realizados con ratas sometidas a lesiones temporales mediales, muestran que el
proceso de adquisicion, retencion y recuperacion de la memoria declarativa estan
deteriorados al momento del aprendizaje, por consiguiente, el hipocampo y el giro dentado
son necesarios para codificar y consolidar los recuerdos de acontecimientos y objetos en un
tiempo determinado (Portellano & Garcia, 2014). Solis & Lopez (2009) refieren que el
hipocampo juega un papel critico en la creacion de nuevos recuerdos, asi como en el
procesamiento de memoria declarativa y espacial.

2.2.7 Lepidium meyenii (maca)

La maca (Lepidium meyenii) es una planta que se encuentra en la regién de los
andes centrales del Perd, pertenece a la familia Brassicaceae, cultivada a grandes altitudes
(4000 - 4500 metros) en tierras caracterizadas por ser rocosas, pobres y estériles, con
presencia de espacios soleados, fuertes vientos y bajas temperaturas. Durante afios ha sido
conocida por la poblacion por sus propiedades energéticas, en la mejora del aprendizaje y
en beneficio del sistema reproductivo, sin embargo, este conocimiento ha sido corroborado
por la ciencia durante las ultimas décadas, evidenciando propiedades antioxidantes,
energizantes, mejora la tasa de crecimiento, el deseo sexual e incrementa el volumen
seminal (Gonzales, 2012; Sifuentes et. al, 2015).

La maca esta compuesta por proteinas, lipidos, carbohidratos, fibras, minerales y
cenizas; asi mismo posee acidos grasos insaturados y acidos grasos poliinsaturados
(macaenos y macamidas), que son consideradas marcadores quimicos porque no han sido
encontrados en otra especie de Lepidium. Las macamidas pertenecen al grupo de
metabolitos secundarios encontrados en la raiz de la maca, siendo estos acidos grasos
saturados e insaturados los que han demostrado tener un posible efecto neuroprotector por

inhibicién de la FAAH (Sifuentes et al., 2015)
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Otras propiedades de la maca estan relacionadas a su posible efecto neuroprotector,
a partir de estudios in vitro en neuronas de cangrejo sometidas a estrés oxidativo e in vivo
en ratas inducidas a isquemia cerebral focal, donde fueron tratadas con extracto pentanico
de maca; se encontrd una preservacion del tejido. En el estudio in vitro habia una mayor
conservacion en dosis més altas, sin embargo, en el modelo in vivo las dosis de 0.3 mg/ kg
redujo el tamafio del infarto, mientras que las dosis de 10 mg/kg y 30mg/kg incrementaron
el tamafio del infarto, ambos modelos confirman el posible efecto neuroprotector del
extracto pentanico de maca (Pino-Figueroa et al., 2010).

Estudios posteriores identificaron los mecanismos relacionados a este efecto
neuroprotector, sefialando que las macamidas tienen un efecto inhibitorio en la amida
hidrolasa de &cido graso (FAAH), enzima responsable de la degradacion endocannabinoide
en el sistema nervioso (Vu, 2012). Posteriormente Wu y colaboradores en el 2013
analizaron 11 de las 19 macamidas sintetizadas, sefialando que 5 tienen un potente efecto
inhibitorio en FAAH, y que estas son derivadas de &cidos oleicos, linoléicos, linolénicos y
benzilamina o 3 methoxibenzilamina. Asi mismo, Almukadi y colaboradores (2013)
refieren que la macamida N-3-methoxibenzil — linoleamida es un inhibidor tiempo
dependiente mixto y con mecanismo no competitivo, sugiriéndola como un potencial
analgésico, anti inflamatorio y neuroprotector. En 2018, caracterizaron el efecto inhibitorio
de 4 macamidas sobre la actividad de FAAH, refiriendo que N-Bencil-(9Z,122)-
octadecadienamida presenta el mayor efecto inhibidor en FAAH, funcion relacionada a la
cantidad de enlaces dobles de esta macamida, afiadiendo que las macamidas con dobles
enlaces tendran una mayor inhibicién de FAAH y este seria dependiente de la

concentracion (Alasmari et. al, 2019).
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A partir de los estudios anteriores, se sugiere el uso de macamidas aisladas como
inhibidores de la principal enzima sintetizadora de endocannabinoides en el sistema
nervioso, enzima del 4cido graso amida hidrolasa (FAAH por sus siglas en inglés “fatty
acid amide hydrolase”). También se ha demostrado que el sistema endocannabinoide esta
involucrado en la neuroproteccion, asi como en efectos inflamatorios, antioxidantes y
analgésicos (Almukadi et al., 2013).

2.2.8 Sistema endocannabinoide

El sistema endocannabinoide estd compuesto por dos receptores cannabinoides
acoplados a proteina G identificados como CB1 y CB2 (Grotenhermen, 2006) y por
ligandos enddgenos que son derivados de acidos grasos, que se acoplan a dichos receptores.
El receptor CB1 esta mayormente expresado en los sistemas nervioso y reproductivo,
mientras que el receptor CB2 se encuentra principalmente en células del sistema inmune
(Alarcon, 2016).

Este sistema contiene ligandos enddgenos o endocannabinoides identificados como
anandamida o araquidoniletanolamina (AEA) y 2-araquidonoilglicerol (2-AG). Son
degradados por enzimas hidrolasas, AEA se degrada de la amida hidrolasa de acido graso
(FAAH), mientras que 2-AG se degrada de FAAH y monoacilglicerol lipasa (MAGL).
Entre algunas caracteristicas de estos ligandos esta su liberacion retrograda y a demanda,
puesto que son liberados de la neurona post — sinadptica a la pre-sinaptica, solo son
sintetizados y liberados en respuesta al aumento del calcio intracelular (Pertwee, 2015).

Asi también, los endocannabinoides regulan retrogradamente la neurotransmision
sinaptica, modulando neurotransmisores como el glutamato y el &cido gammaaminobutirico
(GABA). Después de ser sintetizados, los endocannabinoides son liberados por terminales

postsinapticas, viajan por la hendidura sinaptica para unirse y activar los receptores
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cannabinoides (CBR) en la membrana presinéptica, donde se activara una cascada
metabolica que inhibira la liberacion de neurotransmisores. Dependiendo de si la
transmision es de GABA o glutamato, dicha inhibicion presinaptica de la liberacion de
neurotransmisores por endocannabinoides puede conducir a dos formas diferentes de
plasticidad sindptica, la activacion de CBR en terminales axonicos de neuronas gabaérgicas
media la supresion de inhibicion inducida por despolarizacion (DSI), mientras que la
activacion de CBR en los terminales axénicos de las neuronas glutamatérgicas media la
supresion de la excitacion inducida por despolarizacién (DSE). Esta sefializacion esta
ampliamente distribuida por todo el sistema nervioso central (Alger, 2012; Scherma et al.,
2019; Trattner et al., 2013).

Se ha demostrado que el sistema endocannabinoide esta involucrado en la
neuroproteccion, asi como en efectos inflamatorios, antioxidantes y analgésicos (Almukadi
et al., 2013). Diversas investigaciones han mostrado un incremento de expresion de
receptores de CB1y CB2 durante la isquemia, encontrando que la inhibicién de la
activacion del receptor CB1 es protectora mientras, la inhibicién de la activacion del
receptor CB2 incrementa el dafio (Zhang et al., 2008).

2.3 Hipotesis
2.3.1 Hipbtesis general

Las macamidas sintéticas pueden ejercer efecto neuroprotector en la reduccion del

area de infarto, la conservacién de la respuesta sensorio-motora y alivio del deterioro de

memoria y aprendizaje espacial causados por isquemia cerebral focal en ratas.
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2.3.2  Hipotesis especificas

e Las macamidas sintéticas pueden ejercer efecto neuroprotector en la reduccion
del area de infarto en un modelo animal experimental de isquemia cerebral focal.

e Las macamidas sintéticas pueden ejercer efecto neuroprotector a través de la
conservacion de la respuesta sensorio-motora en un modelo animal experimental de
isquemia cerebral focal.

e Las macamidas sintéticas pueden ejercer efecto neuroprotector a través de la
preservacion de memoria espacial en un modelo animal experimental de isquemia cerebral
focal.

¢ Las macamidas sintéticas pueden ejercer efecto neuroprotector a través de la
preservacion de aprendizaje espacial en un modelo animal experimental de isquemia
cerebral focal.

2.4 Variables
2.4.1 ldentificacion de variables
o Variable Independiente (V1): macamidas semi- sintéticas

o Variable Dependiente (VD): efecto neuroprotector
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2.4.2 Operacionalizacion de variables

Tabla 1

Operacionalizacion de variables

Repositorio Digital

VARIABLE DEFINICION DIMENSION INDICADOR ESCALA VALORES
Aplicacion de las
s macamidas
Son acidos grasos saturados e sintéticas. dosis: G SHAM
Macamida insaturados  que  han ama/ka 1P. 30 - Grupo ACV 1o VEH
INDEPENDIENTE sintética  demostrado tener un posible m'r? rg-M’CAO Nominal ~ ~'2fupo tio :
(MCH1) efecto neuroprotector por In pre y - Grupo ACV tto MCHL.
inhibicion de la FAAH. tratamiento un
dia post -MCAO
por 10 dias
Superficie de
Voilsgﬁr; de tejid_o necrosadg Proporcion Porcentaje
Hace referencia a cualquier med'd‘? en mm-.
estrategia con el objetivo de Latencia de
proteger el sistema nervioso, Respuesta respuesta
haciendo uso de un agente  gensorio - Frecuencia de Intervalo Puntaje - Tiempo
Efecto que previene la muerte motora errores
DEPENDIENTE neuropro-  neuronal inhibiendo, Puntuacion por
tector ralentizando o deteniendo los escala Simetria
procesos fisiopatoldgicos de
una lesion del sistema Mermoria Tiempo que
NErvioso o 1squemia. espacial y demora en Intervalo Tiempo

aprendizaje

encontrar el lugar
seguro.
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2.5  Definicion de Términos Basicos

e Accidente cerebro vascular: afeccion neuroldgica focal o general de aparicion
stbita y de presunto origen vascular, que perdura mas de 24 horas o causa la muerte (OMS,
2005).

e Isquemia: interrupcidon del flujo sanguineo a causa de un codgulo, una burbuja de
grasa o aire o vasoconstriccion (Grysiewicz et al., 2008).

e Neuroproteccion: conservacion del tejido comprometido por la isquemia, que de
no ser tratado morira. Busca conservar células neuronales, astrocitos, pericitos y células
endoteliales (Chamorro et al., 2020).

e Macamidas: grupo de metabolitos secundarios presentes en la raiz de Lepidium
meyenii (maca), son acidos grasos poliinsaturados Unicamente encontrados en esta especie
de Lepidium (Sifuentes et al., 2015).

e Memoria espacial: habilidad de codificar, almacenar y recuperar informacion
sobre ubicaciones espaciales, su configuracion o rutas. (Kessels et. al, 2001).

e Aprendizaje espacial: es la capacidad de adquirir y retener asociaciones de las
caracteristicas del ambiente que permite al organismo desenvolverse en el espacio
(Alvarado et. al, 2011)

e Anandamida: o araquidoniletanolamina (AEA), es un ligando enddgeno del

sistema endocannabinoide (Pertwee, 2015).
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Capitulo I11: Método

3.1  Alcance del Estudio

La presente investigacion es de alcance explicativo, puesto que busco explicar la
ocurrencia de un fenémeno por medio del empleo de métodos y disefios validos y
rigurosos; ademas estos estudios requieren el planteamiento explicito de hipotesis que
permitan explicar tentativamente la ocurrencia de un fendmeno (Hernandez et. al, 2014;
Sanchez & Reyes, 2015). En este caso se pretendio explicar potencial efecto neuroprotector
de la macamida sintética en la reduccion del area de infarto, la conservacion de la respuesta
sensorio-motora y alivio del deterioro de memoria y aprendizaje espacial causados por
isquemia cerebral focal en ratas.
3.2  Disefio de Investigacion

La presente investigacion es de tipo experimental, con disefio experimental puro
(Hernandez et al., 2014; Sanchez & Reyes, 2015), puesto que se manipulo la variable

independiente en tres grupos experimentales, representados a continuacion:

AGsHAM OsHAM X 0, 1sHam
AGv.acv Ov-acv Xv 0, lv-acv
AGwm-acv Om-Acv Xm 0, Im-acv

Donde:

G: Grupos Experimentales

A: Aleatorio

GsHam: Grupo sham sin acv y tratamiento con suero fisiologico.
Gv-acv: Grupo ACV con tratamiento de vehiculo

Gwm-acv: Grupo ACV con tratamiento de macamida sintética

X: suero fisiolégico al 9%
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Xv: Tratamiento vehiculo por 10 dias.

Xwm: Tratamiento con macamida sintética 3mg/kg por 10 dias.
0: Test de Barnes

1: Evaluacion sensorio-motora

Este serd ejecutado como se muestra en la figura a continuacion:

Figura 1

Disefio experimental

Test de Barnes l Test de Barnes

v

Tratamiento
(3 mglkg)

3.3  Sujetos

Se utiliz6 ratas machos Sprague Dawley con pesos de 280 a 310g y con una edad de
2 a 3 meses, provenientes del Bioterio de la Universidad Andina del Cusco, donde fueron
alojados 4 animales por caja, a una temperatura de 24°C, con humedad del 34%, teniendo
ciclos de luz — oscuridad de 12 horas, con alimento y agua ad libitum.
3.4  Muestra

El tamafio de la muestra fue calculado mediante el método de analisis de poder,
considerando los pardmetros de: tamafio de efecto (alto), error tipo | (considerando el nivel
de significancia al 5% (p=0,05), poder del estudio (95%). El célculo de tamafio de la

muestra para cada experimento fue realizado con ayuda del software G*Power3.1.9.7.

DERECHOS DE AUTOR RESERVADOS




Universidad
. Andina Repositorio Digital

del Cusco

A continuacion, se detalla el calculo de la muestra de los grupos experimentales. El
test estadistico utilizado fue ANOVA de 1 via para variables independientes de un factor
(ratas machos), en 3 grupos de estudio establecidos para el tratamiento seguido de
isquemia. Asi, se obtuvo una estimacion minima de 11 animales por grupo y se trabajo con
35 animales de la cepa Sprague dawley con pesos de 280 g a 310 g para todo el proyecto. A
continuacion, se detalla el anélisis del tamafio de muestra y poder de anélisis para volumen
de infarto para cuatro grupos de tratamiento en 2 set de tiempos de anélisis:

Tabla 2

Analisis del tamafio de muestra

F tests - ANOVA: Fixed effects, omnibus, one-way
Analysis: A priori: Compute required sample size

Effect size f 0.70

o err prob 0.05

INPUT Power (1-B err prob) 0.95
Number of groups 3

Noncentrality parameter A=17.6400000

Critical F 3.28849177
Numerator df 2
OUTPUT Denominator df 33
Total, sample size 36

Actual power 0.9574624
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Figura 2
Analisis del tamafio de muestra
F tests - ANOVA: Fixed effects, omnibus, one- way

Mumber of groups = 3, a err prob = 0.05, Effect sizef = 0.7

35

Total sample size
o w
(1] [=]
| 1

B
=
1

15 == T T T T T T T T T T T T T T
0.6 0.65 0.7 0.75 0.8 0.85 0% 0.95
Power (1- B err prob)

3.5  Técnicas e Instrumentos de Recoleccion de Datos
3.5.1. Procedimiento quirargico por oclusién de la arteria cerebral media (MCAOQ)

Se utilizé el modelo de oclusidn filamentar de la arteria cerebral media
seguido de la reperfusion, descrito por Koizumi (1986) y modificado por Longa
(1989), realizando el procedimiento descrito a continuacion:

1. Se anestesi6 a las ratas con Ketamina—xilasina (60 mg/kg—7 mg/kg de peso, su
temperatura fue monitoreada y mantenida a 37 °C con el soporte de una manta
térmica para iniciar el procedimiento quirurgico.

2. Se posiciono al animal de cubito dorsal, dejando visible y limpia la zona de
cuello para realizar una incision longitudinal en la linea media de la arteria
carotida comun (ACC).

3. Se prosiguid con la separacion del masculo digéstrico y esternocleidomastoideo

hasta dejar visible la ACC y separarla cuidadosamente del nervio vago. Dejando
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expuesta la ACC y sus bifurcaciones: la arteria carétida externa (ACE) y la
arteria carétida interna (ACI).
4. Seguidamente se interrumpio el flujo sanguineo de la zona inferior de la ACC y
del inicio de su bifurcacion entre la ACE y la ACI.
5. Inmediatamente después se bloque6 temporalmente la ACI.
6. Se realiz6 una incision a nivel de la ACC para la introducir el filamento de
oclusién, mono nylon 4,0 con 17 a 20 mm de longitud, en direccion retrégrada a
la ACE, progresando hasta la arteria cerebral media (ACM).
7. Se dejo al animal anestesiado y monitoreado por el tiempo de oclusion.
8. Pasado el tiempo de oclusion, se inicio la reperfusion, se retiro el filamento
introducido y se bloqued la ACC sobre la incision realizada para evitar
sangrado, mientras que el bloqueo de la ACE fue liberado restaurando el flujo
sanguineo.
9. En este punto, el animal fue suturado y devuelto su caja para recuperacion.
3.5.2. Tratamiento con macamida sintética

El tratamiento fue efectuado con la macamida sintética N-9Z, 12Z bencyloctadeca —
dienamide (MCHZ1). Fue administra 50 mg de la MCH1 diluida en una solucion
conteniendo 0.5 mL de polietilenglicol 600 (PEG 600) y 0.5 mL de dimetil sulfoxido
(DMSO) para obtener una concentracién final de 50 mg/mL. Esta solucion concentrada fue
diluida en solucion salina al 0.9% a una concentracion de 2 mg/mL para obtener una dosis
de 3 mg/kg, la cual fue administrada via intraperitoneal (IP). La primera administracion fue
realizada 30 minutos previos a la induccion del ACVi. Al dia siguiente se inicid la

aplicacion de MCH1 a dosis de 3mg/kg, por via IP, a cada 24 horas por 10 dias. La
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solucion de MCH1 preparada el mismo dia de la administracion y fue mantenida a una
temperatura de 50°C hasta antes de su administracion.
3.5.3. Evaluacion sensoria — motora

Para la evaluacion sensorio-motora se utilizaron las tres pruebas descritas a
continuacion:

a. Escala neuroldgica de Garcia modificada. Disefiada por Garcia (1995) para
evaluar la funcién motora, sensitiva y los comportamientos exploratorios en modelos
animales de MCAO (Garcia, et. al,1995), modificada mas por tarde por Yeh, Tang, Tsali,
Jeng y Hsieh (2018) obteniendo mayor fiabilidad y predictibilidad. Esta prueba cuenta con
siete evaluaciones que fueron puntuadas de 0 a 3 como se describe en la Tabla 3. Para su
ejecucion se requiere una caja de campo abierto de 50 por 50 cm con paredes transparentes,
una malla de 25 por 35 cm, con 2.5 por 2.5cm de ancho entre celdas y un instrumento para
estimular la respuesta sensorial.

Tabla 3

Evaluacién neurolégica de Garcia modificada

PRUEBAS DESCRIPCION 3 2 1 0
Observacion de la
habilidad de . El animal se .
) El animal se El animal no se
- aproximarse a los mueve, pero no No presenta
Actividad . mueve y . levanta y .~ %
; bordes superiores de . se aproxima los ningun
espontanea .~ aproxima a los 4 raramente  se I
las 4 paredes de la caja . 4 lados de la movimiento.
; lados de la caja. . mueve
durante 5 minutos. caja.
. Sostener a la rata por la Lado izquierdo La pata La pata
Movimient . delantera
o cola para observar la Las 4 patas se con se extiende .~ . delantera
0 simétrico _. . . . izquierda o
simetria de entienden con menos O mas izquierda no
de las 4 - . . presenta el
movimiento de sus 4 simetria. lento que el otro . presenta
patas minimo -
patas. lado. L movimiento.
movimiento.
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PRUEBAS DESCRIPCION 3 2 1 0
. i Ambas patas Ellado izquierdo El lado
Estiramien : . . . o El lado
Caminata con las patas estan extendidas con se extiende izquierdo A
to de las . . izquierdo no
delanteras mientras es y tiene una menos o0 hay presenta el
patas . . ey e presenta
sostenida por lacola.  caminata desviacion ~ al minimo S
delanteras o . o movimiento.
simétrica. caminar. movimiento.
Alcanza la cima
Observacion en 3 20 1vezusando Fallaenescalar
intentos para que el Alcanza la cima lamufiecaenvez hacialacimao
Escalada y animal alcance lacima en los 3 intentos de la mano, tiende a
prension de la malla escalando con una escalada inclinando el caminar en
simétricamente  con simétrica. tronco o con circulos en vez
ambas patas. escalada de escalar.
asimétrica.
Observacion de la Gira la cabeza :
- : ) Reacciona lento No responde
Sensibilida  respuesta hacia el estimulo . .
. : . L hacia el lado hacia el lado
d corpérea propioceptiva al yreaccionaigual ._ .
; izquierdo. izquierdo.
estimulo. a cada lado.
. Respuesta
Observacion de  la simgtricaal irar
Respuesta  reaccion al toque de gire Respuesta lenta No responde
la cabeza hacia .
al toque de cada lado de los . del lado hacia el lado
. X . el estimulo o . . L
bigotes bigotes con un objeto izquierdo. izquierdo.
respuesta
delgado. .
sorpresiva.
Observacion de la .
. . . No presenta Presenta El animal se
Caminata  caminata en circulos . )
. . caminata en caminata en levanta 0
encirculos espontdnea en un . :
circulos. circulos. camina.

campo abierto.

Nota: Adaptada y traducida de Yeh, Tang, Tsai, Jeng, Chen & Hsieh, 2018.

Schallert, Upchurch, Lobaugh y Farrar, es una prueba de estimulacién tactil bilateral en

ratas disefiada para detectar la respuesta sensorio-motora y su simetria. Para cuantificar

b. Prueba de retirada de cintas adhesivas. Descrita por primera vez en 1982 por

dichos parametros fue medida la latencia, considerando el tiempo que demora la rata desde

el inicio de la prueba hasta detectar la cinta (sensibilidad) y el tiempo hasta retirarla
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(motricidad), referido como tiempo de latencia (Schallert, Upchurch, Lobaugh y Farrar,
1982, Ruan & Yao, 2020).

Para el desarrollo de la prueba se colocé al animal en una caja transparente después
de colocar dos cintas adhesivas del mismo tamafio en las partes sin pelo de cada pata
delantera. Las cintas fueron aplicadas con la misma presion en cada extremidad. Cada
prueba tuvo una duracion de 180 segundos y se midio la latencia para detectar la cinta en
cada pata (contralateral — ipsilateral);-y la latencia para retirar la cinta de cada pata
(contralateral — ipsilateral). Esta evaluacion fue realizada con 3 dias de pre-entrenamiento
antes de la cirugia, con 3 ensayos por dia, para que las ratas se familiaricen con la
evaluacion. La evaluacion fue repetida al tercer y décimo dia posterior a la induccién del
ACVi (Zarruk et. al, 2011).

c. Prueba de caminata en malla. Descrita por primera vez por Hernandez y
Schallert en 1988, una prueba que mide la funcién sensoriomotora, coordinacién motora y
déficit durante la locomocion. Esta prueba nos permite detectar el dafio motor posterior a
un dafio cerebral en modelos animales, para lo cual se requiere un periodo de entrenamiento
previo y posterior a la induccion del ACVi (Hernandez & Schallert, 1988; Zarruk et. al,
2011). Esta prueba fue realizada con pre-entrenamiento 2 dias previos a la oclusién y fue
continuada el tercer y décimo dia post ACVi.

Consisti6 en colocar al animal en una malla con rendijas de 2.5 x 2.5cm, elevada y
abierta de 60 x 40cm, con una pendiente de entre 20° y 40°. Sobre esta malla inclinada el
animal fue colocado para que camine en un tiempo de 180 segundos. Para cuantificar el
funcionamiento motor fue realizado un conteo del nimero errores o de veces que el animal

desliz6 una pata entre la rejilla abierta de la malla. EI nimero de errores del lado ipsilateral
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y contralateral fueron comparados, para ello se coloc6 una cAmara de video por debajo de la
superficie (Chao et. al, 2012; Schhar et. al, 2010).
3.5.4. Laberinto de Barnes

El laberinto de Barnes fue descrito por primera vez en 1979 por Carol Barnes, con
el objetivo de evaluar memoria y aprendizaje espacial en ratones o ratas. Consiste en una
plataforma circular de 1.22 metros de didmetro con una elevacion a un metro de altura. Su
disefio generalmente varia segun la cantidad de agujeros de la periferia (12 y 20 agujeros)
conteniendo debajo del sistema una caja de escape (Rosenfeld y Ferguson, 2014).

La evaluacion fue realizada en un ambiente de aproximado de 20m?, donde el
experimentador se posiciond a una distancia de al menos 122cm del laberinto. La sala de
experimentacion fue preparada colocando pistas visuales en las paredes a 15cm de la altura
de la plataforma, y una videocamara fue colocada a 1 metro y medio sobre la plataforma
para la recoleccion de datos. Asimismo, fueron colocados estresores de luz (500 w) y
sonido (90db) sobre la plataforma (Gawel et al.,2018)

Al inicio de cada prueba se realiz6 monitoreo de la temperatura y humedad de la
sala, asi como el control de los sonido y ventilacion del ambiente. Asi mismo, luego de
cada ensayo, el laberinto fue limpiado usando etanol al 70% para controlar las pistas
olfatorias.

Se disefié un protocolo segun los objetivos del estudio, donde se realizé una
evaluacion pre y post tratamiento siguiendo el protocolo descrito en la Tabla 4. Las etapas
de habituacion al sistema, entrenamiento de adquisicion y dia de prueba se realizaron
previo a la MCAO y 5 dias después de la misma, el dia 6 se inicio el entrenamiento reverso
y posteriormente la prueba de aprendizaje reverso. Antes de iniciar el protocolo se dieron

dos dias de adaptacion a la sala de 2 horas cada uno.
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Tabla 4

Protocolo de prueba del laberinto de Barnes

Repositorio Digital

ETAPA , ,
B DESCRIPCION ESTRATEGIA PUNTUACION
- DIAS
1. Adadir el tinel de escape a la plataforma y ’
o ) ) Cada prueba Los pardmetros a evaluar
bloquear los otros, ademas afiadir la pista visual )
] realizada es son:
que permanecerd todas las fases. . )
] clasificada como: 1. LATENCIA: tiempo
2. Ubicar la rata en el centro de la plataformay ] ]
. ) hasta ubicar el tunel de
. . permitirle explorar durante hasta que ingrese al o
Habituaci i ) Espacial: ir directo escape.
) . tlnel de escape 0 1 minuto. ]
on - dia 3. . ) al tunel de escape
3. Se le permite estar en el tunel de escape por 2
. con 3 0 menos 2. ERROR: comprobar
minutos. . . ]
o ] errores, incluyendo cualquier agujero que
4. Limpiar la plataformay el tinel de escape con o ;
errores primarios. no sea el tunel de
etanol al 70%.
. i escape.
*Solo se realiza una vez al dia. ) o
Lo ) Serial: pasa la Errores primarios:
1. Afadir el tinel de escape a la plataforma en una ] ]
o ] mayor parte del namero de agujeros
locacion diferente a la de la prueba anterior. . )
) ) o tiempo en la incorrectos probados
2. El entrenamiento consiste en una prueba diaria de . . ) .
) . periferia, haciendo antes de ubicar el tinel
basqueda del tunel de escape, hasta que lo logre o )
) busquedas de escape.
durante 3 min. ) .
sistematicas en
3. Secoloca a la rata en el centro de la plataforma, )
) ) . ) . sentido de las TIEMPO
cubierta por una caja de plastico gris. Después de ) )
) ) ) agujas del reloj o ACUMULADO:
Entrenam 15 segundos se retira la caja y se permite explorar ] ]
] . ] i contrarios hasta Es el tiempo que la
iento de el laberinto mientras se agrega estimulos de alta ) i
L . ] . ] localizar el tinel de rata permanece en la
adquisicié intensidad (luz, sonido) que induzcan la conducta
. ) . . escape. zona donde
n previa— de escape. Si pasado el tiempo el animal no .
] ) ) anteriormente se
diadal 7. ingreso a la caja de escape, se coloca a la por 30

segundos antes de retirarla.

4. Limpiar la plataforma y el tGnel de escape con

etanol al 70%.
*Se repite el entrenamiento tres veces al dia.

1. 24 horas después del 4to dia de entrenamiento de
adquisicidn se realiza una prueba de 90 segundos

blogueando el tlnel de escape.

Aleatoria: cruzar el
centro del laberinto
multiples veces
verificando varios
agujeros, incluye
los ingresos

fallidos al tunel de

encontraba el tinel de
escape, se considera el
agujero de escape y
los dos adyacentes a

este.
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ETAPA . ,
B DESCRIPCION ESTRATEGIA PUNTUACION
- DIAS
Prueba — 2. Se administra de modo similar a las pruebas de escape dentro de
dia8y 13 adquisicién, colocando a la rata en el centrode la  los 3 minutos.

plataforma para iniciar la prueba.

3. Se graba la latencia primaria, errores y tiempo
acumulado en la zona correcta (donde
anteriormente estaba el tlnel de escape y los dos
agujeros adyacentes).

* Esta prueba solo se realiza una vez al dia.

1. Se cambia la locacion de la zona del tanel de

Entrenam escape, entre 100° - 180° de donde estaba
iento de anteriormente.

aprendiza 2. El entrenamiento consiste en la busqueda del

je reverso tlnel de escape hasta ingresar o durante 3 min.
—dial4- 3. Serepite el proceso del entrenamiento de
17 adquisicion.

*Se realiza tres veces al dia.
1. 24 horas después del entrenamiento, se realiza
una Unica prueba de 90 segundos bloqueando el

tanel de escape.

Prueba de
) 2. Secoloca a la rata en el centro de la plataforma
aprendiza o
) para iniciar la prueba.
je reverso S )
dia 18 3. Se graba la latencia primaria, errores y tiempo
—dia

acumulado en la zona correcta (donde
anteriormente estaba el tlnel de escape y los dos
agujeros adyacentes).
Nota: Traducido y adaptado de Pitts, 2018; Rosenfeld & Ferguson, 2014; Gawel, et.al. 2018

3.5.5. Evaluacién de dafio morfoldgico

Después de 10 dias de tratamiento, las ratas fueron sacrificadas con el fin de hacer
coloracion in vitro de sus encéfalos con 2,3,5 - cloruro de trifeniltetrazolium (TTC) al 1% y
medir el dafio cerebral producido por la isquemia. Para este propésito los animales fueron

anestesiados con dosis letal anestésico/analgésico Ketamina/Xilazina (KET-A-XYL),
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posteriormente decapitados con guillotina y los encéfalos fueron cuidadosamente extraidos
y colocados en una matriz cerebral donde se procedié a realizar cortes coronales de 2mm.
Estos cortes fueron incubados en TTC durante 25 minutos a 37 °C, con proteccion a la luz
y seguidamente fueron fijados por inmersion en solucion de paraformaldehido 4%
tamponada con PBS (pH 7,4). Finalmente, los cortes tefiidos fueron fotografiados para
analizar el volumen de infarto con apoyo del programa Fiji (Schindelin et al, 2012). Los
cortes coronales fueron analizados siguiendo una secuencia rostral — caudal, cada corte fue
medido en su cara anterior y posterior para identificar la mayor area de infarto
representativa a ese corte. La medicion del area para cada corte fue realizada tres veces, el
valor final representa el promedio. EI volumen de infarto de cada seccion fue hallado
dividiendo el area de infarto sobre el total de area del corte, multiplicado por el espesor del
corte (2 mm). El porcentaje de volumen de infarto es el valor anterior multiplicado por
cien. El porcentaje del volumen de infarto de cada animal fue:

Y. volumen de infarto de 7 cortes

x 100
Y volumen total de 7 cortes

3.6  Validez y Confiabilidad de Instrumentos

Este proyecto utilizo el software Etho Vision XT15 para analisis de comportamiento
del test de Barnes, el cual presenta resultados con un nivel de significancia menor al 5%
(p<0,05).
3.7 Plan de Andlisis de Datos

Para el analisis estadistico se utilizé el software GraphPad Prism 5 (La Jolla,
California, Estados Unidos). Los resultados se presentan con media (M) + error estandar
(ES) y desviacion estandar (DS) o mediana (Md) con sus intervalos intercuartil (IC25 —

IC75). Los analisis de datos de dos factores (tratamiento x corte, tratamiento x dia de
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evaluacion) fueron realizados usando ANOVA de dos vias de medidas repetidas, seguidos
de post hoc de Bonferroni. Para analizar datos de un solo factor fueron usados ANOVA de
una via seguido de post hoc de Tukey o el test de Kruskall-Wallis seguido de un post hoc
de Dunn, dependiendo de la distribucion de datos paramétricos o no paramétricos. La
distribucion normal de los datos fue evaluada mediante la prueba de Kolmogorov —
Smirnov y la verificacion de igualdad de varianzas fue realizada con la prueba de Bartlett.

El nivel de significancia fue establecido en p<0,05.
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Capitulo 1V: Resultados

4.1 Resultados respecto a los objetivos especificos
4.1.1 Efecto de MCHZ1 neuroprotector sobre la reduccion del &rea de infarto

La evaluacion del efecto neuroprotector de MCH1 sobre la conservacion cerebral,
fue medida 11 dias posteriores a la induccion de la isquemia. Para este fin los cerebros
fueron extraidos, seccionados en 7 cortes coronales de 2mm y luego fueron incubados en
solucién de TTC y PFA. Una comparacion por ANOVA de una via del porcentaje de area
de infarto presentado en los tres grupos mostré una diferencia significativa del tratamiento
[F (2, 15) = 27,88, p <0,0001]. Un andlisis post hoc de Tukey arrojé que el grupo vehiculo
(VEH) present6 un mayor porcentaje de dafio (11,10 £1,76/+ 4,32) que el grupo sham
(SHAM) (0,00 + 0,00/ +£0,00) (p <0,0001), ademas el grupo tratado con macamida (MCH1)
(4,01 £0,52/ £1,28) (p <0,0001) presentd un porcentaje de dafio significativamente mayor
que el grupo SHAM (p < 0,05), y a su vez fue significativamente menor que el grupo VEH

(p <0,0001) (Figura 3).

Figura 3
Porcentaje de area de infarto

154
T &3 SHAM (n=6)

3 VEH (n=6)
&3 MCHI (n=6)

%o Daiio

SHAM VEH MCH1

Tratamiento
Nota: Porcentaje de volumen de infarto 11 dias posteriores a MCAO. Los datos de la figura muestran los datos
de la media + el error estandar. Significancia estadistica cuando p < 0,05 *diferente de Sham, #diferente de
VEH; * 0 # p < 0,05; ** o ## p < 0,01; *** p < 0,001. El nimero de animales por cada grupo esta indicado
como n.
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El porcentaje de dafio tambien fue calculado por cada secuencia de corte a partir del
volumen total de cada seccidn, para determinar si el efecto del tratamiento sobre el
porcentaje de dafio fue dependiente de la secuencia de corte (o area cerebral) fue realizado
un anélisis de ANOVA de 2 vias de medidas repetidas (tratamiento x secuencia de corte).
De dicho andlisis se encontrd interaccion significativa entre tratamiento x secuencia de
corte [F (12,90) = 5,75, p <0,0001], con efecto principal del corte [F (6, 90) =16,92,
p<0.0001] y un efecto principal del tratamiento [F (2, 90) = 27,95, p<0,0001] (Figura 4).
Un analisis post hoc de Bonferroni reveld que el grupo vehiculo (VEH) tuvo un mayor
porcentaje de dafio que el grupo sham (SHAM), en el primer (p < 0,05), segundo, tercer,
cuarto y quinto corte (p < 0,001). Por otro lado, si bien el grupo MCH1 muestra un mayor
porcentaje de dafio respecto al SHAM, esta diferencia se restringe al segundo (p < 0,05) y
el tercer corte (p < 0.001), mas no en el primer, cuarto, quinto, sexto o séptimo corte
(p>0.05). Ademas, el porcentaje de dafio del grupo MCH1 fue significativamente menor
que el grupo VEH en el segundo, cuarto y quinto corte (p < 0,01). En los grupos VEH y
MCHL1, las secciones mayormente afectadas fueron las areas vinculadas a las funciones
sensorio — motoras. Los detalles de la media se encuentran descritos en la Tabla 5.

Estos resultados sugieren que la aplicacion de MCH1 30 minutos previa a la MCAO
y con dosis IP de 3mg/kg durante 10 dias de tratamiento, tiene un efecto neuroprotector al

reducir el volumen de infarto producido por una isquemia cerebral focal.
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Figura 4

Porcentaje de infarto por corte coronal
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Nota: Porcentaje por corte de volumen de infarto 11 dias posterior a MCAO. Los datos de la figura muestran
los datos de la media * el error estandar. Significancia estadistica cuando p < 0,05 *diferente de Sham,
#diferente de vehiculo; * 0 # p < 0,05; ** o ## p < 0,01; *** p < 0,001. El nimero de animales por cada grupo
esta indicado como n.

Tabla b

Volumen de infarto por corte cerebral

CORTE SHAM VEH MCH1
1 0,0+£0,0/£0,0 7,7+24/58 2,6+0,9/2,.2
*

2 0,0+£0,0/£0,0 178+26/6,4 6,9+18/45
*kk * | ##

3 0,0+0,0/+£0,0 184+34/85 96+25/6,3
*kk ***/ #

4 0,0+0,0/+£0,0 1591+19/47 54+16/4,0
*kk Hitt

5 0,0+£0,0/£0,0 13,0+£29/7,.1 40+£1,6/4,0
*hk #H#

6 0,0+£0,0/£0,0 41+26/65 0,0+0,0/+0,0

7 0,0+0,0/+£0,0 1,4+15/35 0,0£0,0/+0,0

Nota: resumen de la media del volumen de infarto por corte coronal de 11 dias posterior a MCAO de cada
grupo. Datos paramétricos representados como: M + ES / DS, donde M=media, ES= error estandar y DS
=desviacion estdndar. Se realizé el andlisis de ANOVA de dos vias, seguidos de post hoc de Bonferroni.
Significancia estadistica cuando p < 0,05. *diferente de Sham, #diferente de vehiculo; * o # p < 0,05; ** o ##
p <0,01; *** p < 0,001. Cada grupo cont6 con 6 animales para el anélisis.

4.1.2 Efecto de MCHL1 sobre la respuesta sensorio — motora.
a. Escala neuroldgica de Garcia. Para evaluar el efecto neuroprotector sobre la

conservacion en la respuesta sensorio — motora, los animales fueron evaluados los dias 3y
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10 posteriores a la isquemia utilizando la escala neuroldgica de Garcia clésica y
modificada. Fueron medidos 7 items de actividad espontanea incluyendo simetria de las 4
patas, estiramiento de patas delanteras, escalada y prension, sensibilidad corporea,
respuesta al toque de bigotes y caminata en circulos. Cada uno de estos items fueron
calificados con un puntaje de 0 a 3, y la sumatoria (clasica) del puntaje de los 7 item fue
considerado el puntaje total para cada animal.

Los resultados de la sumatoria clésica y la sumatoria modificada se analizaron por
un test no paramétrico de Kruskall-Wallis seguido de un post hoc de Dunn. En la
evaluacion del dia 3 post lesion, el analisis de la sumatoria clasica mostré un efecto
significativo del tratamiento [K = 26,07, p < 0.001]. Un anélisis post hoc de Dunn revel6
que los grupos VEH y MCHJ1 lograron puntuaciones significativamente menores en la
escala neuroldgica frente a SHAM (p < 0.0001), a la vez que las puntuaciones del grupo
MCH1 y VEH no fueron significativamente diferentes (p > 0.05) (Figura 5). En la
evaluacion del dia 10 post lesion también se encontré un efecto significativo del
tratamiento [K = 25,73, p < 0.0001] y un analisis post hoc de Dunn revel6 que tanto el
grupo VEH como MCH1 lograron puntuaciones significativamente menores respecto al
SHAM (p < 0.0001y p < 0.05) y el grupo MCH, pese a mostrar una mejor mediana en los
puntajes de la escala, no mostro diferencia significativa frente al VEH (p > 0.05) (Figura

5).
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Figura 5

Escala neuroldgica de Garcia
214
18-

E3 SHAM (n=13)
3 VEH (n=11)
B MCHI (n=11)
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Nota: Puntuacion de la evaluacion neuroldgica de Garcia a los 3 y 10 dias posterior a MCAO. Los datos de la
figura muestran los datos de la mediana (IC25-1C75). Significancia estadistica cuando p < 0,05 *diferente de
Sham, *p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. El nimero de animales por cada grupo esté indicado como n.

Para efectos de tener una prediccién mas precisa de la lesion en el cortex motor
primario (M1), se obtuvieron puntajes de la escala neuroldgica de Garcia considerando los
items de escalada y prension, respuesta al toque de bigotes y caminata en circulos, como ha
sido sugerida en la literatura por Yeh y colaboradores (2018). El analisis estadistico usando
el test de Kruskall-Wallis de la puntuacion de la evaluacion del dia 3 post lesién demostrd
un efecto significativo del tratamiento [K = 24,71, p < 0.0001]. Un analisis post hoc de
Dunn encontré que el grupo VEH tuvo un menor desempefio frente a SHAM (p < 0,0001).
Asi mismo el grupo MCHZ1 present6 puntajes mas bajos que SHAM (p < 0,01), y aunque
present6 una mejor mediana que VEH, esta diferencia no fue significativa (p>0,05) (Figura
6).

El anélisis del puntaje de evaluacion neurologica del dia 10 mostro un efecto
significativo del tratamiento [K = 23,48, p < 0.0001]. Un analisis post hoc de Dunn reveld
que el grupo VEH (p < 0,0001) y el grupo MCH1 (p < 0,05) mantuvieron puntajes mas

bajos que el grupo SHAM vy los puntajes del grupo MCHZ1 no fueron significativamente
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diferentes al grupo VEH (p>0,05) (Figura 6). Los detalles de la mediana de la escala
neuroldgica quedan descritos en la Tabla 6.

Figura 6

Escala neurologica de Garcia - puntuacion modificada

E3 SHAM (n=13)

3 VEH (n=11)
B MCHI (x=11)

*k%k

Puntuacion modificada

o K
Dia de evaluacion
Nota: Puntuacion modificada de la evaluacién neuroldgica de Garcia a los 3 y 10 dias posterior a MCAO. Los
datos de la figura muestran los datos de la mediana (IC25-1C75). Significancia estadistica cuando p < 0,05
*diferente de Sham; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. El nimero de animales por cada grupo esta indicado
como n.

Tabla 6

Evaluacién neuroldgica de Garcia modificada

Dia Puntaje SHAM VEH MCH1 K, p
Sumatoria ) 15,0 (13,0-16,50) 17,0(15,0-18,00 K=26,07,p<
clasica 21,0(21,0-21.0) falaied falaied 0.0001
™
Sumatoria 6,0 (5,0-7,0) 7,0 (6,0 - 8,0) K=24,71,p<
modificada 9.0(9.0-90) Fhk *k 0.0001
Sum,afcorla 21,0 (18,0 - 18,0) 16,0 (lfﬁ— 17,00 18,0 (11,8 -20,00 K=2573,p<
clasica 0.0001
=]
Sumatoria 7,0(7,0-7,0) 8,0 (7,0-9,0) K=23,48,p<
modificada 9.0(9,0-9,0) ek * 0.0001

Nota: resumen del puntaje clasico y modificado de la evaluacién neuroldgica de Garcia modificada del dia 3 'y
10 post MCAO, promedio de cada grupo. Datos no paramétricos representados como: Md (IC25 - IC 75), donde
Md=mediana, IC= intervalo intercuartil. Se utiliz6 el test no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido por una
prueba de comparacién maltiple de Dunn. Significancia estadistica cuando p < 0,05 *diferente de Sham; * p <
0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. El nimero de animales por cada grupo fue de SHAM =13, VEH =11y MCH1
=11.
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b. Prueba de la retirada de la cinta. Ademas de la evaluacion neuroldgica de
Garcia, los animales fueron sometidos a dos evaluaciones adicionales, la de la prueba de
retirada de cinta para verificar el grado de compromiso de la sensacion tactil y respuesta
motora simétrica de las extremidades derecha e izquierda en animales MCAO. Dicha
prueba consistio en colocar cintas adhesivas en las patas delanteras de las ratas y evaluar el
tiempo de sensibilidad para detectar la cinta y el tiempo para retirarla.

El anélisis de la latencia para la retirada de la cinta fue mediante un analisis de
ANOVA de 2 vias de medidas repetidas (tratamiento x lateralidad), mostr6 una interaccion
significativa en el dia 3 post lesion [F (2,32) = 8,11, p=0,0014], con efecto principal del
tratamiento [F (2,32) = 8,19, p=0,0013] y un efecto principal de lateralidad [F (1,32) =
27,57, p<0,0001]. Un andlisis post hoc de Bonferroni reveld que los animales del grupo
SHAM demoraron un tiempo no mayor a 5 segundos en sentir la cinta en la pata
contralateral (media del grupo sham (Msnam) =2,0 s) o ipsilateral (Msham =3,4 ) ala
lesion (p>0.05), mientras que los animales de los grupos VEH y MCH1 demoraron un
tiempo significativamente mayor para sentir la cinta en la pata contralateral (media del
grupo vehiculo (Mven) =87,0 s y media del grupo MCH1( Mmch1) =41,4 s) a la lesion
respecto a la pata del lado ipsilateral (Mven = 48,1 s, Mmcri= 3,3 s) (p < 0.0001) (Figura
7A). Ademas, la comparacion post hoc también reveld que la latencia para sentir la cinta en
la pata contralateral fue significativamente mayor en el grupo VEH respecto al SHAM
(p<0.0001) y MCH1 (p<0.05), ademas MCH1 no fue significativamente diferente del grupo
SHAM (p>0.05).

Asimismo, el analisis de la latencia de retirada de la cinta, medicion del aspecto
motor, reveld una interaccion significativa entre tratamiento x lateralidad [F (2,32) = 11,59,

p = 0,0002] con efecto principal del tratamiento [F (2,32) = 37,45, p<0,0001] y un efecto
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principal de lateralidad [F (1,32) = 40,78, p<0,0001]. Un analisis post hoc de Bonferroni
reveld que los animales del grupo SHAM demoraron tiempo no mayor a 15 segundos para
retirar la cinta de las patas contra e ipsilateral (Msnam =11,4, Msyam =13, 5's,
respectivamente) (p>0.05), mientras que los animales de los grupos VEH y MCH1
demoraron un tiempo significativamente mayor para retirar la cinta de la pata contralateral
(Mven=171,9 s, MmcH1=157,0 s) la lesion respecto a la pata del lado ipsilateral (Mven =
85,4 s, MmcH1= 68,8 s) (p < 0.0001) (Figura 7B). Ademas, la comparacion post hoc
también reveld que las latencias para retirar la cinta en la pata contralateral fueron
significativamente mayores en los grupos VEH y MCH1 respecto al SHAM (p<0.0001) y
no se encontrd diferencias significativas entre los grupos VEH y MCH1 (p>0.05). Estos
resultados indican que al dia 3 post lesién los animales expuesto a MCAQ exhiben una
pérdida sensorial y motora en el lado contralateral a la lesion y que el tratamiento con
MCHZ1 parece aliviar el déficit sensorial mas no el motor.

Al dia 10 post lesion, los animales fueron evaluados nuevamente en la prueba de
retirada de la cinta. El analisis de ANOVA de 2 vias de medidas repetidas mostr6 una
interaccion positiva entre los factores tratamiento x lateralidad [F (2,32) = 4,21, p = 0,0238]
con efecto principal del tratamiento [F (2,32) = 4,21, p=0,0377] y un efecto principal de
lateralidad [F (1,32) = 8,977, p=0,0013]. Un analisis post hoc de Bonferroni, reveld que los
animales del grupo SHAM tardan menos de 5 segundos para sentir la cinta de las patas
contra e ipsilateral (Msuam =1,9, Msnam = 2, 5 s, respectivamente) (p>0.05), mientras que
los animales del grupo VEH tardan un tiempo significativamente mayor para sentir la cinta
en la pata contralateral (Mven=44,3 s) a la lesion respecto a la ipsilateral (Mven= 22,3 s)
(p<0.01) y si bien MCHL1 también presenta diferencia al sentir la cinta en la pata contra

(MwmcH1=15,8 s) e ipsilateral (MmcH1=2,28 s), esta no fue significativa (p>0.05) (Figura
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7C). Asimismo, el analisis post hoc revel6 que el grupo VEH demoré un tiempo
significativamente mayor para sentir la cinta en la pata contralateral que el grupo SHAM
(p<0.01) y la latencia del grupo MCH1 no fue diferente del grupo VEH, ni tampoco del
SHAM (p>0.05).

El andlisis de retirada de cinta en el dia 10 post lesién mostrd una interaccion
significativa entre tratamiento x lateralidad [F (2,32) = 7,08, p = 0,0028] con efecto
principal del tratamiento [F (2,32) = 13,18, p<0,0001] y un efecto principal de lateralidad
[F (1,32) = 26,00, p<0,0001]. Un andlisis post hoc de Bonferroni revelé que los animales
del grupo SHAM tardan un tiempo menor a 10 segundos para retirar la cinta de la pata ipsi
o contralateral a la lesion patas (MsHAM ipsitateral = 5,7 S, MsHAM contralateral = 5,8 S,
respectivamente) (p>0.05); mientras que los del grupo VEH (p<0.001) y MCH1
(p<0.0001) tardan un tiempo significativamente mayor en retirar la cinta de la pata
contralateral (Mven = 121,2 s, MmchH1= 129,5 s) respecto a la ipsilateral (Mven = 52,3 s,
Mwmchi= 30,2 s) a la lesion (Figura 7D). Asimismo, el analisis post hoc revel6 que el grupo
VEH y MCH1 demoran un tiempo significativamente mayor para retirar la cinta en la pata
contralateral que el grupo SHAM (p<0.0001) y la latencia del grupo MCHL1 no fue
diferente del grupo VEH (p>0.05).

Estos resultados indican que al dia 10 post lesion los animales expuesto a MCAO
aun mantienen una pérdida sensorial y motora en el lado contralateral a la lesion y que el

tratamiento con MCHL1 parece aliviar el déficit sensorial mas no el motor.
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Simetria del lado contralateral vs ipsilateral
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Nota: Los graficos A y C muestran las diferencias sensitivas del lado contralateral vs el lado ipsilateral a la
lesion en los dias 3 y 10, respectivamente. Los graficos B y D, muestran las diferencias motoras del lado
contralateral vs el lado ipsilateral a la lesion en los dias 3 y 10, respectivamente. Datos representados en la
media y desviacion estandar, significancia estadistica cuando p < 0,05; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
El nimero de animales por cada grupo fue de SHAM =13, VEH = 11 y MCH1 =11.

En la prueba de retirada de cintas se observé una recuperacion de sensibilidad en la
pata contralateral, entre la evaluacion del dia 3 al dia 10, independientemente del
tratamiento aplicado, mostrd una mejora natural con el paso del tiempo [F (1,34) = 11,92, p
= 0,0015], al realizar un post hoc para conocer si hay diferencia entre los tratamientos, solo
el grupo VEH mostré una recuperacion significativa del dia 3 al dia 10 (p=0,0033). Estos
resultados sugieren que la lesion induce un deterioro sensorio — motor agudo en el dia 3,
dafo evidenciado en el grupo VEH, mas no por el grupo MCHL, por lo que la recuperacién
hacia el dia 10 fue significativa en el grupo VEH y no en MCH1 (p=0,1218), sugiriendo
que la aplicacion de MCH1 podria haber mostrado un efecto protector agudo (Figura 8A).

La pata ipsilateral no present6 gran afectacion en la sensibilidad en los grupos SHAM y
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MCH1, y tampoco se observo una recuperacion independiente al tratamiento entre el dia 3

y 10 (Figura 8C). La funcién motora mostré ser la mas afectada, aunque presentd una

recuperacion independientemente al tratamiento aplicado entre el dia 3 al 10, indicando una

remision natural de los sintomas en el tiempo, tanto en la pata contralateral [F (1,34) =

14,28, p = 0,0006] (Figura 8B), como ipsilateral [F (1,34) = 5,608, p = 0,0237] (Figura

8D).

Figura 8

Recuperacion independiente al tratamiento.
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Nota: Los graficos muestran la recuperacion del dia 3 al dia 10 del lado contralateral (graficos Ay C) y del lado
ipsilateral (B y D), también muestran si hubo diferencias especificas a un grupo de tratamiento. Datos
representados en la media y desviacién estandar, significancia estadistica cuando p < 0,05; * p < 0,05; ** p <
0,01; *** p < 0,001. EI nimero de animales por cada grupo fue de SHAM =13, VEH = 11 y MCH1 =11.
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Para determinar el efecto del tratamiento en la prueba de retirada de cinta de manera
independiente del dia de la evaluacion, la respuesta sensitiva del lado contralateral fue
analizada en los dias 3 y 10 a partir del test no paramétrico de Kruskall-Wallis, seguido de
un post hoc de Dunn. De este analisis se encontrd que en el dia 3, el grupo VEH (Md: 70, 0
s (28,0 — 180,0)) tuvo una latencia significativamente mayor para detectar la cinta adhesiva
que el grupo SHAM (Md: 1,6 s (1,3 —2,6) (p < 0,001). Asi también, el grupo MCH1 (Md:
35,6 5 (10,3 — 72,3) tuvo una mayor latencia para detectar la cinta que SHAM (p < 0,001), y
la latencia de MCHL1 no fue significativamente diferente del grupo VEH (p>0,05). En la
evaluacion del dia 10, el grupo VEH (Md: 20,0 s (14,6 — 63,6)) tuvo una latencia
significativamente mayor que SHAM (Md: 1,6 s (1,0 — 2,8)) (p < 0,001). Mientras que la
latencia de MCHL1 no fue significativamente diferente del grupo VEH (Md: 16,0 s (7,6 —
21,6)) (p>0,05), MCH1 mostrd una reduccidn en la latencia de respuesta frente a SHAM (p
<0,01) (Figura9).

Figura 9
Prueba de retirada de cinta adhesiva del lado contralateral — sensibilidad
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Nota: Latencias obtenidas de la sensibilidad a la cinta de la pata contralateral (izquierda), 3 y 10 dias posteriores
a MCAO. Los datos de la figura muestran los datos de la mediana (IC25-1C75). Significancia estadistica cuando

p < 0,05 *diferente de Sham; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. El nimero de animales por cada grupo
esté indicado como n.
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En el analisis de la respuesta motora del mismo test en el lado contralateral en el dia
3 (Figura 9), se encontro latencias de respuesta de retirada de cinta significativamente
mayores en los grupos VEH (Md: 180,0 s (180,0-180,0)) y MCH1 (Md:180,0 s (151,0-
180,0)) frente a SHAM (Md: 6,6 s (4,1-15,1)9 (p < 0,00, para ambas comparaciones). Las
latencias de respuesta de los grupos VEH y MCH1 no fueron significativamente diferentes
(p > 0,05). En el dia 10, las latencias de retirada en los grupos VEH y MCH1 continuaron
significativamente mayores que el grupo SHAM (p < 0,001); mientras que, las latencias de
los grupos VEH y MCH1 no mostraron diferencias significativas (p>0,05).

Figura 10

Prueba de retirada de cinta adhesiva del lado contralateral — motricidad
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Nota: Latencias obtenidas del tiempo de retirada de cinta de la pata contralateral (izquierda), 3 y 10 dias
posterior a MCAO. Los datos de la figura muestran los datos de la mediana (IC25-1C75). Significancia
estadistica cuando p < 0,05 *diferente de Sham; *p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. El nUmero de animales
por cada grupo esta indicado como n.

Aunque los efectos a nivel de la funcién sensorio-motora son mas significativos en
la extremidad contralateral a la lesion, se hizo un andlisis respecto al lado ipsilateral a la
lesion (lado derecho), mediante el test no paramétrico de Kruskall-Wallis. En el dia 3, el

analisis mostro diferencia significativa en la respuesta motora entre los grupos, mas no en
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la sensitiva (Tabla 7). El analisis post hoc de Dunn de la respuesta motora revel6 que el

grupo VEH (Md: 48,0 s) present6 un tiempo de retirada significativamente mayor que

SHAM (Md: 12,0 s) (p < 0,001). Por otro lado, el grupo MCH1 (Md: 31,0 s) present6 una

latencia significativamente mayor a SHAM (p<0,05) y no mostro diferencia significativa

frente a VEH (p>0,05).

Tabla 7

Evaluacién sensorio-motora de prueba de retirada de cintas

; Lado_c,je la Contralateral (izquierda) Ipsilateral (derecha)
Dia lesion
Latencia(s) SHAM  VEH MCH1 K, p SHAM VEH MCH1 K, p
1,6 (1,3 70,0 35,6 K=23,96, 2,3(1,8- 4,3(3,3- 4,0 K=5,109,
Sensibilidad ~ "2® g%%-) (7135,) p<0.0001  5,1) 121,3) (51,5)- p=0,0777
**’* *7':* '
« 6,6 (4,1- 180,0 180,0 K=26,36, 12,0(5, 48,0 31,0 K=15,32,
Retirada 15,1) (180,0- (151,0- p<0.0001 5-14,3) (27,6- (15,3- p=0,0005
180,0)  180,0) 180) 132,0)
*k*k *k*k *k*k *
1,6 (1,0 20,0 16,0 K=20,87, 2,6 2,6(1,6- 16(1,0 K=18,52,
Sensibilidad " 29 (ggg (271,66; p<0.0001 (31;3) 12,67) -3,0) p=0,1243
o
— 4,3(2,8 143,7 180,0 K=24,18, 5,3(3,4- K=15,32,
Retirad -73)  (776-  (466- p<0.0001 7,5  17,3(150 12,3(6, p<0,0001
etirada 180)  180,0) -76,6)  0-14,6)

*k*k

*k*k

*k%k

Nota: resumen de la evaluacion sensorio-motora de prueba de retirada de cintas del dia 3 y 10 post MCAOQ, promedio
de cada grupo. Datos no paramétricos representados como: Md (IC25 - IC 75), donde Md=mediana, IC= intervalo
intercuartil. Se utilizé el test no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido por una prueba de comparacion mdltiple de
Dunn. Significancia estadistica cuando p < 0,05 *diferente de Sham; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. El
namero de animales por cada grupo fue de SHAM =13, VEH =11 y MCH1 =11.

En la evaluacion del dia 10, el analisis mostro diferencia significativa en la
respuesta motora entre los grupos, mas no en la sensitiva (Tabla 7). El analisis post hoc de
Dunn de la respuesta motora reveld que el grupo VEH (Md: 17,3 s) presenté un tiempo de
latencia significativamente mayor que SHAM (Md: 5,3 s) (p <0,001) y la latencia de
respuesta de MCH1 (Md: 12,3 s) no fue significativamente diferente de VEH 0 SHAM

(p>0,05) (Figura 11).
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Los resultados muestran que el tratamiento de 10 dias con MCH1 parece tener un
efecto sobre el déficit sensorial del lado contralateral y motor del lado ipsilateral, al

encontrar el grupo MCH1 disminuye o deja de presentar diferencia con el grupo SHAM en

estas areas.

Figura 11

Prueba de retirada de cinta adhesiva del lado ipsilateral — motricidad
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Nota: Latencias obtenidas del tiempo de retirada de cinta de la pata ipsilateral (derecha), 3 y 10 dias posterior a
MCAO. Los datos de la figura muestran los datos de la mediana (IC25-1C75). Significancia estadistica cuando p

< 0,05 *diferente de Sham; *p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. EI nimero de animales por cada grupo esta
indicado como n.

c. Prueba de la caminata en malla. Realizada para evaluar las deficiencias
motoras de extremidades anteriores y posteriores en los animales MCAOQ. El grado de
deficiencia motora de cada extremidad fue medido mediante la cuantificacion del nimero
de errores que cometian los animales al deslizar la pata a través de los agujeros de la malla.
El mayor nimero de errores que se registraron en los animales con MCAO (VEH y MCH1)
fue en la pata delantera del lado contralateral a la lesion, tanto el dia 3 como el dia 10 post
lesion. Los resultados de la prueba de la caminata en malla de los dias 3 y 10, fueron

sometidos a un test de Kruskall-Wallis, los datos de la mediana y la diferencia entre grupos
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se encuentran detallados en la Tabla 8. Un post hoc de Dunn revel6 que en el dia 3, el
namero de errores de la pata delantera contralateral a la lesion (lado izquierdo) del grupo
VEH fue significativamente mayor que el grupo SHAM (p < 0,001). Asi mismo, el grupo
MCH1 también tuvo un nimero significativamente mayor de errores que el grupo SHAM
(p < 0,01). No se encontro diferencias significativas entre el grupo MCH1 y VEH (p >
0,05) (Figura 12).

En las evaluaciones del dia 10 post lesion, estas diferencias entre los grupos se
mantienen con el mismo nivel de significancia, aunque con una variacién en las medianas
en relacion al dia 3 post-lesion, SHAM (Md dia 3 vs Dia 10: 1, 0svs a 0,0 s), VEH (Md
dia3vsDia10: 9,0svs11,0s)y MCH1 (Md dia 3 vs Dia 10: 7,0s a 4, 0 s) (Figura 12).

Estos resultados indican que la isquemia inducida por MCAO lleva a una
deficiencia motora importante restringida al miembro superior contralateral a la lesion, la
cual se mantiene sin mejora del dia 3 al 10 post lesidn, sobre el cual no se observa efecto
del tratamiento con MCHL1. Al dia 3 post lesion, los animales MCAO también presentan
déficit motor en la pata delantera ipsilateral a la lesion, el cual parece haber sido
ligeramente aliviada por el tratamiento con MCHL1. Sin embargo, la lesion en la pata
ipsilateral lateral a la lesion parece ser un efecto agudo de MCAO, pues el déficit motor
observado el dia 3 no fue mas observado el dia 10, donde la funcién motora de la pata

ipsilateral de los tres grupos fue semejante.

DERECHOS DE AUTOR RESERVADOS




Universidad
. Andina Repositorio Digital

del Cusco

Figura 12

Prueba de caminata en malla pata delantera contralateral
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Nota: NUmero de errores de la pata delantera contralateral (izquierda), 3 y 10 dias posterior a MCAO. Los datos

de la figura muestran la media + el error estdndar. Significancia estadistica cuando p < 0,05 *diferente de Sham;
*p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001. El nmero de animales por cada grupo esté indicado como n.

Tabla 8

Prueba de caminata en malla dia 3y 10

Dia Lado de la

lesion Contralateral (izquierda) Ipsilateral (derecha)
dN”mem SHAM VEH MCH1 K,p SHAM VEH MCHL K,p
e errores
9,0
Patas (3’8_ (7.0- 7'30(%')0' K=18,39, (8’8_ 1 (OO)'O' (8*8_ K=6,455,
delanteras 2.0) 1*1’,(2) o p<0.0001 0.0) " 1,0) p=0,0397
™
Patas (8’8_ (g’g_ 00(00- K=3,16, (8’8_ 0,0 (0,0- (8*8_ K=2,30,
traseras 0,0) 2.0) 1,0) p=0.2052 1,0) 0,0) 0,0) p=0,3156
11,0
Patas  0,0(00 (20- 4;08((2)’)0 K=20,31, (8’8_ 0,0 (0,0- (8’8_ K=0,5,
delanteras - 1,0) 14,0) — p<0.0001 0 ’5) 1,0 1 ’O) p=0,7735
S *kx ! 1
_ 0,0 0,0 _
Patas 0,000 20(0,0 00(00- K=418, 0o 00 (0,0- 0o K007,
traseras -0,0) -3,0) 1,0) p=0.1232 0 ’0) 0,0) 0 ’0) p=0.9622

Nota: resumen de la evaluacion sensorio-motora con la prueba de caminata en malla del dia 3 y 10 post MCAO,
promedio de cada grupo. Datos no paramétricos representados como: Md (IC25 - IC 75), donde Md=mediana,
IC= intervalo intercuartil. Se utilizé el test no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido por una prueba de
comparacion multiple de Dunn. Significancia estadistica cuando p < 0,05 *diferente de Sham, #diferente de
vehiculo; *p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001. EI nimero de animales por cada grupo fue de SHAM = 13,
VEH =11y MCH1 =11.
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4.1.3 Efecto de MCHL1 sobre el aprendizaje espacial.

El efecto neuroprotector de macamidas sintéticas en el alivio de deterioro de
aprendizaje fue evaluado por medio del test de Barnes, usando los parametros de latencia
primaria y errores primarios de los 4 dias de entrenamiento de adquisicion realizado un dia
después del dia de habituacion al sistema y los 4 dias de adquisicion reversa aplicados al
dia siguiente del segundo test de adquisicion. Se pueden analizan a partir de los resultados
de la latencia primaria de los dias de adquisicion del test de Barnes. Estas latencias
primarias que se obtuvieron en el test de adquisicion fueron indicadores de aprendizaje y
los resultados son graficados en la Figura 13. Un analisis de ANOVA de dos vias de
medidas repetidas (tratamiento x dia de adquisicion), sefial6 que no existia interaccion
significativa entre tratamiento x dia de adquisicion [F (20, 320) =1,291, p=01820],
habiendo un efecto principal del dia de evaluacion [F (10, 320) =7,522, p<0.0001], mas no
del tratamiento [F (2, 320) = 2,123, p=0,1362]. Un andlisis de Bonferroni arrojé que el dia
del segundo test de adquisicion existe diferencia significativa entre los grupos VEH y
SHAM (p < 0.01) y entre el grupo MCH1 y SHAM (p<0,05). Los detalles de la media
quedan descritos en la Tabla 12.

Otro parametro para medir el aprendizaje espacial fue el nimero de errores
cometido por el animal antes de encontrar la caja de escape en el test de Barnes. Un analisis
de ANOVA de dos vias de medidas repetidas (tratamiento x dia de evaluacion), sefial6 que
no existia interaccion significativa entre tratamiento x dia de evaluacion [F (20, 320)
=0,860, p=0,6382], siendo el efecto principal del dia de evaluacién [F (10, 320) =4.121,
p<0,0001] y el tratamiento [F (2, 320) = 0,7389, p=0,4856] (Figura 14). Los detalles de la

media quedan descritos en la Tabla 13.
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Figura 13

Test de Barnes - latencia primaria
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Nota: Latencia en segundos para llegar a la zona correcta. Los datos de la figura muestran los datos de la media
* el error estandar. Se realizé el andlisis de ANOVA de dos vias, seguidos de post hoc de Bonferroni.
Significancia estadistica cuando p < 0,05 *diferente de Sham; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <0,001. El nimero
de animales por cada grupo esta indicado como n.

Estos resultados sugieren que la aplicacion de MCH1 30 minutos previos a la
MCAO y con tratamiento de dosis IP de 3mg/kg cada 24 horas durante 10 dias, no indujo
ningun cambio sobre el aprendizaje espacial, dado que segln los datos obtenidos el
aprendizaje espacial se mantuvo conservado en todos los grupos, sugiriendo que la
induccion de isquemia cerebral focal no llegd a dafiar zonas que involucren el aprendizaje
espacial, al menos medida con la prueba de Barnes, o que esta funcion no se vio afectada

para la temporalidad en que se evaluo.
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Figura 14

Test de Barnes - errores primarios
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Nota: NUmero de errores antes del primer contacto a la caja de escape. Los datos de la figura muestran
los datos de la media = el error estandar. Se realizé el anélisis de ANOVA de dos vias, seguidos de
post hoc de Bonferroni. Significancia estadistica cuando p < 0,05 *diferente de Sham, #diferente de
vehiculo; * 0 # p < 0,05; ** o ## p < 0,01; *** p < 0,001. El niumero de animales por cada grupo esta
indicado como n.
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Tabla 9

Test de Barnes - Entrenamiento de adquisicion

Entrenamiento SHAM VEH MCH1

Dia 1l 10,8 (+1,6/ £5,9) 10,8 (2,3 /7,9) 19,7 (+ 4,0/ £13,2)
:§ Dia 2 5,8 (£0,9/ £3,5) 5,9 (¥1,1/ £3,8) 8,1 (x1,4/ +4,9)
é Dia 3 7,4 (£1,4/ £5,3) 4,7 (£1,2/ +4,3) 8,0 (+1,8/ +6,0)
< Dia 4 7,7 (21,9 /+6,8) 3,1 (20,4 /+1,4) 4,6 (+1,1/ +£3,7)

Dia 1l 9,2 (£2,2/ + 8,0) 30,2 (15,4 /+51,1) 35,9 (+17,5/ +58,3)
:§ o Dia 2 3,3(x0,6/ +2,2) 21,7 (£15,8/ £ 29,1) 14,7 (£7,3/ £24,4)
é g Dia 3 4,7 (£1,2/14,3) 15,9 (8,7/+29,1) 19,9 (+16,0/ £53,1)
< Dia 4 3,5 (20,7/ £2,7) 11,5 (+4,7/15,8) 11,2 (5,9 /+19,7)

Nota: resumen de la media de latencias de cada grupo de los dias de adquisicion (pre — MCAO) y de adquisicion
reversa (post — MCAOQ). Datos paramétricos representados como: M + ES / DS, donde M=media, ES= error
estandar y DS =desviacion estandar. Se realizd el analisis de ANOVA de una via, significancia estadistica
cuando p < 0,05. EIl nimero de animales por cada grupo fue de SHAM = 13, VEH = 11 y MCH1 =11.
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Tabla 10

Test de Barnes - Errores primarios

Repositorio Digital

Dias de evaluacion

Grupos de tratamiento

SHAM

VEH

MCH1

Entrenamiento de adquisicion dia 1
Entrenamiento de adquisicién dia 2
Entrenamiento de adquisicién dia 3
Entrenamiento de adquisicion dia 4
Test de adquisicion dia 1
Test de adquisicion dia 2

Entrenamiento reverso dia 1

Entrenamiento reverso dia 2
Entrenamiento reverso dia 3

Entrenamiento reverso dia 4

Test de adquisicion reversa

4.7 (0,7 £2,5)
3,8 (+0,6/ £2,3)
2,8 (+0,4/+1,7)
2,9 (0,6/ +2,4)
4.3 (+0,9/ £3,4)
5,3 (+1,2/ +4,3)
5,0 (+1,1/ +4,2)
2,1 (+0,4/ +1,7)
2,8 (+0,8 /+3,1)
2,5 (+0,6/ +2,3)

1,8 (£0,4/ £1,6)

4,9 (+0,8/ +2,7)
3,9 (+0,6/ +2,1)
3,2 (+0,8/ +2,9)
2,3 (+0,4/ +1,4)
4,0 (+1,1/ +3,7)
54 (+1.1/ +3,9)
3,8 (0,7 /+2,6)
2,0 (+0,5/ +1,7)
2,8 (+0,4/ +1,6)
4,5 (+1,5/ +4,9)

4,6 (1,7 /+5,8)

7.7 (+1,4 /+4,8)
4,9 (+0,8/ +2,9)
5,0 (+0,9/ +3,0)
3,0 (+0,6/ +2,2)
3,3 (+1,1/ +3,8)
6,0 (+2,0 /+6,7)
4,8 (+1,8 /46,1)
3,1 (+1,4/ +4,6)
1,4 (£0,4/ +1,4)
2,8 (0,7 /+2,6)

3,6 (+1,5/ £5,0)

Nota: resumen de la media de errores primarios por cada grupo de los dias de adquisicion y test (pre —

MCAO), segundo test de adquisicién, entrenamiento de adquisicion reversa y test de adquisicion reversa (post
— MCAO). Datos paramétricos representados como: M + ES / DS, donde M=media, ES= error estandar y DS
=desviacion estandar. Se realiz6 el analisis de ANOVA de dos vias, significancia estadistica cuando p < 0,05.
El nimero de animales por cada grupo fue de SHAM =13, VEH = 11 y MCH1 =11.

4.1.4 Efecto de MCHL1 sobre la memoria espacial.

Para evaluar el efecto neuroprotector de MCH1 sobre la memoria espacial se utilizo
el Test de Barnes. El protocolo de entrenamiento dio inicio a los 8 dias previos a la MCAO,
con 2 dias de habituacion a la sala de evaluacion, 1 dia de entrenamiento al sistema, 4 dias
de entrenamiento de adquisicion con tres intentos al dia y pasadas 24 horas del Gltimo
entrenamiento se llevo a cabo el test de adquisicion (T1). Pasados 4 dias de la induccién de

la isquemia, se llevo a cabo el mismo test para evaluar memoria espacial (T2). Al quinto dia
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se prosiguié con el entrenamiento de aprendizaje reverso, donde se entren6-al animal para
encontrar una nueva ubicacion de la caja de escape. Este entrenamiento se realiz6 en 4 dias,
con 3 ensayos diarios. Después de 24 horas del ultimo entrenamiento, se realizé el test de
adquisicion reversa (T3). Para la evaluacion de la memoria espacial se consideraron como
indicadores la latencia (segundos) para entrar a la caja de escape y el tiempo acumulado de
exploracién en la zona correcta (agujero de caja de escape y los adyacentes) en los dias del
test de adquisicion.

El andlisis del tiempo acumulado del test de adquisicion y de test reverso pasaron
por un anélisis de ANOVA de 2 vias de medidas repetidas (tratamiento x dia de
evaluacion) y mostro efecto principal de los dias de evaluacion [F (2,64) = 20,40, p <
0,0001], sin efecto principal del tratamiento [F (2,64) = 0,02, p > 0,05] o interaccion
significativa entre tratamiento x dia de evaluacion [F (4,64) = 1,54, p > 0,05] (Figura 15).

Figura 15

Tiempo acumulado en Test de Barnes
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Dia de evaluacion

Nota: Tiempo acumulado en zona correcta, comparacion por grupo de tratamiento en los test de adquisicion
(T1y T2)y test de adquisicion reversa (T3). Se realizo el anélisis de ANOVA de una via, seguidos de post hoc
de Tukey segin correspondia. Los datos de la figura muestran los datos de la media + el error estandar
Significancia estadistica p > 0,05. El nimero de animales por cada grupo esta indicado como n.
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Asimismo, se analizd una comparacion del tiempo acumulado de exploracion del
area de escape antes (T1) y después de la lesion (T2) y el tiempo acumulado de exploracién
luego de la adquisicidn reversa durante el periodo post lesion (T3). T1, T2y T3 fueron
analizados separadamente y comparados dentro de cada grupo utilizando una prueba de
ANOVA de una via seguido de un post hoc de Tukey.

El tiempo acumulado de exploracion del area de escape en el grupo SHAM fue
semejante en los tres tiempos (p>0,05). El grupo VEH presenté un mayor tiempo
acumulado en la zona correcta en el primer test de adquisicion (T1) que en el segundo (T2)
(p <0.0001) con medias de 31, 0 (£2,0) y 14,1 (x2,7), respectivamente. En el test reverso
(T3) present6 una media de 24,3 (+£3,6), que fue menor que en T1, aunque mayor que T2, y
no presento diferencia significativa con esas evaluaciones. El grupo MCH1 también mostré
un mayor tiempo en T1 que en T2 (p < 0,0001), con medias de 34,2 (x4,0)en T1y 12,4
(£2,7) en T2, en el test reverso (T3) mostré mayor tiempo que T2 (p < 0,05), con una media
de 24,1 (£3,2) (Figura 16).

Los detalles de la media quedan descritos en la Tabla 10, junto a los resultados de
ANOVA de una via que comparo el desempefio de los grupos de tratamiento cada dia de
evaluacion, sin encontrar diferencia significativa entre estos (p>0,05). En la Tabla 11 se
detallan la media y la ANOVA entre los dias de evaluacion de cada grupo.

Estos resultados muestran que el tiempo de exploracion acumulado del area de
escape se reducen con el paso del tiempo desde el Gltimo entrenamiento (T1 vs T2) y que
vuelve a incrementarse con un nuevo entrenamiento (T3). Esta capacidad esta conservada
en los animales MCAO, aunque con una importante reduccion del tiempo de exploracién
entre T1y T2, lo que sugiere que el deterioro motor y sensorial podria haber interferido en

esta tarea. El incremento en el tiempo de exploracién en T3 en los animales MCAO,
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respecto a T2, sugiere que el aprendizaje y memoria espacial de estos animales estuvo
conservado. Por otro lado, los resultados del tratamiento con MCH1 sugieren que la
aplicacion de MCHL de dosis IP de 3mg/kg, aplicada 30 minutos previos a la MCAO y con
tratamiento cada 24 horas durante 10 dias, no tuvo ningun efecto sobre la memoria espacial.
Pues si bien los resultados mostraron diferencias el dia de evaluacion T2, los otros dias se
observa un desempefio semejante entre los grupos, sugiriendo que la memoria espacial no
fue afectada por la isquemia cerebral para la temporalidad en la que prueba fue realizada.
Por lo que podria hipotetizarse que el dafio se visualice de manera cronica o que las zonas
que involucran esta funcion no se vieron directamente afectadas como para mediar
alteracion del aprendizaje y memoria espacial.

Figura 16

Tiempo acumulado en Test de Barnes desempefio por grupos
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Nota: Promedio del desempefio de cada grupo en el test de adquisicion (T1y T2) y test de adquisicion reversa

(T3). Los datos de la figura muestran los datos de la media + el error estdndar, sometidos a una ANOVA de una

via, seguidos de post hoc de Tukey segln correspondia. Significancia estadistica cuando p < 0,05; * p < 0,05;
**p <0,01; *** p <0,001. EI nmero de animales fue de SHAM = 13, VEH = 11 y MCH1 =11.
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Tabla 11

Test de Barnes - test de adquisicion y reverso

Test de adquisicion Grupo de tratamiento
Dia Parametro SHAM VEH MCH1 FoK,p
Tiempo 26,6 (£ 3,1 31,0 (£2,0/ +
34,2 (+4,0/ £13,2) F (2,32) =1,45, p>0,05
acumulado /+£11,2) 6,9)
i
Latencia
) ) 7,3(2,7-8,7) 6,1(2,1-16,8) 5,3(3,0-13,5) K=0,02, p>0,05
primaria
Tiempo
19,0 (+2,2/ £8,2) 14,1(+x2,7/+9,2) 12,4 (+2,7/+9,0) F (2,32) = 1,87, p>0,05
acumulado
= . 23,6 (17,9 -
Latencia 30,3 (22,0 —90,0)
] ] 13,0 (3,7-17,8) 80,8) K=9,50, p=0,0086
primaria N *
Tiempo 24,3 (£3,6/
24,9 (£1,5/ 45,5) 24,1(+3,2/£10,6) F (2, 32) =0,02, p>0,05
acumulado +12,2)
™
= Latencia
) ) 52(15-8,7) 7,5(3,8-7,5) 3,1(1,4-231) K=1,92, p>0,05
primaria

Nota: Resumen del tiempo acumulado y latencia primaria en los test de adquisicion y adquisicion reversa,
promedio de cada grupo. Datos paramétricos representados como: M + ES/ DSy los datos no paramétricos con
los promedios intercuartil como: Md (IC25 - IC75), donde M=media, ES= error estdndar, DS =desviacion
estandar, Md = mediana e IC (intercuartil). Segun correspondia se realizé el anélisis de ANOVA de una via,
seguidos de post hoc de Tukey o el test no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido por una prueba de
comparacion multiple de Dunn. Significancia estadistica cuando p < 0,05 *diferente de Sham; * o # p < 0,05;
**p < 0,01; *** p < 0,001. El nimero de animales fue de SHAM =13, VEH = 11 y MCH1 =11.

Tabla 12

Test de Barnes — desempefio por grupos

Test de adquisicion Grupos de tratamiento
Dia Parédmetro SHAM VEH MCH1
Tiempo
Gy 26,9 (£ 3,1/+11,2) 31,0 (x2,9/ +£6,9) 34,2 (£4,0/ £13,2)
~ acumulado
Tiempo
Nz 19,7 (x2,2/ £8,2) 14,1 (£ 2,7/ £9,2) 12,4 (x 2,7/ £ 9,0)
~ acumulado
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Test de adquisicion Grupos de tratamiento
Dia Parametro SHAM VEH MCH1
5 _ 24,9 (1,5 /+5,5) 24,3 (+3,6/ £12,2-9) 24,1 (+3,2/ +10,6)
—~ Tiempo
2
acumulado
F (32) =8,439, F (32) = 10,57, p=0,0003
ANOVA deunavia (F),p  F(32)=2,752, p>0,05 p=0,0012 *%%(3 — b)
***(a _ b) *(b-C)

Nota: Tiempo acumulado y latencia primaria en los test de adquisicion y adquisicidn reversa, promedio de cada
grupo. Datos paramétricos representados como: M + ES / DS, donde M=media, ES= error estandar y DS
=desviacion estandar. Se realizo el analisis de ANOVA de una via, seguidos de post hoc de Tukey segun
correspondia. Significancia estadistica cuando p < 0,05; *p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. El nimero de
animales por cada grupo fue de SHAM =13, VEH =11y MCH1 =11.

4.2 Resultados respecto al objetivo general

A partir de estos resultados vemos que la administracion de macamida sintética 30
minutos previos a la MCAOQO y con tratamiento de dosis IP de 3mg/kg cada 24 horas durante
10 dias, tiene un efecto neuroprotector en la reduccién del area de infarto, asi también
mostré un ligero efecto en la conservacion de la respuesta sensorial, pero no motora. Los
animales expuestos a MCAO no mostraron deterioro de sus funciones cognitivas, como
tampoco se observo algun efecto de la MCH1 en este nivel. El resumen del efecto
neuroprotector de la variable independiente queda detallado en la Tabla 13, con los
resultados obtenidos sobre las dimensiones de la variable dependiente, asi mismo se indica

el nivel de impacto encontrado.
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Tabla 13

Repositorio Digital

Efecto agudo de MCH1en las dimensiones de la variable dependiente.

Efecto neuroprotector

Dimensiones

Area de
infarto

Respuesta
Sensorio -
motora

Memoria
espacial

Aprendizaje
espacial

Indicadores

Area conservada

Prueba de Garcia
modificada

Conservacion de la
funcién sensitiva

Conservacion de la
funcién motora

Prueba de retirada
de cintas adhesivas

Prueba de caminata
en malla

Test de Barnes
(tiempo
acumulado)

Test de Barnes
(latencia)

SHAM

0,00
(0,00£0,00)

9,0 (9,0-9,0)

1,9+0,3/£1,0

57+11/41

1,6 (1,0 - 2,8)

43(28-7,3)

0,0 (0,0 - 1,0)

24,9 (£1,5/
15,5)

52 (15-8,7)

VEH

11,10
(1,76+4,32)

*kx

7,0(7,0-7,0)
***
44,3 16,9/
+56,1
**
121,2 + 18,6/
+61,7
20,0 (14,6-
63,6)
*k*k
143,7 (77,6 -
180)

**kx

11,0 (2,0-
14,0)

*xx

24,3 (+3,6/
+12,2)

7,5 (3,8-7,5)

MCH1

4,01 (0,52+1,28)
* it

8,0 (7,0-9,0)
*

15,8 +2,5/ 8,5

129,5 + 20,9/ 69,5

*kk%k

16,0 (7,6 — 21,6)

180,0 (46,6-180,0)

4,0 (2,0 - 8,0)

24,1(+3,2/+10,6)

3,1 (1,4-23,1)

Impacto de
MCH1(+)

Positiva
(p< 0,001)

Neutral
(p>0,05)
Tendencia
positiva
(p<0,05)

Neutral
(p>0,05)

Neutral
(p>0,05)

Neutral
(p>0,05)

Neutral
(p>0,05)

Neutral
(p>0,05)

Neutral
(p>0,05)

Nota: Resumen basado en los resultados post isquemia del area de infarto del dia 11 y de las pruebas realizadas el dia 10,
considerando la pata delantera contralateral en la prueba de retirada de cintas y caminata en malla. Se presentan los datos sham
(SHAM) y vehiculo (VEH). Significancia estadistica cuando p < 0,05 *diferente de Sham, diferente de vehiculo; * p < 0,05; **p
< 0,01; *** o ### p< 0,001. + Direccion del impacto del tratamiento con MCHL respecto al efecto del grupo con tratamiento
VEH, donde se considera positivo (mejora frente a VEH), tendencia positiva (no muestra diferencia frente al VEH ni SHAM y al

dia 3 mostro diferencia frente al VEH), VEH neutral (mantiene frente a VEH) y negativo (empeora frente a VEH).
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Capitulo V: Discusion
5.1 Descripcion de los hallazgos mas relevantes y significativos

La presente investigacion tuvo como objetivo conocer el efecto neuroprotector de
MCHZ1 en una isquemia cerebral focal, usando un modelo animal de oclusion de la arteria
cerebral media (MCAO), para evaluar este efecto en los distintos niveles de estudio del
sistema nervioso. Es asi que esta descripcion da inicio con la evaluacion de la conservacion
morfolégica, donde se encontré que el grupo VEH mostro que las areas mas afectadas
fueron del cortex motor primaria y secundario y el cdrtex somatosensorial de patas
delanteras y trasera, siendo areas que el grupo tratado con MCH1 presento un mayor nivel
de conservacion de area cerebral.

El siguiente nivel de andlisis se dio en la respuesta neurolégica, donde se evalto el
desempefio en la respuesta general de orientacion, nivel de alerta y exploracion, asi como
de la respuesta sensitiva y motora. Los animales MCAO mostraron un importante déficit
sensorio - motor al dia 3, que estuvo mas marcado en la pata delantera contralateral y
ligeramente en la pata delantera ipsilateral, el impacto en la funcién sensorial al dia 3 reveld
un efecto protector MCHL1. Al dia 10 post lesion, el déficit sensorio - motor en la pata
delantera contralateral se mantuvo sin mejora, pero no se observo mas este déficit en la pata
delantera ipsilateral. El tratamiento con MCH1 no mostré efecto en el alivio de déficit
sensorio-motor medido mediante las escalas neuroldgicas de Garcia original o modificada,
tampoco en el test de caminata en malla.

El anélisis separado del desempefio en el test de retirada de cinta el dia 3 post lesion
mostré un ligero efecto de la MCHL1 en el alivio del déficit motor de la pata delantera
ipsilateral, pero no contralateral. Al dia 10 post lesion, el déficit sensorial y motor

contralateral de los animales MCAO se mantuvo y no se observo efecto del tratamiento con
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MCH1. La respuesta de sensibilidad a la cinta adhesiva de los animales MCAOQ tiene una
mejora entre el dia 3 y 10 post lesion, lo cual sugiere un proceso de recuperacion sensorial
natural de la lesion con el paso del tiempo, el cual parece haber sido ligeramente mejorada
por el tratamiento de MCHL1. Esta recuperacion natural no se observo en la funcién motora
medida con la latencia para retirar la cinta de la pata contralateral.

Asimismo, en el andlisis separado del desempefio en el test de caminata en malla al
dia 3 post lesion, los animales MCAO mostraron una deficiencia motora importante
restringida al miembro superior contralateral a la lesion, la cual se mantiene sin mejora del
dia 3 al 10 post lesion, sobre el cual no se observa efecto del tratamiento con MCH1. Al dia
3 post lesion, los animales MCAO también presentan déficit motor en la pata delantera
ipsilateral a la lesion, el cual parece haber sido ligeramente aliviada por el tratamiento con
MCHL.1. Sin embargo, la lesion en la pata ipsilateral parece ser un efecto agudo de MCAO,
pues el déficit motor observado el dia 3 no fue mas observado el dia 10, donde la funcién
motora de la pata ipsilateral de los tres grupos fue semejante.

El préximo nivel de evaluacion fue respecto a la funcion cognitiva de aprendizaje y
memoria espacial, donde no se observéd diferencia entre los grupos de tratamiento y los tres
grupos presentaron un desempefio semejante en su curva de aprendizaje espacial, asi como
en la conservacion de memoria espacial. Algunas tendencias diferenciales estarian
atribuidas a la respuesta sensorio-motora que afecta el desempefio del animal, en cuanto a
su desplazamiento por el laberinto, dado que durante la evaluacion los animales los tres
grupos mostraron latencias semejantes para llegar a la caja de escape, un nimero de errores
similar antes de llegar a la zona correcta y un tiempo semejante de permanencia en dicha
zona, mostrando la ausencia de déficit cognitivo, que haya podido ser detectado por medio

del test de Barnes.
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5.2 Limitaciones del estudio

El tamafio de area y zona de infarto puede ser influenciado por varios factores como
pequefios detalles en la técnica de oclusion, la temperatura, la edad, la cepa utilizada, las
ramificaciones de vasos sanguineos propia de cada animal (Reglodi et. al. 2003; Fluri et. al,
2015). Ademas, estudios recientes consideran que los animales habituados a condiciones de
altura presentarian incluso un nivel de proteccion ante enfermedades obstructivas como la
isquemia (Faber et. al, 2020). Por lo que la reproductibilidad exacta del modelo de MCAO
entre los animales significa un reto para este tipo de investigaciones, mas ain en la
condicion de altura en la que se realizd.

La mortalidad obtenida en este estudio fue mayor a la reportada en otros estudios
realizados a nivel del mar, donde obtenian porcentajes entre 0, 7 6 23% (Menzies et. al;
Schomacher, 2008; Caltana et. al, 2015). Sin embargo, estudios con la aplicacion de este
modelo de isquemia en condiciones de altura, mostraron que los grupos en condicion de
altura presentaban mayor mortalidad que el grupo a nivel del mar con un promedio de 27%
de mortalidad, aunque los animales que sobrevivieron presentaron una menor afectacion
por la isquemia que el otro grupo (Faber et. al, 2021; Zhu et. al, 2021). La presente
investigacién obtuvo una mortalidad de aproximada del 45% en los grupos donde se indujo
la isquemia (VEH y MCHZ1). Asi mismo, en la etapa de estandarizacion del modelo de
isquemia, se encontraron dificultades para definir el tiempo de oclusion por obtener un 50%
de mortalidad y al mismo tiempo encontrar animales con porcentajes de dafio isquémico
menor al esperado en las sobrevivientes.

Las funciones cognitivas no fueron afectadas como otros modelos de isquemia con
el mismo o menor tiempo de oclusion reportaron (Lu et. al, 2015; Taboada, 2016), lo cual

no permitié analizar el efecto neuroprotector de las macamidas sintéticas a este nivel.
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5.3 Comparacion critica con la literatura existente

La enfermedad cerebro vascular es una de las principales causas de muerte a nivel
mundial y una de las principales causas de discapacidad en el mundo (Fluri et. al, 2015;
Kuriakose & Xiao, 2020), por ello la investigacion en los tratamientos terapéuticos o
neuroprotectores para alivio de sus sintomas o secuelas (trastornos sensitivos, motores o
cognitivos) sigue siendo de interés (Castillo, 2001; Lim & Alexander, 2009). La
neuroproteccion en la isquemia hace referencia a la conservacion de la materia cerebral
comprometida en el ACVi, que a su vez pueda conllevar a la conservacion de las funciones
cerebrales afectadas (Chamorro et. al, 2020).

Estudios previos in vitro e in vivo en modelos de isquemia mostraron que el
extracto pentanico de maca tenia un efecto neuroprotector dependiendo de la dosis. Asi
mismo, mostraron el efecto neuroprotector del extracto pentanico de maca en la
conservacion de areas cerebrales con dosis entre 3 a 5mg/kg en ratas inducidas a ACVi
(Pino et. al, 2010; Cunhas, 2015; Taboada, 2016). Estos primeros hallazgos con uso
extracto pentanico de maca, que contiene multiples macamidas, fueron precedentes para
investigaciones con macamidas aislada, donde la macamida aislada N-Bencil-(92,12Z7)-
octadecadienamida mostro neuroproteccion a nivel celular en un modelo in vitro de
neurotoxicidad inducida por S-amiloide 25-35 (Vera, 2018); también se report6 en un
modelo in vivo, la macamida N-benzyl eicosapentaenamide mostro efecto en ratones con
dafo cerebral por hipoxia isquémica neonatal, en términos de neuroproteccion celular,
conservacion morfologica y alivio del deficit neuroldgico (Jiao, et. al, 2021). Mostrando
que la macamida estaria actuando directamente en la conservacion de celulas neuronales, y

a su vez en la conservacion de funciones neuroldgicas relacionadas a las areas de dafio.
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Investigaciones que usaron el sistema endocannabinoide como via neuroprotectora
para el ACVi han mostrado que una dosis de 10mg/kg IP de anandamida (AEA) o una
dosis 30mg/kg IP de palmitoiletanolamida (PEA) a los 30 minutos de una MCAO de 90
minutos de duracion en ratas, tuvieron efecto protector respecto a la extension del &rea de
infarto en un méaximo del 26% y 35% respectivamente. Ademas, reportaron que
independientemente de la dosis o el agente de tratamiento, las &reas corticales fueron mas
afectadas que las subcorticales (Schomacher, 2008). En comparacion a estos hallazgos los
resultados con macamida aislada MCH1, en dosis IP de 3mg/kg, aplicada 30 minutos antes
del MCAO y con 10 dias de tratamiento tuvo un efecto protector del 63,85%.

La macamida MCH1 que fue usada en este estudio actla en el sistema
endocannabinoide, especificamente inhibe la actividad de la enzima FAAH que degrada el
metabolismo de la anandamida (AEA) (Vu, 2012). La anandamida es uno de los ligandos
que tienen mas afinidad para unirse a los receptores endocannabinoides y media la
neuromodulacién de los sistemas de neurotransmisién de glutamato y GABA en muchos
circuitos cerebrales (Pertwee, 2015). La inhibicion de la enzima FAAH por la accion de
MCHL. resultaria en un incremento de la disponibilidad de la anandamida en el sistema
nervioso y, esto a su vez, permitiria mantener la neuromodulacion de sistemas de
neurotransmision (Wu et. al, 2013). De este modo, el incremento de los niveles de
endocannabinoides mediante agentes farmacologicos sintéticos como las macamidas es
considerada una potencial alternativa neuroprotectora para isquemia focal y global
(Almukadi et al., 2013); y los resultados, utilizando macamida sintética MCH1 muestran la
proteccién morfoldgica por medio de la reduccidon del area infartada, que podria denominar

al MCHZ1 con un efecto promisor neuroprotector.
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Las &reas con mayor porcentaje de dafio en el grupo VEH fueron zonas sensorio —
motoras, en el corte 2 el cortex motor primario (M1) y secundario (M2), en el corte 3 en
cortex somatosensorial primario de pata delantera (S1FL), de mandibula (S1J), superficie
oral (S1JO) y el nlcleo estriado (CPU); y el corte 4 las zonas de cortex somatosensorial
primario de pata trasera (S1HL) y coOrtex somatosensorial secundario (S2). Dichas regiones
también fueron reportadas afectadas en otras investigaciones que siguieron el modelo
MCAO (Wahl et. al., 1992; Popp et. al., 2009; Yeh et. al., 2018). Es propio del modelo
MCAO con oclusion transitoria que exista recuperacién en la zona core de la isquemia y en
la zona de penumbra (Fluri et. al, 2015), es asi que, si bien existe recuperacion natural, esta
se encuentra a la vez sujeta a la magnitud del dafio inicial y los tratamientos
neuroprotectores buscan limitar este dafio primigenio (Castillo, 2001). A partir de la
evaluacion sensorio-motora, en este estudio se pudo evidenciar el efecto de la recuperacién
natural, asi como un menor impacto en la afectacion sensitiva del grupo MCH1 al dia 3 de
evaluacidn, lo que se podria indicar que el tratamiento con MCHZ1 pudo ser un agente
neuroprotector en la etapa aguda de la isquemia en las zonas sensorio-motoras y areas mas
visiblemente conservadas al dia 11.

En un estudio de neuroproteccién, Jiao y colaboradores (2021) utilizaron un modelo
de animales neonatos inducidos a isquemia hipoxica, y les aplicaron tratamiento con una
macamida sintética aislada “NB-EPA”, utilizando una dosis inicial en la cirugia de oclusion
y 3 dias posteriores; y encontraron que el grupo tratado con dicha macamida sintética
obtuvo una mejor conservacion del area cerebral afectada. Reportaron que el dafio medio
del vehiculo fue 30,01% y el del grupo tratado con la macamida “NB-EPA” de un 11,13%,
siendo el 37,08% de proteccion respecto al vehiculo, siendo semejante al nivel de

proteccidn del presente estudio, donde el tratamiento con MCH1 tuvo un 36,16% de
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proteccion respecto al grupo VEH. Si bien este estudio es realizado en animales mas
jévenes, el fendmeno donde se aplica el tratamiento macamida sintética aislada es
semejante en la naturaleza de privacion de glucosa y oxigeno en el cerebro por medio de la
interrupcion del flujo sanguineo. Al respecto de la evaluacion sensorio — motora de las
patas delanteras, indicaron que el grupo vehiculo presento alteraciones en la respuesta
neuroldgica respecto a la propiocepcion, respuesta refleja y en fuerza, e indicaron que estas
fueron mejoradas en el grupo tratado con la macamida “NB-EPA” al dia 1,3y 7 de
evaluacion. En este estudio, el tratamiento con MCHZ1 no mostro diferencia significativa en
la evaluacion neuroldgica aplicada en el dia 3, ni en el dial0; sin embargo, la prueba de
retirada de cintas reveld una mejora en la sensibilidad de pata delantera contralateral al dia
3 de evaluacion respecto al grupo VEH, méas no mostré mayor efecto el dia 10.

Un estudio realizado por Encarnacion y colaboradores (2011), utilizé un modelo de
MCAQO transitoria de 60 y 75 minutos en ratas adultas Winstar (W) y Sprague Dawly (SD),
donde midieron la respuesta neuroldgica semanalmente, los 90 dias posteriores a la
oclusidn. En sus resultados reportaron la variacion del tiempo de infarto de 60 a 75
minutos, incremento el volumen de infarto de la cepa SD, mas no W. El déficit a largo
plazo inducido por la isquemia solo fue detectado con una prueba de simetria de patas, la
puntuacién neuroldgica de Garcia y una escala neurolégica de 28 puntos, esta Gltima
incluyé la caminata en circulos. El analisis motor fue a partir de la prueba de deterioro en la
marcha y la prueba de caminata en malla, que mostraron déficits a corto plazo de las patas
contralaterales, con recuperacién dentro de las dos semanas posteriores a la MCAO,
incluida la intensidad, la longitud de la zancada, indice de soporte, ciclo de trabajo y el

momento de la colocacidn. Indicaron que el dafio a nivel motor es significativo hasta los 14
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dias posteriores a la oclusion y la disminucion en la intensidad de la caminata indicaria
dafio en la corteza motora.

Al ser el mismo modelo de oclusion, este dato podria indicar que alin hay afectacion
propia de la isquemia, y estaria comprometiendo la corteza motora. El presente estudio
encontr6 que la funcién motora fue la més afectada por la oclusion, al evidenciar afectacion
desde el dia 3 y sin mostrar recuperacion al dia 10 de tratamiento. También se evalto a
partir de la caminata circular como parte de la evaluacion neurolégica modificada, este
comportamiento es signo de la afectacion por la isquemia causado por la debilidad en las
patas, ha sido considerado un comportamiento correlacionado positivamente a la gravedad
de lesién y ademas ha sido reportado en animales con lesion isquémica en la corteza motora
primaria (M1) o en la cpsula interna (Longa, 1989; Reglodi et. al. 2003; Yeh et. al, 2018).
El dia 3 de evaluacion el 90,9% de los animales del grupo VEH presento el
comportamiento de caminata circular, mientras que en el grupo MCH1, un 54,5% de
animales presentd este comportamiento. Para el décimo dia de evaluacion, el porcentaje de
animales con caminata circular en el grupo VEH se redujo a 72,7%, mientras que en el
grupo MCH1, se redujo a 36,3%. Estos datos podrian ser un indicador de alguna
recuperacion en la fuerza de las patas que mejoraria la intensidad motora del grupo tratado
con MCHZ1, es probable que el test de retirada de cintas no haya detectado este factor
puesto que la ejecucidn de la tarea involucra no solo el trabajo de las patas sino también de
zonas sensitivas y motoras de mandibula y zona oral; y la prueba de caminata en malla
considera aspectos motores como coordinacion.

Algunas investigaciones reportan que el modelo de oclusion de la arteria cerebral
media mostrd dafio a nivel hipocampal y las evaluaciones en la etapa aguda de la isquemia

reportaron deterioro en algunos procesos cognitivos como memoria aversiva (Wahl et. al,

DERECHOS DE AUTOR RESERVADOS




U i .d d . . . .
. Andina Repositorio Digital

del Cusco

1992; Taboada, 2016). Respecto a la memoria y aprendizaje espacial Lu y colaboradores
(2016) aplicaron un modelo de oclusion bilateral de la arteria cerebral media en ratas y
exploraron estos procesos a los 10 dias de la oclusion bilateral utilizando el laberinto de
Barnes. Reportaron que encontraron déficit tanto en memoria como aprendizaje espacial, al
realizar 3 dias de entrenamiento, 7 posteriores a la induccién de isquemia global. Segun
sefialan los autores, este modelo de isquemia simula una isquemia cardiaca, que por la
interrupcion sanguinea conlleva a una isquemia global del cerebro, y no una isquemia focal;
siendo que este modelo ha mostrado afeccién bilateral hipocampal a los 20 minutos de
hipoxia en estudios de alta resolucién de resonancia magnética. En el presente estudio,
algunos animales tuvieron dafio en zonas hipocampales o aledafias del lado afectado por la
isquemia, que podrian suponer alteracion de la memoria o aprendizaje espacial; sin
embargo, los animales ACV no mostraron déficit de estas funciones cognitivas. Por lo que,
una posible explicacion de no encontrar déficit agudo en memoria o aprendizaje espacial
seria que el modelo aplicado tuvo una afectacion hipocampal unilateral, cuando
aparentemente el impacto en ambos hipocampos seria condicion para encontrar alteracion
de estos procesos en una fase aguda del dafio.

Si bien estos estudios tuvieron énfasis en la afectacién aguda, cabe sefialar que otras
investigaciones consideran un tiempo de 6 a mas semanas posteriores a la isquemia, para
realizar la evaluacion de memoria espacial (Okada, 1995; Panta,2020). Es reportado un alto
porcentaje de pacientes que presentan dafio cognitivo a los 6 meses después de tener el
ACV, un fendbmeno que también ocurre con los traumatismos cerebrales (Jacquin et. al,
2014; Mellon et. al, 2015; Hausser et. al, 2018). De este modo, algunas explicaciones para
no haber encontrado alteracion en el desempefio de la memoria y aprendizaje espacial

podrian estar relacionada a que el dafio isquémico no se dio en zonas que afecten estas

DERECHOS DE AUTOR RESERVADOS




Universidad
. Andina Repositorio Digital

del Cusco

funciones, o que los sintomas agudos del ACVi aln no se presentan a este nivel de
evaluacion, aunque podrian desarrollarse con el tiempo. Futuros estudios podran verificar si
el dafio hipocampal bilateral en etapas agudas o el dafio hipocampal unilateral en etapas
cronicas representarian alteraciones en memoria y/o aprendizaje espacial.

5.4 Implicancias del estudio

Esta investigacion ayuda a conocer el nivel de neuroproteccion de la macamida
sintética MCH1 en un modelo de isquemia inducida por MCAO de 75 minutos. Este
estudio queda como precedente para conocer el efecto de esta macamida aislada en
especifico y poder compararla con otras en adelante. Asi mismo, permitié identificar la
neuroproteccion a nivel morfoldgico y un potencial efecto en el desempefio neuroldgico.

Asi mismo, resulta relevante ver las distinciones de la aplicacién de este modelo en
un laboratorio 3299 m.s.n.m. El protocolo aqui presentado fue estandarizado en un tiempo
de reperfusién pasados los 75 minutos, considerando tener la menor mortalidad posible
(>50%), aunque manteniendo una lesion que permita evaluar los objetivos de
neuroproteccion planteados (10% <). En esta investigacion el grupo ACV- VEH obtuvo un
42, 30% de mortalidad y una media de 11,10 % de lesion isquémica. Estos datos quedan
como precedente para investigaciones semejantes y mas aun en laboratorios con
caracteristicas similares donde busque ser replicado un modelo de MCAO.

Un aporte de esta investigacion estaria en el disefio experimental del test de Barnes,
el cual fue estandarizado para medir la funcion inicial de memoria y aprendizaje espacial de
cada animal previa a la lesion y contrastar estos procesos post lesion, identificando los
cambios a consecuencia de la lesion. Asi mismo, brinda la posibilidad de evaluar
alteraciones en la memoria retrograda y anterdgrada. Si bien, en esta investigacion no se

encontraron alteraciones en memoria y aprendizaje espacial que permitan hacer esta
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comparacion, los hallazgos muestran que seria de interés la exploracion a largo plazo para
este modelo, al saber que muchas secuelas del ACVi son también croénicas.

Para realizar esta investigacion se tuvieron en cuenta las recomendaciones brindadas
por la mesa redonda de la industria académica de terapia de accidente cerebrovascular
(STAIR, por sus siglas en ingles) que procuran incrementar las posibilidades de trasladar
las pruebas pre-clinicas a modelos clinicos (Fisher et. al, 2009). Por lo que, para esta
investigacion se consider0 en la aplicacion de la técnica de induccion, la estandarizacion de
la dosis y via utilizada, el protocolo de evaluaciones y la aplicacion de doble ciego del
proceso.

Se conoce que la via de accion de las macamidas esta relacionada al sistema
endocannabinoide, este y otros estudios corroboran un nivel de neuroproteccion en modelos
de ACVi usando extracto pentanico o0 macamidas aisladas (Pino-Figueroa et al., 2010;
Almukadi et al., 2013; Alasmari et. al, 2019; Jiao, et. al, 2021), por lo que la presente
investigacion estaria sumando a los reportes que sefialan esta via de accion potencial para

buscar estrategias terapéuticas neuroprotectoras.
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Conclusiones
Primera: La macamida sintética MCH1 tiene una tendencia positiva neuroprotectora a nivel
morfologico en un modelo animal de accidente cerebrovascular isquémico focal con dosis
intraperitoneal de 3 mg/kg aplicada 30 minutos antes de la oclusién y con tratamiento de la
misma dosis por 10 dias.
Segunda: La macamida sintética MCH1 mostr6 una tendencia positiva de neuroproteccion
respecto a la recuperacion de la simetria de patas a los 10 dias de tratamiento y en la
conservacion sensitiva del lado contralateral y motora del lado ipsilateral.
Tercera: EI modelo MCAO no indujo alteracion en la memoria espacial de los animales y
el tratamiento con macamida sintética MCHZ1 no mostro efecto de esta funcion cognitiva.
Cuarta: EI modelo MCAO no indujo alteracion en el aprendizaje espacial de los animales y
el tratamiento con macamida sintética MCHZ1 no mostro efecto de esta funcion cognitiva.
Quinta: Este estudio sugiere que el sistema endocannabinoide podria estar relacionado con
la neuroproteccion de dafio inducido por isquemia, especificamente en el incremento del tono

endocannabinoide inducido por la accion de MCHL.
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Recomendaciones
Primera: La presente investigacion solo analizé una de las multiples macamidas presentes
en la maca, por lo que se sugiere explorar las otras macamidas en este mismo modelo, y asi
poder contrastar los posibles efectos de la administracion de macamidas o del extracto
pentanico de maca.
Segunda: Se sugiere explorar el efecto de las macamidas en las funciones cognitivas de
memoria y aprendizaje con otras pruebas o disefios experimentales, puesto que anteriores
estudios muestran que el extracto pentanico de maca podria mejorar el desempefio de estas
funciones. Asi mismo, hacer esta exploracion en las secuelas del ACVi a largo plazo.
Tercera: La presente investigacion solo utilizé ratas machos, sin embargo, seria de sumo
interes replicar o afadir en futuras investigaciones de ACVi en modelos de ratas hembras.
Puesto que los cambios hormonales propios de estos modelos dan resultados distintos y es
conocido que muchas drogas no consideran esta importante variable para llevar la
investigacion a fases clinicas.
Cuarta: Usar el protocolo de test de Barnes presentado en el estudio para explorar funciones
cognitivas relacionadas a la memoria espacial en esta u otras patologias como Alzheimer.
Quinta: Se sugiere incluir en el protocolo de inclusion — exclusién con técnicas que permitan
homogeneizar la muestra, como el uso de tecnologia de imagen computarizada, que a su vez
permita conocer el porcentaje de dafio a las 24 horas de la lesion y contrastar la evolucién en
el tiempo. Otro tipo de pruebas podrian ser evaluaciones neurolégicas de las primeras 24

horas post isquemia.
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A. Matriz de consistencia

Matriz de consistencia

Repositorio Digital

“EVALUACION DEL POTENCIAL EFECTO NEUROPROTECTOR DE MACAMIDAS SINTETICAS EN LA REDUCCION DE DANO CEREBRAL,
CONSERVACION DE LA RESPUESTA SENSORIO - MOTORA Y ALIVIO DEL DETERIORO DE MEMORIA Y APRENDIZAJE ESPACIAL
CAUSADOS POR ISQUEMIA CEREBRAL FOCAL EN RATAS. CUSCO - 2021.”

PREGUNTA DE , .
i HIPOTESIS OBJETIVOS VARIABLES E INDICADORES METODOLOGIA
INVESTIGACION
¢Existe un efecto Las macamidas Objetivo Principal: Evaluar el potencial Variables Independientes (V1): Tipo de Estudio:

neuroprotector en la
administracion de
macamidas sintéticas
en ratas sometidas a
modelo de isquemia
cerebral focal en
condiciones de altura,
que reduzca el dafio
cerebral, conserve la
funcion sensorio-

motora y alivie el

sintéticas pueden
ejercer efecto
neuroprotector en
la reduccién del
area de infarto, la
conservacion de
la respuesta
sensorio-motora
y alivio  del
deterioro de

memoria y

efecto neuroprotector de macamidas
sintéticas en la reduccion del &rea de
infarto, conservaciéon de la respuesta
sensorio-motora y alivio del deterioro de
memoria y aprendizaje espacial causados
por isquemia cerebral focal en ratas.
Objetivos especificos:
1. Evaluar el efecto neuroprotector de
macamidas sintéticas en la reduccién
del &rea de infarto por isquemia

cerebral focal, Cusco - 2021.

- Administracion macamidas sintéticas.

Indicadores de VI:

Area de infarto.

Déficit sensorio - motor.

Déficit cognitivo.

Variable Dependiente (VD):

- Efecto neuroprotector.

Indicadores de VD:

- Superficie de tejido necrosado medido en

mm3.

Cuantitativo, experimental-
transversal, de tipo causa-
efecto y prospectivo.

Sujetos y muestra:

Se utilizaron 35 ratas machos
Sprague dawley de 2 - 3
meses de edad con pesos de
280 a 310
provenientes del bioterio de la
Universidad Andina  del

Cusco durante el 2021.

gramos,
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deterioro de memoria aprendizaje 2. Evaluar el efecto neuroprotector de - Puntaje de evaluacion neurolégica. Técnicas:
y aprendizaje espacial causados macamidas sintéticas en la - Tiempo de latencia de encontrar el lugar - Técnica quirdrgica por
espacial? por isquemia conservacion de la respuesta sensorio- de escape. oclusion de la arteria

cerebral focal en

ratas.

motora en un modelo isquemia
cerebral focal, Cusco - 2021.

Evaluar el efecto neuroprotector de
macamidas sintéticas en el alivio de
de
causados por isquemia cerebral focal,
Cusco - 2021.

Evaluar el efecto neuroprotector de

deterioro memoria  espacial

macamidas sintéticas en el alivio de
deterioro de aprendizaje espacial
causados por isquemia cerebral focal

en ratas, Cusco — 2021.

Numero de errores para encontrar el lugar
de escape

Tiempo acumulado en zona correcta.

Variables Controladas (VC):

Ambiente de alojamiento
(humedad,

iluminacidn, disposicion de alimento y

y de
evaluacion temperatura,
agua).

Edad y peso de los animales.

Protocolo de manipulacion y evaluacion
de animales.

Manejo del procedimiento experimental.

cerebral media (MCAOQ)
Software Fiji.
Evaluacién neuroldgica
de Garcia modificada.
Prueba del laberinto de
Barnes.

EthoVision XT 15.

GraphPad Prism 5

DERECHOS DE AUTOR RESERVADOS




