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LISTA DE ABREVIATURAS

IC: Isquemia cerebral

EVC: Evento vascular cerebral

AC: Arresto cardiaco

ICG: Isquemia cerebral global

ICG: Isquemia cerebral global transitoria

ICF: Isquemia cerebral focal

rt-PA: Activador recombinante del plasmin6geno tisular
CA1: Cornus Ammonis 1

AEB: Algoritmo para estrategia de busqueda
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RESUMEN



Isquemia cerebral y envejecimiento: un ejemplo de la discrepancia clinico-

experimental entre la investigacion basica y clinica.

La investigacién en ciencia basica permite mejorar la traslaciéon de conocimiento
hacia la investigacion clinica y la practica médica. Desafortunadamente, la
mayoria de los modelos animales que reproducen un cuadro patolégico no
incluyen importantes variables que permitan extrapolar los resultados obtenidos
a la investigacién clinica (1). Un ejemplo de esta discrepancia clinico-

experimental es la relacionada con la isquemia cerebral y el envejecimiento.

La isquemia cerebral afecta principalmente a los pacientes adultos mayores. Sin
embargo, la gran mayoria de los estudios experimentales en modelos animales
no consideran el factor envejecimiento, a pesar de las recomendaciones de los
expertos sobre el incluir animales envejecidos en los estudios experimentales
(2). De tal modo se identifica una discrepancia clinico-experimental: por un lado
la isquemia cerebral que afecta principalmente a paciente mayores de 65 afos
(3, 4), y por el otro, los estudios experimentales que utilizan ratas entre 3 y 6
meses de edad, lo cual extrapolado a aflos humanos corresponde a individuos
de entre 15 y 18 anos de edad (5). Por lo tanto es importante considerar este
factor cuando se estudie el fenémeno isquémico en el cerebro y la transferencia

de potenciales opciones terapéuticas.



Existe evidencia que soporta que la respuesta a la isquemia cerebral es
diferente entre un cerebro joven y uno envejecido (6). Esta diferencia es
explicada principalmente por los cambios que ocurren en el cerebro a lo largo
de la vida, los cuales modifican el aspecto molecular, celular, tisular y funcional
(7). A pesar de lo anterior, el uso de animales envejecidos en los modelos de
isquemia cerebral no se ha popularizado completamente. De tal manera que
sigue existiendo la necesidad de evaluar a nivel estructural y funcional la

respuesta del cerebro envejecido a la isquemia cerebral.

El uso de animales envejecidos en la investigacion basica implica los siguientes
cuatro inconvenientes: 1) alto costo, 2) alta mortalidad, 3) variabilidad en el
dafo estructural y el deterioro funcional, y 4) la falta de adaptacién de modelos
animales y métodos de evaluacion para utilizarse en animales envejecidos.
Estas condiciones causan wuna gran dificultad y complejidad en la
implementacion de los modelos animales, ademas de dificultar la interpretacion

de resultados.

Para abordar esta discrepancia clinico-experimental, es necesario incrementar
el numero de estudios en isquemia cerebral que utilicen animales envejecidos.
Para garantizar esto, los estudios necesitan documentar el proceso de
envejecimiento, evaluar el efecto de la edad en los modelos animales y crear o

adaptar las pruebas funcionales para animales envejecidos. Es imperativo



incluir animales envejecidos en los modelos preclinicos, especialmente en
aquellos que estudian enfermedades con una mayor prevalencia en los

pacientes adultos mayores, como lo es la isquemia cerebral.

Respondiendo a esta necesidad de contar con mejores modelos animales en el
estudio de la isquemia cerebral, adaptamos un modelo de isquemia cerebral y
sus métodos de evaluacion para su uso en animales envejecidos. De esta
manera se establecen las bases para una mejor transferencia de conocimiento

(1, 2).
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La discrepancia relacionada al envejecimiento en la investigacion sobre

isquemia cerebral.

En el contexto clinico, la isquemia cerebral (IC) ocurre principalmente en
pacientes adultos mayores durante el evento vascular cerebral (EVC) y el
arresto cardiaco (AC). En el mundo Occidental, mas del 70% de los individuos
afectados por EVC y mas del 83% afectados por AC tienen mas de 65 anos de
edad (4, 8). Mientras la esperanza de vida continle creciendo, el numero de
individuos afectados por IC aumentarda en consecuencia. Los estudios
experimentales en IC han demostrado la eficacia de una serie de intervenciones
terapéuticas, pero la mayoria de ellas ha fallado en demostrar su utilidad en
protocolos clinicos. La discrepancia relacionada a la edad es una de las mas
evidentes y una potencial explicacién para estos decepcionantes resultados, ya
gue estas intervenciones neuroprotectoras se han probado en animales jévenes
a pesar que la IC afecta principalmente a pacientes envejecidos (9-11). Para
atender esta discrepancia, es necesario adaptar y utilizar los actuales modelos
de isquemia cerebral y sus métodos de evaluacion morfolégica y funcional para
Su uso en animales envejecidos con la finalidad de mejorar la transferencia de

conocimiento entre la investigacion béasica y clinica.



La importancia del envejecimiento en la investigacion del sistema

hervioso central.

En anos recientes, el envejecimiento se ha convertido en un tema de interés en
la investigacion y la salud publica. A medida que la esperanza de vida crece, el
numero de pacientes adultos mayores con enfermedades asociadas a la edad
también aumentara. Entre los problemas de salud mas relevantes se
encuentran aquellos que producen IC, como el EVC y el arresto cardiaco AC.
Hasta el momento existe suficiente evidencia para establecer que el
envejecimiento es una variable que debe ser considerada en la investigacion

sobre IC.

El incremento en las enfermedades relacionadas a la edad causada por el
actual incremento de pacientes adultos mayores representa un problema de
salud publica. En México, para el ano 2050 mas del 25 % de la poblacién tendra
mas de 60 anos de edad (12). Tomando en cuenta que mas del 70% de los
pacientes afectados por IC tienen mas de 60 anos (3, 4) es posible identificar un
futuro incremento en el numero de pacientes afectados por IC con el
envejecimiento como una condicién presente. De este modo, un adecuado
entendimiento de la respuesta del cerebro envejecido a insultos agudos como la

isquemia es una prioridad en la investigacion en ciencia médica bésica.



El envejecimiento como un fenémeno que afecta al Sistema Nervioso

Central.

Inicialmente se debe sefnalar que el envejecimiento es un fendmeno y no una
enfermedad. El envejecimiento es definido como un proceso cronoldgico,
complejo y multifactorial que produce cambios anatémicos, fisioldgicos,
genéticos y moleculares que culminan finalmente con la muerte (13). Esta
asociado con una alterada respuesta al estrés y una mayor susceptibilidad a las
enfermedades como hipertension, diabetes mellitus tipo 2 y enfermedades

vasculares cerebrales y cardiacas.

El envejecimiento afecta a todos los érganos y sistemas del cuerpo y el sistema
nervioso central no es la excepcion. El proceso de envejecimiento en el cerebro
produce cambios que afectan todas las poblaciones celulares, incluyendo:
neuronas, células neurogliales, vasos sanguineos y la mayoria de los procesos
moleculares fisiolégicos como: inflamacién, estrés oxidativo y neurotransmisién
(14). Estos cambios no son homogéneos en todo el cerebro y son el resultado
de la interaccién entre éste y el medio ambiente (15). Estos cambios justifican el

postular una diferente respuesta del cerebro envejecido a la IC.



No se conoce con certeza el momento en el cual inicia el proceso en
envejecimiento, sin embargo existen dos principales teorias para explicar el
proceso de envejecimiento: envejecimiento programado y envejecimiento por
desgaste (16). El envejecimiento programado refiere que el envejecimiento
ocurre como resultado de un proceso programado y controlado que produce el
deterioro del organismo a medida que pasa el tiempo (17). En contraste, la
teoria de desgaste sugiere que el envejecimiento es la suma de insultos
ambientales hacia un organismo tales como: toxinas, radicales libres,
hidrolisis, glucosilacion, uniones cruzadas de puentes disulfuro, radiacion, entre
otras. (17). Ambas teorias proponen elementos que podrian estar relacionados

y explicar entonces el proceso de envejecimiento.

Durante el envejecimiento, el cerebro cambia su anatomia y su funcién. Algunos
de estos cambios son macroscopicos y evidentes aunque otros requieren de

una evaluacion microscépica, molecular o funcional para ser identificados.

Dentro de los cambios macroscépicos el mas evidente es la atrofia cerebral,
que se caracteriza por un adelgazamiento de los circunvoluciones y un
ensanchamiento de los cisuras corticales, ademas de producir un aumento en el
volumen del sistema ventricular (17). Sobre los cambios microscopicos, durante
décadas se habia postulado que la muerte de neuronas en la corteza y el

hipocampo era una condicién que ocurria durante el envejecimiento. Estudios
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recientes han identificado que esta pérdida neuronal no ocurre en condiciones
normales de envejecimiento y es poco probable que sea la responsable del
deterioro cognitivo relacionado a la edad observado en algunos sujetos (18). De
acuerdo con lo anterior otros estudios apoyan la existencia de una pérdida de
neuronas en corteza e hipocampo, sin embargo esta no es significativa; aunque
en otras regiones como el mesencéfalo, procencéfalo basal y algunas areas de
la corteza prefrontal dorsolateral si se presenta una disminucién significativa del
conteo neuronal (15). Por otra parte la ramificacién dendritica no cambia
durante el envejecimiento en el hipocampo y la corteza, pero se ha
documentado una disminucion de su volumen probablemente debido a una
disminucion de la densidad singptica (15). Las células gliales, principalmente
astrocitos, muestran una prominente astrogliosis en la sustancia blanca

asociada a la edad (17).

El depdsito de sustancias en el cerebro es otro fendbmeno que caracteriza a los
cerebros envejecidos. Entre estas sustancias se encuentran: B-amiloide,
marafnas neurofibrilares, lipofiscina y cuerpos de poliglucosano (e.g. Cuerpos
de Lafora y cuerpos amilaceos) (17, 19). Estos cambios han sido observados en
el cerebro humano y animal (e.g. perro, caballo y simios) (17).
Sorprendentemente, a pesar de que los roedores son los mamiferos mas
utilizados en los estudios de IC, no existen reportes de los cambios

degenerativos en estos animales.
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En todo el organismo los vasos sanguineos son afectados por el
envejecimiento. En el cerebro estos cambios vasculares son de especial interés
debido a su participacion en el fendmeno isquémico. Los principales cambios
degenerativos son: fibrosis, microhialinosis, mineralizacion aparicion de
microhemorragias, amiloidosis y disminucion del calibre luminal (17, 19).
Ademéds se han reportado cambios en el funcionamiento vascular al identificar
que el envejecimiento modifica la regulacién de la circulacion cerebral durante

fendmenos de estrés como la hipotensién (20).

Algunos procesos moleculares como la inflamacidn, neurotransmision y estrés
oxidativo continian cambiando durante la vida. Estos cambios contribuyen a
propiciar el empeoramiento del dafio ocasionado por un EVC, ya que producen
un ambiente pro-inflamatorio en el cerebro que promueve la formacién
temprana de cicatrices. La formacién de cicatrices mas tempranas se asocia
con aumento de fibrosis del tejido y una menor recuperacién funcional (14). Por
otra parte, las alteraciones en la homeostasis del calcio inducidas por el estrés
oxidativo (oxidacion de proteinas) producen un cambio en las reservas de calcio
intracelular, que se caracteriza por un decremento de la actividad de los
receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA) y un incremento en la actividad
intracelular de las reservas de Ca®*'y los canales de calcio dependientes de

voltaje (21). La respuesta celular al estrés oxidativo cambia durante la edad

12



(22). Estos procesos celulares son importantes en la cascada isquémica y
determinantes claves para entender las diferentes respuestas del cerebro

envejecido a la IC.

Funcionalmente, el proceso de envejecimiento en el cerebro se observa a
través de un deterioro gradual de las funciones fisicas y cognitivas que avanzan
a medida que también avanzan los cambios morfologicos macroscépicos y

microscépicos.

Tomando en cuenta estos cambios estructurales y funcionales debemos
identificar que muchos de ellos toman un papel importante en la cascada
isquémica y explican la diferente respuesta de un cerebro envejecido a la

isquemia cerebral (Figura 1).
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Hipoperfusién Cerebral (EVC o AC)

Dario Cerebral (Dafio morfolégico-Deterioro funcional)

Figura 1. Factores involucrados en la cascada isquémica. Se identifican con
(*) los factores en los que se ha documentado que el envejecimiento modifica

dicho factor.
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Efecto del envejecimiento sobre la evolucidn clinica de los pacientes

afectados por IC.

El envejecimiento es el principal factor de riesgo no modificable para sufrir un
EVC (23). La incidencia el EVC se duplica por cada década sucesiva a los 55
anos (23). Adicionalmente, el envejecimiento es el factor de riesgo lider y el
principal factor predictor del desenlace clinico posterior a un EVC (24). De tal
modo, la edad es un importante factor a considerar durante el tratamiento y

evolucion de estos pacientes.

Independientemente del tipo de EVC que afecte a un paciente, el
envejecimiento parece estar asociado con un mal prondstico (23). El
envejecimiento incrementa la mortalidad y letalidad en pacientes adultos
mayores (25). Los pacientes adultos mayores son mas susceptibles a ser
egresados a instituciones de cuidado de salud, debido a una severa
discapacidad en los siguientes 3 meses posteriores al evento (26). A pesar de
lo anterior el envejecimiento no ha mostrado tener un efecto directo sobre la

recuperacion funcional neurolédgica de los pacientes (23).

La edad es un marcador bioldgico del desenlace del tejido cerebral en la IC. Lo
anterior se ha comprobado al identificar que existe una dependencia en la

conversion del tejido isquémico a infarto relacionada a la edad (24). Los

15



mecanismos moleculares o celulares responsables de esta dependencia se
desconocen con claridad, pero se postula que podrian ser explicados por los
cambios que ocurren en la macro y micro circulacion del cerebro envejecido
(24). Otros factores que podrian estar causando esta dependencia son los
cambios en el metabolismo energético, transmisidn sinaptica y susceptibilidad al
estrés oxidativo, aunque la mayoria de estos cambios se han identificado en

modelos animales y no en humanos.

Las opciones de tratamiento especifico disponibles en la actualidad para los
pacientes afectados por IC a causa de un EVC isquémico se limitan al factor
activador del plasminégeno tisular recombinante (rt-PA). Debido a que los
pacientes mayores de 80 afos son excluidos de los estudios clinicos, existe
poca evidencia respecto al uso de rt-PA en esta poblaciéon. Hasta la fecha, los
escasos estudios que han evaluado el efecto del rt-PA en pacientes mayores de
80 afos indican que en comparacién con pacientes jovenes, la reperfusion y la
incidencia de hemorragia intracerebral como complicaciéon del tratamiento no se
modifican significativamente (27, 28). Debido a lo anterior se demostrd que la
eficacia y seguridad del rt-PA en pacientes envejecidos con EVC isquémico no
depende de la edad del paciente (28) y se recomienda su uso al demostrarse

un mayor beneficio en comparacion con el riesgo.
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En los paises en vias de desarrollo, como lo es México, el nUmero de pacientes
con EVC isquémico que reciben terapia con rt-PA es bajo. Los principales
factores que contribuyen a este hecho son el retraso prehospitalario y la
carencia de personal e infraestructura adecuada para la aplicacion de este
medicamento (28). La poblacién no tratada representa un importante grupo a
considerar para la administracion de nuevos tratamientos cuyo objetivo seria la

limitacion del dafo y recuperacion del deterioro funcional.

De esta manera deben realizarse mas estudios que evaltuen el comportamiento
del envejecimiento en conjunto con otras variables como comorbilidades y
exposiciones ambientales para entender mejor su interaccion durante el

fendbmeno isquémico del cerebro.

Modelos animales de IC y el efecto del envejecimiento sobre ellos.

Desde la década de 1960, la relacién entre el envejecimiento y la IC ha sido
estudiada en modelos animales. Sin embargo, la gran mayoria de las
intervenciones terapéuticas y diagnosticas se siguen probando en animales
jovenes. Las probables causas de esta discrepancia estan relacionadas con el
alto costo de los animales envejecidos y la falta de adaptacién de mas modelos

experimentales de IC y sus métodos de evaluacién. Los animales mas

17



frecuentemente utilizados en estos modelos son los roedores pequefios como

ratones y ratas, siendo estas ultimas utilizadas aun mas frecuentemente.

Los modelos experimentales de IC se clasifican en modelos de isquemia
cerebral focal (ICF) y global (ICG) (29) (Figura 2). Los modelos de ICF se
subclasifican en aquellos que producen una alteracién de un territorio vascular
(focal propiamente dicha) y aquellos que afectan de forma multifocal varios
territorios arteriales. Estos modelos reproducen el fenédmeno observado durante
un EVC isquémico de un territorio vascular determinado, teniendo una
morfologia de dafio donde se identifica una zona central y una zona de
penumbra. Los modelos de ICG se subclasifican en aquellos que producen una
hipoperfusion total del encéfalo (ICG completa) y aquellos que producen una
hipoperfusion casi total (ICG incompleta). Los modelos de ICG completa
replican la hipoperfusion ocurrida durante un AC, mientras los de ICG

incompleta reproducen un EVC maligno.
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Modelos de IC

Multifocal Focal Completa Incompleta
Embolismo Dafio cerebral
— = — EVCisquémico |p=] postarresto — EVCmaligno
multiple .
cardiaco
Ej. Arresto Ej. 04V,
— Ej. Embolismo |- Ej. OACM ] cardiaco, oclusion| Y] 02V+Hipoxia,
aodrtica 02V+Hipovolemia

Figura 2. Modelos de isquemia cerebral.
principales modelos de IC actualmente utilizados. Se identifican principalmente
dos tipos de modelos: IC Focal e IC Global. EI modelo utilizado en el presente

proyecto es el modelo de oclusién de cuatro vasos (O4V), el cual representa un

modelo de IC Global incompleta.
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El efecto del envejecimiento sobre los modelos de IC ha sido evaluado en
ambos tipos de modelos de IC, aunque la evidencia mas abundante se refiere a
los modelos de ICF. Las conclusiones sobre el andlisis de informacién referente

a estos modelos y el envejecimiento se exponen a continuacion (Tabla 1).

En los modelos de ICF se ha reportado una mayor tasa de mortalidad durante o
después de la induccién de isquemia (6). El dafio morfoldgico evaluado a través
del volumen de infarto mostré resultados contradictorios, habiendo estudios que
establecen mayor volumen de infarto en roedores viejos (30-32), mientras que
otros refieren no encontrar diferencias significativas en el volumen de infarto de
roedores jovenes contra envejecidos (33-37). Funcionalmente se conoce que
los roedores envejecidos tienen la capacidad de recuperarse posteriormente a
un infarto cortical focal, pero en un menor grado que los jévenes (32, 34, 37-39).
A la fecha se desconocen con certeza los mecanismos moleculares y tisulares
responsables de estos diferentes efectos morfoldgicos y funcionales en los

modelos de ICF (9).

Funcionalmente la recuperacién es mas limitada en animales envejecidos tras
el uso de modelos de ICF (9). De este modo, los estudios que han analizado el
envejecimiento en ratas de 24 meses han mostrado un dafo mas severo y una
recuperacion menor (30, 34, 35, 40-42) Debe mencionarse que los animales

envejecidos por lo regular tiene un desempefio funcional menor al de los
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animales jovenes antes de la IC (35, 43), lo cual explica parcialmente la menor

recuperacion funcional observada en estos reportes.

La escasa evidencia disponible referente al efecto del envejecimiento sobre los
modelos de ICG indica que en las ratas envejecidas existe una mayor
mortalidad (44), mayor dafo morfoldgico y mayor deterioro funcional (45). Debe
sefalarse que existen reportes que establecen un aparente efecto
neuroprotector del envejecimiento sobre las neuronas piramidales del area CA1
del hipocampo (30, 46). Destaca también la ausencia de informacion

relacionada a pruebas funcionales especificas para dano en el hipocampo.

De este modo surgen tres principales areas de oportunidad relacionadas al
efecto del envejecimiento sobre el area CA1 del hipocampo y el deterioro
funcional que este produce: 1) Actualmente no se ha identificado con certeza el
efecto del envejecimiento sobre la respuesta de las neuronas piramidales del
area CA1 del hipocampo. 2) Existe necesidad de adaptar los modelos animales
de IC asi como los métodos de evaluacién ya que estos fueron disefiados para
ser utilizados en animales jovenes. 3) Se desconoce el efecto que tiene la
lesibn de las neuronas piramidales del area CA1 del hipocampo sobre el

desempefio funcional en pruebas especificas para esta regién.
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Las anteriores areas de oportunidad deben atenderse, antes de considerar
evaluar intervenciones terapéuticas en un modelo de ICG en animales
envejecidos. Para ello es necesario caracterizar el efecto de la ICG en animales
envejecidos realizando evaluaciones a corto y largo plazo desde una
perspectiva morfoldgica y funcional, con la finalidad de resolver la discrepancia
clinico-experimental relacionada con el envejecimiento en los modelos de IC.
De esta manera es evidente la discrepancia observada en el efecto sobre las
neuronas piramidales del hipocampo y el deterioro funcional relacionado a este
mismo. Por lo tanto el presente proyecto de tesis utiliz6 un modelo de ICGT en
ratas envejecidas para realizar un analisis morfoldégico sobre las neuronas

piramidales del hipocampo y el consecuente deterioro funcional.
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Variable

ICF

ICG

Mortalidad

Dano

morfolégico

Deterioro

funcional

Mayor en ratas envejecidas

Mayor volumen de infarto en

ratas envejecidas

Recuperacion funcional mas

lenta y en menor grado

Mayor en ratas envejecidas

Mayor dafo en corteza y estriado.
Discrepancia respecto al dafno en el

hipocampo CA1

Recuperacion menor y en un menor
grado
No evaluaron la funcién del

hipocampo

Tabla 1. Envejecimiento en los modelos de IC. Se organizan los hallazgos de
la busqueda bibliografica realizada para identificar el efecto del envejecimiento
sobre los modelos de
mortalidad, dafio morfolégico y deterioro funcional. Se muestra la discrepancia

observada en el dano sobre el area CA1 del hipocampo y la falta de estudios

IC. Los datos obtenidos fueron sintetizados en:

funcionales que evaluen la funcidén del hipocampo envejecido dafiado.
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Hipocampo morfologia y funcion.

El hipocampo es un componente de la formacion del hipocampo y forma parte
del sistema limbico. Est4 localizado en la profundidad del encéfalo y se le

atribute el proceso cognitivo de la memoria.

Estructuralmente, esta formado por neuronas organizadas en regiones
designadas como cornus Ammonis (CA): CA1, CA2, CA3, CA4. De estas
regiones CA1 y CA2 presentan una mayor susceptibilidad a la isquemia (CA1 y
CA2 = H1 o sector de Sommer). La organizacion tisular del hipocampo tiene
tres capas de corteza (arquicorteza). Una de estas capas contiene a los
cuerpos de neuronas piramidales, las cuales se organizan en 2 a 3 o tres
capas. Las neuronas piramidales se caracterizan por presentar un cuerpo
redondo y nucléolo central. Los axones de las neuronas piramidales de CAf1,
CA2 y CAS se dirigen eferentemente a través del fornix hacia el cuerpo mamilar.
Las aferencias del las neuronas piramidales de CA3 provienen principalmente
del giro dentado GD, el cual a su vez recibe aferencias de la neocorteza. Las
aferencias de CA1 provienen de fibras colaterales desde CA3 (fibras

colaterales de Schaffer).

La funciéon del hipocampo esta asociada con los procesos espaciales y la
memoria. La memoria puede ser clasificada en memoria a corto plazo (60
minutos) y largo plazo (varios dias o mas). El hipocampo participa en la

conversion de la memoria de corto a largo plazo. Ademas al hipocampo se le
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han asociado también la funcién del comportamiento espacial, el cual al
integrarse con la funcion de memoria forma la memoria espacial. La memoria

espacial forma parte de la memoria declarativa sobre hechos y lugares.

La exploracion de la memoria espacial es el método mas ampliamente aceptado
para explorar la funcion del hipocampo en los animales de experimentacién y en
humanos. El método mas ampliamente aceptado para evaluar la memoria

espacial en roedores es el laberinto de agua de Morris.

Debido a que los modelos de ICG afectan principalmente a las neuronas
piramidales del area CA1 del hipocampo, se identifica que la exploracidén
funcional de la memoria espacial resulta el método mas adecuado para evaluar

el deterioro funcional producido por estos modelos.

Caracterizacion del efecto del envejecimiento sobre el daio producido por

ICG en las neuronas piramidales de CA1.

Los modelos de ICG inducen una hipoperfusién generalizada del cerebro por un
periodo determinado de tiempo, afectando aéreas vulnerables del encéfalo
como las neuronas piramidales del area CA1 del hipocampo. Respecto a los
estudios que utilizan modelos de ICG en animales envejecidos, la limitada
evidencia disponible sugiere que el envejecimiento resulta un factor deletéreo

que incrementa la mortalidad (44, 45), acelera el inicio y la exacerbaciéon de
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lesiones isquémicas (47), e induce un incremento en la sensibilidad vy
vulnerabilidad del insulto isquémico (45). Referente a al dafio en el hipocampo,
se han encontrado reportes contradictorios sobre la respuesta del area CA1 a la
ICG entre ratas envejecidas y jovenes. Algunos estudios han establecido un
dafno mas severo en las ratas envejecidas (48, 49), mientras que otros han
observado mayor dafo y progresion mas rapida del mismo en ratas jovenes
(30, 46), sugiriendo incluso un posible efecto neuroprotector del envejecimiento
sobre las neuronas piramidales de CA1. De esta manera, el efecto del

envejecimiento sobre el hipocampo CA1 sigue sin determinarse claramente.

La anterior contradiccion representa un reto metodologico para resolver la
discrepancia relacionada a la edad en los estudios de IC e incrementar el uso
de ratas envejecidas en los modelos de ICG. De esta manera, se identifica la
primera area de oportunidad; la cual involucraria evaluar comparativamente
entre ratas jovenes y envejecidas la mortalidad y el dafio morfoldgico de las
neuronas piramidales de CA1 posterior a un modelo de ICG utilizando

evaluaciones seriadas en diferentes dias posteriores a la reperfusion.
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Adaptacion de las evaluaciones funcionales de aprendizaje y memoria

espacial en ratas envejecidas.

En el proceso de mejora continua de la investigacién basica sobre isquemia
cerebral, ademas de la adaptacion de importantes variables como lo es el
envejecimiento, también se recomienda realizar evaluaciones funcionales (2).
Los modelos de ICG producen dano en neuronas del hipocampo el cual se tiene
participacion en los procesos de aprendizaje y memoria espacial. El laberinto de
agua de Morris (LAM) es el método mas aceptado para evaluar el aprendizaje y
la memoria especial en roedores pequefos. Desde las primeras descripciones
realizadas por Morris et al. en 1984 (50), muchos protocolos y opciones de
medicién han sido descritas para evaluar las alteraciones en el aprendizaje y la
memoria especial. Sin embargo estos protocolos y mediciones fueron
disenados para utilizarse en animales jovenes. Por lo tanto su uso en animales
envejecidos demanda algunas consideraciones y adaptaciones son necesarias

para explorar mejor el desemperio funcional.

El LAM usualmente consiste en protocolos de aprendizaje y memoria (51). En el
protocolo de aprendizaje, la latencia a plataforma (i.e. tiempo que tarda la rata
en llegar a la plataforma desde un punto de salida previamente determinado) y
distancia a plataforma (i.e. distancia total recorrida hasta llegar a la plataforma

desde un punto de salida previamente determinado) son las mas utilizadas
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para evidenciar aprendizaje espacial (51). En los protocolos de memoria, el
porcentaje de tiempo en el cuadrante correcto (i.e. porcentaje de tiempo
invertido en el cuadrante donde estaba la plataforma) y el numero de
cruzamientos a la zona donde estaba la plataforma (i.e. nUmero de veces que la
rata cruza por la zona donde estaba la plataforma), son las mediciones mas
utilizadas para evidenciar la adquisicion de memoria durante las pruebas de

memoria (51).

El desempefio funcional en LAM declina a medida que avanza la vida de un
animal (52, 53). Aunque el deterioro funcional es evidente en la mayoria de los
animales, este no afecta homogéneamente a todos los animales por igual,
resultando que algunos animales envejecidos tienen un desempefio similar al
encontrado en los animales jovenes mientras que otros si sufren alteraciones
evidentes (53). Esta situacion produce una alta variabilidad en los resultados de
los protocolos de aprendizaje y memoria, lo cual dificulta la determinacién de un
parametro de normalidad y por lo tanto una adecuada comparacion entre

grupos control y experimental.

Las explicaciones mas aceptadas para este deterioro funcional relacionado a la
edad son los cambios que ocurren en las habilidades de nado, locomocién y
estrategias de busqueda (54, 55). Otros estudios, han sugerido que el deterioro

funcional relacionado a la edad en las habilidades de aprendizaje y memoria

28



espacial es debido a cambios en la funcién y morfologia del hipocampo. Sin
embargo ha sido dificil encontrar marcadores tisulares consistentes sobre este
deterioro cognitivo y se han encontrado observaciones discrepantes a este
respecto (54, 56). Esta situacidbn hace evidente la necesidad de nuevas
opciones de medicion que exploren mas eficientemente el desempefio funcional

en aprendizaje y memoria espacial durante las pruebas del LAM.

Para resolver este problema metodolégico, el analisis de la estrategia de
busqueda es una opcion razonable. La estrategia de busqueda se refiere a la
secuencia de movimientos y cambios en la trayectoria que la rata realiza hasta
encontrar la plataforma (en el protocolo de aprendizaje) o cruzar la zona donde
estaba la plataforma (en el protocolo de memoria). Estudios recientes sobre la
estrategia de busqueda han encontrado modificaciones en la estrategia de

bldsqueda relacionadas a la edad de los animales (55).

Estos estudios utilizaron métodos distintos para evaluar la estrategia de
busqueda. Estos métodos utilizan sistemas de computo o métodos puramente
apreciativos; y su complejidad, reproducibilidad y alta cantidad de estrategias
sin clasificar hacen dificil su aceptacién general (55, 57, 58). Por lo tanto, sigue
existiendo la necesidad de un método valido, reproducible y facil de utilizar para

evaluar este componente de las pruebas de aprendizaje y memoria.
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De este modo se asume que la estrategia de busqueda es un componente
principal en las pruebas funcionales y debido a la variabilidad que se observa
en las mediciones tradicionales de animales envejecidos su uso en este grupo
de edad es aun mas relevante. Por lo anterior, la segunda area de oportunidad
identificada fue caracterizar el desempefio funcional de las ratas Wistar macho
envejecidas en los protocolos del LAM analizando las variables tradicionales y

la estrategia de busqueda.

Caracterizacion del efecto del envejecimiento sobre el deterioro funcional
por dafo en el area CA1 del hipocampo en pruebas de aprendizaje y
memoria espacial utilizando mediciones tradicionales y analisis de

estrategia de busqueda en el LAM.

La funcién del hipocampo esta relacionada con el aprendizaje y la memoria
especial (51); y esta funcién cognitiva es explorada por medio de los protocolos
del LAM. Hasta ahora, diferentes protocolos del LAM se han descrito para
evaluar el aprendizaje especial en animales envejecidos, pero no existe un
consenso sobre qué protocolo es el mejor, aunque se identifican algunas
recomendaciones generales como: periodos mas largos de evaluacién, tiempo
mas prolongado en cada prueba y precaucion en el andlisis de datos debido a

una alta variabilidad en los resultados.
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El deterioro funcional que producen los modelos de ICG por dafio en el
hipocampo CA1 de ratas envejecidas aun no ha sido evaluado con pruebas
especificas para valorar la funcion del hipocampo en el aprendizaje y la
memoria espacial. Algunos reportes que han utilizado evaluaciones funcionales
no relacionadas a la memoria espacial indican que los animales envejecidos
presentan una recuperacion mas lenta y en menor medida en comparacion con
la recuperacidn de animales jovenes, aunque estos estudios han utilizado
pruebas que no evaluan la funcidén del hipocampo (45). En roedores jévenes se
ha evidenciado que el dafo en las neuronas piramidales del area CA1 produce
una alteracion en el aprendizaje y memoria espacial durante protocolos del LAM

(59).

De este modo, al ser el aprendizaje y memoria espacial una de las principales
funciones del hipocampo es entendible realizar el andlisis funcional de los
modelos de ICG utilizando los protocolos del LAM con mediciones tradicionales
y el andlisis de la estrategia de busqueda. De esta manera se identifica la

tercera area de oportunidad atendida durante la ejecucion de este proyecto.
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Necesidad de caracterizar el daino morfolégico y el deterioro funcional

secundario a ICG en ratas envejecidas.

Con la anterior introduccion se identificaron las tres principales areas de
oportunidad que se atendieron en la ejecucion de este proyecto. 1) La falta de
caracterizacion del dano morfoloégico en el area CA1 del hipocampo tras la
induccion de ICGT en ratas envejecidas de una cepa comun entre los
laboratorios de ciencia basica. 2) La experiencia actual sobre el desempefio
funcional de animales envejecidos a en las pruebas funcionales del LAM ha
establecido algunas diferencias que deben ser caracterizadas mediante el uso
de mediciones tradicionales y el analisis de la estrategia de busqueda. 3) La
identificacidn del deterioro funcional producido por ICGT en ratas envejecidas
aun no se ha evaluado con pruebas especificas para dafo en el hipocampo.
Estos tres aspectos fueron abordados utilizando tres experimentos consecutivos

e independientes, cada uno con contribuciones originales.
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HIPOTESIS

33



Hipotesis.

Hipotesis de trabajo:
Existe dano morfolégico en el area CA1 del hipocampo y deterioro funcional en
el aprendizaje y memoria espacial secundario a isquemia cerebral global

transitoria en ratas envejecidas.

Hipotesis nula:
No existe dafio morfologico en el area CA1 del hipocampo y deterioro funcional
en el aprendizaje y memoria espacial secundario a isquemia cerebral global

transitoria en ratas envejecidas.
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OBJETIVOS
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Objetivo general.

Caracterizar el dafo morfolégico del area CA1 del hipocampo y el deterioro
funcional en el aprendizaje y memoria espacial secundario a isquemia cerebral

global en ratas envejecidas.

Objetivos particulares.

e Evaluar el dario morfologico a nivel del area CA1 del hipocampo en ratas
envejecidas (18-21 meses de edad) a los 4,7 y 14 dias posterior a
reperfusion (DPR).

e Evaluar el desempenio funcional de ratas envejecidas en pruebas de
aprendizaje y memoria espacial utilizando mediciones tradicionales y
analisis de estrategia de busqueda.

e Evaluar el deterioro funcional en el aprendizaje y memoria espacial en

ratas envejecidas desde los 7 hasta los 21 DPR.
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MATERIAL Y METODOS
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Metodologia general.

La metodologia general de este proyecto se realizd por medio de tres
experimentos independientes en los cuales se abordd cada uno de los objetivos

particulares.

e Experimento 1. Analisis del dafio morfologico en las neuronas
piramidales del area CA1 secundario a 15 minutos de ICG por O4V en
ratas envejecidas.

e Experimento 2. Caracterizacion del desempefio funcional de ratas
envejecidas en los protocolos de aprendizaje y memoria del LAM.

e Experimento 3. Analisis del deterioro funcional en el LAM secundario a
dano morfologico en las neuronas piramidales del area CA1 en ratas

envejecidas.

Todos los procedimientos realizados en animales durante los tres experimentos
fueron conducidos bajo la autorizacién del comité de ética institucional (Clave
de aprobacion por comité de ética: AH13-004) y la regulacién nacional para el

cuidado y uso de animales (NOM-062-Z0O0-1999).
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Experimento 1. Analisis del daiho morfoldgico en las neuronas piramidales
del area CA1 secundario a 15 minutos de ICG por O4V en ratas

envejecidas.

Animales de experimentacion.

Cuarenta y ocho ratas Wistar macho fueron utilizadas en el experimento 1,
incluyendo 22 jévenes (3-6 meses) y 26 envejecidas (18-21 meses). Todas las
ratas fueron mantenidas en cajas plasticas bajo ciclos constantes de luz-
obscuridad de 12 horas y con alimento y agua ad libitum. Se mantuvieron
constantes las condiciones de temperatura (22 ° C) y humedad (60%). Los
animales que mostraron un mal estado general de salud fueron excluidos de los
experimentos. La edad, peso, longitud y glucosa sanguinea fueron medidas

antes y después de la induccion de ICG (Tabla 2).
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Grupo Edad Peso Longitud Glucosa Glucosa sanguinea

(meses) (9) (cm) sanguinea antes después de
de la oclusion reperfusion
(mg/dl) (mg/dl)
Joven 5+1 408 + 110 40.67 £2.5 86.67+14.9 129.46+39.64
Envejecido 19+ 1 671 + 167 44511 93.60+15.67 124.94+36.91

Tabla 2. Somatometria y glucosa sanguinea de las ratas jovenes y
envejecidas utilizadas en el experimento 1. Se muestra la edad, peso y talla
de las ratas utilizadas en el experimento 1. Se muestra ademas la glucosa
sanguinea pre y post reperfusion de las ratas jévenes y envejecidas con

isquemia completa. Los valores representan media + desviacion estandar.
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Induccion de ICG.

Se indujo ICG durante 15 minutos en ratas jévenes y envejecidas usando el
modelo de oclusiéon de 4 vasos (O4V) con modificaciones (60). EI modelo de
04V se realiz6 en dos dias. En el primer dia, las ratas fueron anestesiadas
usando isofluorano al 1-2% mezclado con oxigeno al 33%. Un dispositivo de
oclusion (tubo de silicén) fue colocado libremente alrededor de la arteria
caro6tida comun para permitir la posterior oclusidon de los vasos. Posteriormente,
los animales fueron colocados en un marco estereotadxico y las arterias
vertebrales fueron electrocauterizadas por medio de una incision en la region
nucal. En un segundo dia, ambas arterias carotidas comunes fueron ocluidas

utilizando los dispositivos colocados en el primer dia.

Posterior a la oclusién de las arterias car6tidas comunes las ratas envejecidas y
jovenes fueron asignadas a tres subgrupos dependiendo de la presencia,
pérdida parcial o completa del reflejo postural posteriormente a la oclusién de
ambas arterias carétidas comunes: isquemia-completa, isquemia-incompleta y
no-isquemia. Las ratas asignadas al subgrupo de isquemia-completa fueron
aquellas que perdieron el reflejo postural dentro de los primeros 60 segundos
(sin recuperacion del mismo parcial o total durante el tiempo de isquemia). Los
animales que no cumplieron los criterios de isquemia-completa fueron

reasignados al subgrupo de isquemia-incompleta si perdieron el reflejo postural
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pero lo recuperaron parcial o completamente durante el tiempo de isquemia o al
subgrupo no-isquemia si nunca perdieron el reflejo postural. En las ratas
clasificadas como isquemia completa o incompleta, los dispositivos de oclusion
fueron dejados en su posicidbn por 15 minutos, seguidos de su retiro para
permitir la reperfusion. Para las ratas del subgrupo no isquemia, los dispositivos
de oclusiéon fueron inmediatamente retirados dentro de los primeros 90
segundos posteriores a su colocacion. Las ratas envejecidas y jévenes con
isquemia completa, incompleta o no isquemia fueron reasignadas para su
evaluacion a los dias 4, 7 y 14 PAR. Las ratas que murieron durante la isquemia
o posterior a la reperfusion fueron incluidas para el andlisis del desenlace pero

excluidas del analisis morfolégico.

El nivel de glucosa sanguinea fue evaluado 5 minutos antes de la oclusién y 5
minutos después de la reperfusidn via glucometria capilar tomando una muestra
de la porcidn distal de la cola. Durante la ICG, los animales fueron mantenidos a
37 £ 1 ° C; la temperatura corporal fue medida y controlada por medio de una
sonda rectal asociada a un termorregulador. Posterior a la O4V, las ratas fueron
mantenidas en sus respectivas cajas y se les permitié acceso libre a agua y
alimento hasta el dia de evaluacién morfologica. La evaluacion morfolégica fue

realizada alos 4,7y 14 DPR.
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Figura 3. Diagrama que muestra la metodologia del experimento 1. En las
ratas jovenes y envejecidas se llevd a cabo la misma metodologia durante el
experimento 1. Posterior a la oclusibn completa de las arterias caroétidas
comunes en el segundo dia del modelo de O4V se realizd la asignacion por
subgrupos dependiendo de la presencia, ausencia parcial o completa del reflejo
postural. Posteriormente las ratas de cada subgrupo fueron reasignadas a un

dia de evaluacion morfoldgica a los 4, 7 o 14 dias posterior a reperfusion (DPR).
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Evaluacion morfoldgica.

La evaluaciéon morfolégica se llevd a cabo en los dias 4, 7 o 14 posterior a la
reperfusiéon. Las ratas fueron perfundidas utilizando una técnica transcardiaca
con buffer salino de fosfatos (PBS), seguido de paraformaldehido al 4% en
PBS. Los cerebros fueron cortados en bloques de 2 mm de grosor y embebidos
en parafina para posteriormente realizar microsecciones de 5 pm. Tres
microsecciones del hipocampo dorsal fueron recolectados cada 25 um y tenidas

con hematoxilina y eosina para su posterior evaluacion.

Utilizando un microscopio de luz, tres microsecciones del hipocampo dorsal (de
-3.3 a -4.3 mm relativo al bregma) fueron bilateralmente analizadas respecto al
dario morfolégico y el patron morfolégico. El dano morfologico fue evaluado
utilizando un aumento de 4x y 10x de acuerdo a la siguiente escala: 0, sin dafo;
1, dafno neuronal limitado a la porcibn medial de CA1; 2, dafio neuronal
alcanzando la porcion intermedia de CA1; 3, dafo neuronal alcanzando la
porcion CA3 (Figura 4) (60). El patron de dano fue evaluado utilizando un
aumento de 10x y 40x de acuerdo a la siguiente escala: 0, normal, ie., sin
neuronas danadas; 1, algunas neuronas dafadas; 2, muchas neuronas
danadas; 3, la mayoria de las neuronas danadas (Figura 5) (48). Ambas

escalas fueron reportadas como el promedio entre ambos hemisferios. Todas
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las evaluaciones fueron realizadas por un investigador quien se mantuvo

cegado a la distribucién de grupos y subgrupos.
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Figura 4. Escala de dafno morfoldgico. Se observa una imagen representativa
del area CA1 del hipocampo a un aumento de 10x para evidenciar la progresién
del dano de medial a lateral que justifica el uso de la escala de dafo
morfoldgico. 0, sin dafo neuronal; 1, dano limitado a la regién medial de CA1; 2,
dafo limitado a la porcion intermedia de CA1; 3, dafo neuronal extendido hasta
la porcion lateral de CA1 limitado hasta la zona CAS. El dafo esta designado
por la porcion mas lateral donde se identifica reduccién del tamafio neuronal

(picnosis) y fragmentacién del nucleo (cariorexis).
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Figura 5. Escala de patron morfolégico. Se observan cuatro imagenes
representativas a un aumento de 40x donde se observan las porciones
intermedias de CA1 tefidas con hematoxilina y eosina para identificar los
diferentes patrones morfolégicos de dafo en las neuronas de piramidales de
CA1 caracterizado por reduccidn del tamano neuronal (picnosis) vy
fragmentacién del nucleo (cariorexis). (A) Escala de 0, sin dafio neuronal; (B)
Escala de 1, dafno en algunas neuronas; (C) Escala de 2, dafio en la mayoria de
las neuronas; (D) Escala de 3, Dafo en la totalidad de las neuronas. El dafno se
evalud en las tres porciones del area CA1 una vez identificado que el dafo

tenia una calificacion de 3 en la escala de dafno morfologico.
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Analisis estadistico del experimento 1.

Los datos obtenidos del experimento 1 fueron capturados en SPSS (v19.00) ®
para Windows ®. Los graficos fueron producidos utilizando el programa Graph
Pad Prism v6 ®. Las comparaciones entre grupos y subgrupos respecto al
desenlace posterior a la O4V se realizaron utilizando proporciones y pruebas no
paramétricas (Chi-cuadrado). Las comparaciones entre grupos y subgrupos
respecto a las escalas de dano y patrén morfolégico fueron realizadas utilizando
medias, rangos y pruebas no paramétricas (U de Mann-Whitney). Se establecié

un nivel de significancia con una p < 0.05.
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Experimento 2. Caracterizacion del desempeno funcional de ratas

envejecidas en los protocolos de aprendizaje y memoria del LAM.

Animales de experimentacion.

Dieciséis ratas Wistar macho fueron utilizadas en el experimento 2, ocho
jovenes (3-6 meses) y ocho envejecidas (18-21 meses). Las ratas fueron
almacenadas en cajas plasticas con ciclos constantes de luz oscuridad con
acceso a agua y alimento ad libitum. La temperatura (22°C) y humedad (60%)
fueron mantenidas constantes. Los animales con mal estado general fueron
excluidos del experimento. La edad, peso y talla fueron cuantificados antes del

inicio de las pruebas (Tabla 3).
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Grupo Edad Peso Longitud

(meses) (9) (cm)
Jovenes 4+1 398.4 +93.4 41.2+11
Envejecidas 20 £ 1 760.1 £ 103.4 429+1.8

Tabla 3. Edad y somatometria de las ratas jovenes y envejecidas utilizadas
en el experimento 2. Se muestra la edad, peso y talla de las ratas utilizadas en
el experimento 2. Es notable la diferencia en la edad y peso de las ratas. Los

valores representan la media + la desviacidén estandar.
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Protocolos del LAM.

Las ratas jévenes y envejecidas fueron evaluadas en el LAM durante 12 dias
consecutivos. El laberinto de agua consiste en un estanque de 180 cm de
diametro y 60 cm de profundidad, llena de agua (23 + 2 ° C) la cual se opacd
con pintura tempera negra. El estanque estuvo rodeado en cada lado por cuatro
cortinas blancas con figuras negras en cada una (circulo, cuadro, triangulo y
cruz). El estanque fue dividido en octantes por medio de ocho ejes imaginarios
(N, S, E, W, NE, NW, SE, SW) (Figura 7-A); una plataforma de salvamento de
15 cm de diametro se escondié 2 cm debajo de la superficie del agua en una
posicion fija durante todos los protocolos de aprendizaje (eje NE), a mitad de la
distancia entre la pared del estanque y el centro del estanque. Adicionalmente a
los ocho ejes, el estanque se dividié en zonas circulares para facilitar el analisis

de la estrategia de busqueda (Figura 7-A).

Tres diferentes protocolos se realizaron durante el experimento: pre-
entrenamiento, aprendizaje y memoria. 1) Protocolo de Pre-entrenamiento. Este
protocolo se realizd en el dia 0 para habituar a las ratas al agua del estanque.
El pre-entrenamiento consiste en cuatro pruebas de 90 segundos cada una en
las cuales la rata debe de nadar en el estanque hasta llegar a la plataforma
central y visible; durante este protocolo no hubo senales en las cortinas. 2)

Protocolo de aprendizaje. Este protocolo fue realizado en losdias 1a5y 7 a 11
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después del protocolo de pre-entrenamiento para permitir a la rata aprender la
localizacion de una plataforma fija y no visible. El protocolo de aprendizaje
consiste en cuatro pruebas por dia (90 segundos por cada una, con periodo
inter prueba de 5 minutos), en los cuales la rata inicié cada prueba desde cinco
diferentes puntos de salida designados de forma pseudoaleatoria. La rata debia
guiar su busqueda en base a las sefales localizadas en la periferia. Si la rata no
localizaba la plataforma, esta fue colocada al final de los 90 segundos durante
30 segundos para permitirle la visualizacion de las sefiales y la identificacion
espacial de la plataforma. 3) Protocolo de memoria. Para este protocolo la
plataforma fue removida del estanque. El protocolo de memoria consiste en 90
segundos en los cuales la rata debe de identificar la zona de la plataforma. Este
protocolo fue realizado en los dias 6 y 12 para evaluar la adquisicion de

memoria acerca de la localizacion de la plataforma.
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Figura 6. Diagrama representativo de la metodologia utilizada en el
experimento 2. Las evaluaciones se realizaron en 13 dias consecutivos: 1 dia
de pre-entrenamiento, 10 dias de protocolo de aprendizaje y 2 dias de protocolo

de memoria.
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Meétodos de evaluacion.

Las variables tradicionales y grabacion de los videos fueron realizados
utilizando el sistema de grabacién computarizado (ANY MAZE®). En el
protocolo de pre-entrenamiento la llegada a la plataforma central y visible y la
velocidad de nado fueron cuantificadas. En el protocolo de aprendizaje, la
latencia a plataforma y distancia a plataforma también fueron cuantificadas. En
el protocolo de memoria, el tiempo en el cuadrante correcto y los cruzamientos
a plataforma fueron evaluados. La latencia y distancia hasta llegar al primer
cruzamiento donde estaba la plataforma también fueron evaluadas en el
protocolo de memoria de la misma manera como ocurrid en protocolo de

aprendizaje.

El analisis de la estrategia de busqueda en los protocolos de aprendizaje y
memoria se realiz6 usando el Algoritmo para Estrategia de Busqueda (AEB); un
nuevo método propuesto por nuestro grupo de trabajo (Figura 7-B y 7-C). Este
analisis se realiz6 por medio de dos observadores independientes cegados a la
distribucién de los grupos utilizando las grabaciones de video del sistema ANY
Maze® y el AEB. Un tercer observador independiente se utilizd para decidir la
clasificacion de la estrategia de busqueda en aquellas que resultaron
discrepantes entre los primeros dos observadores. ElI AEB clasifica las

estrategias de busqueda dependiendo de la eficacia (llegada a la plataforma);
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direccion/localizacién (estrategias directas hacia la zona de la plataforma) y la
precision de le estrategia (nUmero de cambios en la trayectoria) (Figura 7-C).
Las estrategias de busqueda fueron clasificadas en una manera ordinal desde
la mas efectiva, directa y precisa (estrategia A) hasta la mas inefectiva, no
directa/no localizada y mas imprecisa (estrategia J). El AEB también permite la
distincion entre estrategias efectivas y directas (estrategias A, B, C y D)
efectivas e indirectas (estrategias E, F y G) e inefectivas (estrategias H, | y J).
Previamente al experimento los tres observadores fueron capacitados en el uso

del AEB siguiendo las instrucciones que aparecen en la figura 7.
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A. Descripcion del Laberinto de Agl

ua de Morris (LAM)

El LAM consiste en un estanque circular 1.8 m de diametro y 45 cm de profundidad lleno de agua. Se encuentra rodeado de 4 mamparas blancas.
Cada mampara tiene una sefial visual como unica referencia (circulo, cuadrado, tridangulo y cruz). El estanque esta dividido en octantes y zonas.

Octantes del LAM

Zonas del LAM

Los octantes se definen por
8 ejes correspondientes a
los puntos cardinales (N, S,
E, O, NE, NO, SE, SO).

En la porcién intermedia del
eje NE se coloca durante
todas las pruebas una
plataforma de salvacién
sumergida 1 cm.

La divisién por zonas
circulares facilita el uso del
AEB.

Las zonas son:
Plataforma

Central del estanque
Periferia del estanque
Cercana a la pared del
estanque

pPOND~O

Periferia de la plataforma

cumplimiento de los 90 segundos.

En cada prueba tiene una duracién de 90 segundos. La rata inicia la busqueda desde un punto de salida que varia de manera aleatoria entre cada
prueba (no se utilizan los puntos mas cercanos a la plataforma: NE, N y E). La prueba finaliza con la primera llegada a la plataforma (zona 0) o el

B. Cambios en la trayectoria de nado: Se identifican 3 tipos de cambio de trayectoria

Utilizando la grabacién de la prueba se procede a identificar el nimero de cambios en la trayectoria de nado. Se consideran como cambios en la
trayectoria de nado los siguientes movimientos: trayectoria curva, movimientos sin sentido y trayectorias periféricas.

Trayectoria Curva

Movimientos sin sentido

Trayectorias periféricas

Cambio en la trayectoria con un angulo de
giro 245 °respecto a la trayectoria previa.
El angulo se cuantifica entre la trayectoria
inicial (verde) y la trayectoria corregida
(azul).

Trayectoria en Trayectoria en “S”. No
espiral. No importa si importa si cambia o
cambia o no la no la trayectoria.
trayectoria

Nada dos o0 mas
octantes por la zona 3

Nada més de un
octante por la zona 4

C. Algoritmo para de Estrategia de

Busqueda (AEB)

Para clasificar la estrategia de biisqueda utilizando la grabacién de la prueba se evalla la efectividad, direccién inicial/localizacién y precisién

1. Efectividad

¢ Llega a la zona 0 durante la prueba?

Si No
Efectiva Inefectiva
2. Direccioén inicial 2. Localizacion

¢Llega ala zona 1 antes de cometer el primer cambio de trayectoria?

¢ Tiene una estrategia localizada a 3
octantes 0 menos?

Si

No

Si

Directa

Indirecta

3. Precision

3. Precision

¢ Cuantos cambios de trayectoria realiza hasta
llegar a la zona 0?

¢ Cuantos cambios de trayectoria realiza hasta
llegar a la zona 0?

NUmero de cambios de trayectoria

Numero de cambios de trayectoria

Localizada

No localizada

¢ Tiene una estrategia
limitada a la zona 4?

No Si
Inespecific Tigmotaxis
a
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Figura 7. Instrucciones sobre la metodologia del Algoritmo para Estrategia
de Busqueda. La metodologia se describe en tres pasos: (A) Descripcion del
Laberinto de Agua de Morris, (B) Descripcidn de los cambios en la trayectoria,
(C) Algoritmo para Estrategia de Busqueda. Esta figura se utilizé como
instructivo para la capacitacién de los observadores que evaluaron los videos

del experimento 2 y 3.
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Analisis estadistico del experimento 2.

Todos los resultados fueron capturados en SPSS®. Para las mediciones
tradicionales la media y el error estandar de la media (EEM) fue reportado y las
diferencias entre los grupos de edad fueron comparados utilizando pruebas
paramétricas segun correspondiera (Prueba t de Student para muestras
independientes y relacionadas o ANOVA con prueba post hoc de Bonferroni).
La estrategia de busqueda fue analizada por medio de un analisis de
distribucién de frecuencias y las comparaciones se realizaron por medio de
pruebas no paramétricas (prueba de Chi cuadrado). Las comparaciones entre
las clasificaciones de las estrategias de busqueda entre los dos observadores
se realizaron por medio de tablas de contingencia y calculo del indice Kappa de

Cohen. Se establecié un nivel de significancia con una p = 0.05.
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Experimento 3. Analisis del deterioro funcional en el LAM secundario a
daino morfolégico en las neuronas piramidales del area CA1 en ratas

envejecidas.

Animales de experimentacion.

Sesenta y nueve ratas Wistar macho fueron utilizadas en el experimento 3,
incluyendo 30 ratas jovenes (3-6 meses) y 39 ratas envejecidas (18-21 meses).
Todas las ratas fueron mantenidas en cajas plasticas bajo ciclos constantes de
luz-obscuridad de 12 horas y con comida y agua ad libitum. La temperatura (22
°C) y humedad (60%) fueron mantenidas constantemente. Los animales que
mostraron mal estado general de salud fueron excluidos de los experimentos.
La edad, peso, talla y glucosa basal fueron medidas antes y después de la

induccién de ICGT (Tabla 4).
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Grupo  Subgrupo Edad Peso Glucosa Glucosa
(meses) (9) sanguinea sanguinea
antes de después de
oclusion reperfusion

(mg/dl) (mg/dl)
No-Is 40+1.0 388.1 +70.1 88.1 +10.4 86.0 £ 14.7
Jévenes In-Is 35+1.0 425.3 +101.1 80.8+17.5 143.0£41.4
Co-Is 46+1.1 338.5+154.6 85.3+13.5 132.1 £ 37.6
No-Is 20.2+22 538.5 £ 89.8 745 +12.6 79.3+21.2
Envejecidas In-Is 22.0+1.4 502.5 +105.4 67.0+12.7 80.5+26.2
Co-Is 20.3+1.7 604.4 +92.5 81.5+6.9 116.2 £ 31.1

Tabla 4. Somatometria y glucosa sanguinea de las ratas jovenes y
envejecidas utilizadas en el experimento 3. Se muestra la edad, peso y talla
de las ratas utilizadas en el experimento 3. Se muestra ademas la glucosa
sanguinea pre y post reperfusion de las ratas jovenes y envejecidas con

isquemia completa. Los valores representan media + desviacion estandar.
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Induccion de ICG y evaluaciones funcional y morfoldgica.

Inicialmente a las ratas se les indujo el modelo de O4V para producir 15
minutos de ICG. Para este proposito se siguié la metodologia descrita en el
experimento 1 referente a la induccion de ICG por el modelo de O4V. Las ratas
que sobrevivieron la reperfusion fueron mantenidas en cajas hasta los 7 DPR
para posteriormente iniciar la evaluacion funcional siguiendo los protocolos de
pre-entrenamiento, aprendizaje y memoria, descritos en el experimento 2. A los
21 DPR las ratas fueron infiltradas con paraformaldehido al 4% en PBS por
medio de una técnica transcardiaca para obtener la muestra y procesarla de la

misma manera como se describidé en la metodologia del experimento 1.
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Figura 8. Esquema que muestra la metodologia utilizada en el experimento
3. En las ratas jovenes y envejecidas se llevo a cabo la misma metodologia.
Posterior a la oclusion completa de las arterias carétidas comunes en el
segundo dia del modelo de O4V se asignaron las ratas a los diferentes
subgrupos en base a la preservacién o pérdida parcial o total del reflejo
postural. Las ratas que sobrevivieron el periodo de reperfusién fueron
evaluadas en los protocolos de pre-entrenamiento, aprendizaje y memoria del
LAM. Finalmente el area CA1 del hipocampo fue evaluado a los 21 DPR

utilizando las escalas de dafio morfolégico y patrén morfolégico.
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Analisis estadistico del experimento 3.

Los datos obtenidos del experimento 3 fueron capturados en SPSS (v19.00) ®
para Windows. Los graficos fueron producidos utilizando el programa Graph
Pad Prism v6 ®. Las comparaciones entre grupos y subgrupos respecto al
desenlace posterior a la O4V se realizaron utilizando proporciones y pruebas no
paramétricas (Chi-cuadrado). Las comparaciones entre grupos y subgrupos
respecto a las escalas de dano y patrén morfol6gico fueron realizadas utilizando
medias y rangos y pruebas no paramétricas (U de Mann-Whitney). Se

establecié un nivel de significancia con una p < 0.05.
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Apego a las recientes recomendaciones para el desarrollo de proyectos de

investigacion basica sobre isquemia cerebral.

La metodologia utilizada en este estudio fue realizada con el propésito de
resolver la discrepancia del factor edad en la investigacion sobre isquemia
cerebral, por medio de la caracterizacion del dano morfoldégico y deterioro
funcional producido por 15 minutos de ICG en ratas envejecidas por medio del
modelo de O4V. Para apegarse a las recomendaciones internacionales sobre la
ejecucion de proyectos experimentales relacionados con isquemia cerebral (2)
se hacen las siguientes aclaraciones metodol6égicas. En cuanto a la asignacion
aleatoria de los sujetos, se debe comentar que en nuestros experimentos la
distribucién se realiz6 de un modo aleatorio debido a que la asignaciéon por
grupo y subgrupo dependi6é de la edad de los individuos (grupos envejecido y
joven) y el desenlace posterior a la oclusion de las arterias carétidas durante el
segundo dia del modelo (subgrupos: isquemia-completa, isquemia-incompleta y

no-isquemia), respectivamente.

Respecto a las evaluaciones cegadas; estas se realizaron en el analisis
morfolégico por medio de un observador cegado a la distribucion de los grupos
y subgrupos y en los experimentos 2 y 3 por medio de tres observadores

cegados a la distribucién de grupos y subgrupos.
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En cuanto al uso de un grupo control; el objetivo del presente proyecto esta
encaminado a la caracterizacion de un modelo y sus métodos de evaluacion,
describiendo también el espectro de desenlace. Se sugiere que para
posteriores proyectos las ratas aleatoriamente asignados al grupo no-isquemia
pueden ser utilizadas como un grupo sham-control ya que clinicamente no
tuvieron isquemia y los dispositivos se retiraron inmediatamente después de la
colocacién. Por ultimo el tamafio de la muestra fue designado en base a

disponibilidad de los sujetos de experimentacion.
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RESULTADOS
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Experimento 1. Analisis del daiho morfoldgico en las neuronas piramidales
del area CA1 secundario a 15 minutos de ICG por O4V en ratas

envejecidas.

Desenlace posterior a la O4V respecto a la asignacion por subgrupos posterior
a la oclusion completa de las arterias cardtidas comunes y la mortalidad por

subgrupo.

El experimento morfolégico incluyé un total de 22 ratas jovenes y 26 ratas
envejecidas. El desenlace posterior a la oclusibn completa de las arterias
carbtidas comunes es reportado en la Tabla 5. El desenlace respecto a la
asignacion por subgrupos posterior a la oclusién carotidea bilateral no tuvo
diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos (p = 0.628). A
este respecto la diferencia mas notable se identifica en un ligero aumento en la
proporcibn de ratas envejecidas con isquemia-incompleta. El desenlace
respecto a la mortalidad no tuvo diferencias estadisticamente significativas
entre los dos grupos (p = 0.229); sin embargo se evidencié una mayor
mortalidad en el subgrupo envejecido isquemia-completa (p = 0.375 vs 0.579,
jovenes vs envejecidas, respectivamente). Debe mencionarse que no se
registraron muertes en los subgrupos no-isquemia e isquemia-incompleta de

ratas jovenes y envejecidas.
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Subgrupo Desenlace posterior
a la oclusion
carotidea bilateral

Grupo joven
N=22

Grupo envejecido
N=26

Perdié el reflejo postural
entre los 0 y 60 segundos
posterior a la reperfusion

Co-ls

In-Is Perdi6 el reflejo postural
entre los 0 y 60 segundos
posterior a la reperfusion
pero lo recuperan durante
el tiempo de isquemia

No perdieron el reflejo
postural

No-Is

16/22 (0.727)

Sobrevivieron hasta el dia de la
evaluacion:
10/16 (0.625)
#Murieron durante la isquemia:
4/16 (0.250)
#Murieron durante la reperfusion:
2/16 (0.125)

0/22 (0.000)

6/22 (0.272)

19/26 (0.731)

Sobrevivieron hasta el dia de
la evaluacion:
8/19 (0.421)
#*Murieron durante la isquemia:
7/19 (0.368)
#Murieron durante la reperfusion:
4/19 (0.211)

1/26 (0.038)

6/26 (0.231)

Tabla 5. Desenlace posterior a la O4V en el experimento 1. El desenlace

posterior a la oclusibn completa de las arterias carétidas comunes en el

segundo dia del modelo de O4V en ratas jovenes y envejecidas se valoré en

base a la asignacién por subgrupos y la mortalidad por subgrupo.

Co-ls,

isquemia-completa; In-Is, isquemia-incompleta; No-Is, no-isquemia. Los valores

se presentan como proporciones. # Ratas excluidas del analisis morfol6gico.
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Analisis del dafio morfoldgico en el area CA1 del hipocampo en ratas jovenes y

envejecidas.

El dafio morfologico en los subgrupos de ratas jovenes y envejecidas fue
evaluado a los 4, 7 y 14 DPR utilizando la escala de dafo morfolégico (Figuras
9 y 10). En los subgrupos joven y envejecido isquemia-completa se identifico
que el dano morfolégico se extendié hasta la porcion lateral de CA1 (dano
morfolégico grado 3) en la totalidad de los sujetos evaluados a los 4, 7 y 14
DPR; sin existir diferencias entre jévenes y envejecidos. En los subgrupos joven
y envejecido no-isquemia se identificd la ausencia de dafio morfoldégico en CA1
(dano morfolégico grado 0) en la totalidad de los sujetos evaluados a los 4, 7 y
14 DPR,; sin existir diferencias entre jovenes y envejecidas. Una rata envejecida
se asigndé al subgrupo isquemia-incompleta y fue evaluada al 7 DPR
encontrandose dafno morfolégico incompleto (dafio morfolégico grado 1.5), es
decir presencia de dafo morfolégico hasta la porcién lateral de CA1 en un

hemisferio y ausencia de dafio en CA1 en el hemisferio contralateral.

Estos resultados indican que en los subgrupos isquemia-completa 15 minutos
de O4V produjeron dano morfoldégico completo en ratas jovenes y envejecidas a
los 4, 7 y 15 DPR. Ademas que la oclusién transitoria (menor de 90 segundos)
en las ratas jévenes y envejecidas asignadas como no-isquemia no producen

dano morfolégico en las neuronas piramidales del hipocampo CA1 alos 4,7 y
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14 DPR. También se identific6 que la pérdida parcial del reflejo postural en

ratas envejecidas es un indicador clinico de dafo morfolégico incompleto.
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Joven Envejecido
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Dario Morfolégico

Figura 9. Analisis morfoldgico en base a la escala de dafno morfolégico del
area CA1 del hipocampo en ratas jovenes y envejecidas del experimento 1.
Se observa la distribucién de las ratas jévenes y envejecidas asignadas a los
subgrupos isquemia completa (Co-Is), isquemia-incompleta (In-Is) y no-
isquemia (No-Is). Cada figura representa una rata. La linea horizontal

representa la media de cada subgrupo calculada en base al dafio morfol6gico

de cada rata.
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Figura 10. Dafo morfolégico en el area CA1 del hipocampo de ratas
jovenes y envejecidas. Se observan fotomicrografias panoramicas de cortes
del area CA1 del hipocampo tefidos con Hematoxilina y Eosina para evaluar el
dano morfolégico. Grupo joven. Grupo envejecido. (No-Is) no-isquemia, (Co-Is)
isquemia-completa. Evaluaciones alos 4, 7y 14 DPR. La cabeza de flecha
indica el sitio mas lateral donde se identificé el dafio neuronal (picnosis y

cariorrexis).
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Analisis del patron morfolégico en el area CA1 del hipocampo en ratas jovenes

y envejecidas.

El patrén morfolégico fue evaluado en los subgrupos de las ratas jovenes y
envejecidas a los 4, 7 y 14 DPR (Figuras 11 y 12). En las ratas jovenes
isquemia-completa se observaron distintos patrones morfolégicos en los dias de
evaluacion. A los 4 DPR en 2/4 de las ratas se identificd la totalidad de las
neuronas danadas (patrén de dano grado 3), mientras que el resto de las ratas
se identificé dafo en la mayoria de las neuronas (patrén de dafo grado 2). A los
7 DPR en la totalidad de las ratas (3/3) se identificé dafo en la totalidad de las
neuronas. A los 14 DPR en 2/3 de las ratas se identifico dafio en la totalidad de
las neuronas, mientras que en 1/3 se identificé dafo en la mayoria de las
neuronas. Por otra parte en las ratas envejecidas isquemia-completa se
identificé patrén de dafo con afectacion de la totalidad de las neuronas en
todas las ratas de los tres dias de evaluacion. Las diferencias observadas entre
los subgrupos joven y envejecida isquemia completa resultaron no significativas

(p=0.180).

Por otra parte, la totalidad las ratas jévenes y envejecidas de los subgrupos no-
isquemia evaluadas a los 4, 7 y 14 DPR presentaron un patron morfolégico sin
afectacion de neuronas (patron morfolégico grado 0). En la rata envejecida
asignada al subgrupo isquemia-incompleta y evaluada al 7 DPR se identifico

patrén morfolégico con afectacién incompleto de las neuronas (patrén
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morfolégico 1.5), caracterizado por patron morfoldégico de la totalidad de las
neuronas danadas en un hemisferio y ninguna neurona dafada en el hemisferio

contralateral.

Estos resultados indican que en las ratas envejecidas del subgrupo isquemia-
completa 15 minutos de O4V producen patrén un morfolégico con afectaciéon de
la totalidad de las neuronas a los 4, 7 y 14 DPR; mientras que en las ratas
jovenes del subgrupo isquemia-completa se produce un patron morfoldgico
variable afectando la mayoria o la totalidad de las neuronas de CA1 alos 4y 14
DPR. Ademas se identificé que en las ratas jovenes y envejecidas del subgrupo
no-isquemia 90 segundos de 04V producen un patrén morfolégico de con

ausencia de dano en las neuronas de CA1.
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Figura 11. Analisis morfoldgico en base al patrén de dafo morfoldgico del

area CA1 del hipocampo en ratas jovenes y envejecidas del experimento 1.

Se observa la distribucién de las ratas jovenes y envejecidas asignadas a los

subgrupos isquemia completa (Co-Is),

isquemia (No-Is).

isquemia-incompleta (In-Is) y no-

Cada figura representa una rata. La linea horizontal

representa la media de cada subgrupo calculada en base al dafio morfoldgico

de cada rata.
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No-Is Co-Is 4DPR Co-Is 7DPR Co-ls 14DPR

Figura 12. Patron morfolégico en el area CA1 del hipocampo de ratas
jovenes. Se observan fotomicrografias panoramica y a mediano aumento de
cortes del area CA1 del hipocampo tefidos con Hematoxilina y Eosina para
evaluar el patrén morfolégico. (A) Hipocampo CA1 en visidon panoramica. (B)
Porcion medial del hipocampo CA1. (C) Porcién intermedia del hipocampo CA1.
(D) Porcion lateral del hipocampo CA1. Las columnas indican los subgrupos
(No-Is) no-isquemia, (Co-Is) isquemia-completa. Evaluaciones a los 4, 7 y 14
DPR. Los recuadros de las imagenes panordmicas indican los sitios de
evaluacién de las imagenes a mayor aumento. En las imagenes a mayor
aumento se identifica dafo morfologico de las neuronas piramidales

caracterizado por la presencia de picnosis y cariorrexis.
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No-Is Co-Is 4DPR Co-Is 7DPR Co-ls 14DPR

Figura 13. Patron morfolégico en el area CA1 del hipocampo de ratas
envejecidas. Se observan fotomicrografias panoramica y a mediano aumento
de cortes del area CA1 del hipocampo tefiidos con Hematoxilina y Eosina para
evaluar el patrén morfolégico. (A) Hipocampo CA1 en visidon panoramica. (B)
Porcion medial del hipocampo CA1. (C) Porciéon intermedia del hipocampo CAA1.
(D) Porcion lateral del hipocampo CA1. Las columnas indican los subgrupos
(No-Is) no-isquemia, (Co-Is) isquemia-completa. Evaluaciones a los 4, 7 y 14
DPR. Los recuadros de las imagenes panordmicas indican los sitios de
evaluacién de las imagenes a mayor aumento. En las imagenes a mayor
aumento se identifica dafo morfolégico de las neuronas piramidales

caracterizado por la presencia de picnosis y carriorexis.
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Experimento 2. Caracterizacion del desempenio funcional de ratas

envejecidas en los protocolos de aprendizaje y memoria del LAM.

Con el propédsito de caracterizar el desempefio funcional de ratas jévenes vy
envejecidas durante los protocolos de aprendizaje y memoria en el LAM, se

utilizaron mediciones tradicionales y analisis de estrategia de basqueda.

Mediciones tradicionales en el protocolo de aprendizaje en las ratas jovenes y

envejecidas.

En el protocolo de aprendizaje se midieron la latencia y la distancia a plataforma
(Figura 14). La latencia a plataforma mostré una disminucidén progresiva en los
dos grupos a medida que avanzaban los dias de entrenamiento. Las ratas
envejecidas tuvieron latencias mayores a las registradas en animales jovenes
en todos los dias de entrenamiento, existiendo diferencias significativas a los 5,
8 y 10 dias de entrenamiento. A medida que avanzaban los dias de
entrenamiento, la distancia a plataforma también mostré una disminucién
progresiva en ambos grupos de edad, aunque las diferencias registradas entre
ratas jovenes y envejecidas fueron mas estrechas que las observadas en la
latencia, existiendo diferencia significativa Unicamente en el dia 5 de

entrenamiento.
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La disminucion progresiva de la latencia y distancia a la plataforma se interpreta
como un proceso de aprendizaje exitoso en ambos grupos ya que los registros
del primer dia mostraron diferencias significativas con los registros del quinto y

décimo dia de entrenamiento (Tabla 6).

Los anteriores resultados muestran que en ambos grupos se documenta el
proceso de aprendizaje, el cual es confirmado a través de pruebas de memoria.
Ademas se identifica que las ratas envejecidas tienen un desempeno funcional
diferente al de las ratas jovenes, caracterizado por latencias y distancias mas

prolongadas para encontrar la plataforma.
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Figura 14. Mediciones tradicionales evaluadas en el protocolo de
aprendizaje del experimento 2. Se evalud la latencia y distancia a plataforma
en ratas jovenes y envejecidas durante los 10 dias del protocolo de aprendizaje.
Se observa una disminucién progresiva de ambas mediciones en ambos
grupos. Se reporta la media + error tipico de la media. La comparacién entre
jovenes y envejecidos se realiz6 por medio de ANOVA, las diferencias

significativas (p > 0.05) se sefialan con (*).
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Medicion

Dia de
entrenamiento

Jovenes

Envejecidas

Latencias

47.831 £6.272
14.240 +2.774 *
7.956 +1.062 *

70.184 £6.949
33.925 +£5.830 *
21.356 £5.753 *

Distancias

10

12.766 = 1.226
4.355+1.050 *

3.351 £1.524

15.812 + 1.304
8.281 £1.473*

4.324 £1.083*

Tabla 6. Latencias y distancias a la plataforma a los 1, 5 y 10 dias del
protocolo de aprendizaje en ratas jovenes y envejecidas. Se reporta la
media + error tipico de la media. Se compararon del 5° y 10° dia respecto al 1°

utilizando la prueba T Student para muestras relacionadas. (*) Muestra una p <

0.05.
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Mediciones tradicionales en el protocolo de memoria en las ratas jovenes y

envejecidas.

El andlisis de las mediciones tradicionales en el primer y segundo protocolo de
memoria (latencia a plataforma, distancia a plataforma, tiempo en el cuadrante
correcto y numero de cruzamientos sobre la zona de la plataforma) mostr
diferencias entre los grupos (Figura 15). Durante el primer protocolo de
memoria se observaron diferencias significativas entre grupos en la latencia
hasta la primer llegada a la zona de la plataforma y el numero de cruzamientos
sobre la zona de la plataforma (p<0.05), indicando que las ratas envejecidas
utilizan latencias mas largas e insisten menos sobre la zona de la plataforma o
bien la cruzan en algunas ocasiones por situacién de azar. En el primer
protocolo de memoria, la distancia a plataforma y el porcentaje de tiempo
invertido en el cuadrante correcto tuvo menores diferencias que no lograron
significancia estadistica (p>0.05). Con estos resultados se interpreta que en las
ratas envejecidas cinco dias de entrenamiento en el protocolo de aprendizaje
no son suficientes para evidenciar la adquisicion de memoria al mismo grado

que en las ratas jévenes.

En el segundo protocolo de memoria realizado posteriormente al décimo dia de
entrenamiento no se detectaron diferencias significativas entre ambos grupos
de edad en ninguna de las variables tradicionales analizadas. Esto es

explicado porque el grupo envejecido disminuy6 su latencia a plataforma e
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incrementd el numero de cruzamientos en la zona de la plataforma mientras
que las ratas jévenes ligeramente mejoraron su desempefio. Con estos
resultados se interpreta que son necesarios 10 dias de entrenamiento en el
protocolo de aprendizaje para que las ratas envejecidas adquieran un
desempefio en el protocolo de aprendizaje sin diferencias respecto a las ratas

jovenes.
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Figura 15. Mediciones tradicionales evaluadas en el protocolo de memoria
del experimento 2. Se evalu6 la latencia, distancia, tiempo en el cuadrante
correcto y cruzamientos a la zona de la plataforma. Se reporta la media + error
tipico de la media de ratas jovenes (azul) y envejecidas (rojo) de las distintas
mediciones. Las comparaciones entre grupos y entre pruebas se realizaron
utilizando la prueba T de Student para muestras independientes y relacionadas

respectivamente. Los valores de p < 0.05 se indican con (*).
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Propuesta y estandarizacion de un algoritmo para el analisis de la estrategia de

busqueda (AEB).

Con el fin de proponer el andlisis de la estrategia de busqueda como un
indicador del proceso de aprendizaje y adquisicion de memoria, primeramente
se analizaron los videos de todas las ratas joévenes y envejecidas.
Posteriormente a este analisis, identificamos los tres principales aspectos que
caracterizan a la estrategia de busqueda utilizada por cada rata en cada prueba
identificando: eficiencia, direccionalidad/localizacion y precision. Ademas, se
identifico que durante el proceso de aprendizaje las ratas jovenes y envejecidas
mejoran su estrategia de busqueda pasando de estrategias inefectivas, no
localizadas e imprecisas hacia estrategias efectivas, directas y de mayor

precision.

Fundamentado en las anteriores observaciones se disefid un algoritmo basado
en parametros para designar la estrategia de busqueda en diez posibles
clasificaciones ordinales (Figura 7). Para estandarizar el uso del algoritmo y
evitar sesgos de interpretacion, se entrend a los observadores hasta alcanzar
un excelente indice de variabilidad inter-observador para la eficiencia y
direccionalidad/localizacién (indice Kappa de Cohen = 1.0) y un buena indice de
variabilidad inter-observador para la precisién y clasificacion (/ndice Kappa de

Cohen = 0.845).
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Analisis de la estrategia de busqueda en el protocolo de aprendizaje.

El andlisis de la estrategia de busqueda utilizada durante el protocolo de
aprendizaje mostré que en ambos grupos se observa una mejoria progresiva de
la estrategia utilizada. Sin embargo no se observa el mismo patrén de mejoria

entre los dos grupos de edad.

Las ratas joévenes iniciaron el entrenamiento con estrategias eficientes e
indirectas en la mayoria de las veces y posteriormente mejoraron al incrementar
sus estrategias efectivas y directas, para finalmente incrementar la precisién de
la busqueda. Las ratas envejecidas iniciaron con estrategias con un mayor
namero de estrategias inefectivas, las cuales para el segundo dia de
entrenamiento se tornaron efectivas e indirectas, para finalmente aumentar la
precision de las estrategias indirectas pero aumentando muy poco el numero de
estrategias directas. De esta manera el desempeno de las ratas envejecidas en

cuanto a la estrategia de busqueda no alcanzé el nivel de las ratas jévenes.

Las diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos se
observaron a partir del dia 4 de entrenamiento y estas persistieron hasta el dia
10, con excepcidén del dia 6 (p < 0.05). Estos resultados indicaron que el

analisis de la estrategia de busqueda utilizando el AEB es un método efectivo y
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reproducible para evidenciar el proceso de aprendizaje en ratas jévenes y
envejecidas. Sin embargo debe considerarse que las ratas envejecidas
mejoraron su estrategia de busqueda utilizando estrategias indirectas, mientras

que las ratas jovenes prefieren estrategias directas.
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Figura 16. Analisis de la estrategia de busqueda en el protocolo de
aprendizaje del experimento 1. La estrategia de bulsqueda se analiz6
utiizando el AEB. Se reportan los resultados utilizando distribucion de
frecuencias por dia de entrenamiento. Se realiz6 la comparacién entre grupos
utilizando la prueba de Chi Cuadrada. Los valores con p < 0.05 se muestran con
(*). Se observa una progresién a la mejoria de la estrategia de busqueda
utiizada en ambos grupos, sin embargo las ratas jévenes utilizan
principalmente estrategias directas (colores rojos), mientras que las envejecidas

utilizan principalmente estrategias indirectas (colores azules).
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Analisis de la estrategia de busqueda en los protocolos de memoria.

Durante el protocolo de memoria se identificaron diferencias entre ratas jovenes
y envejecidas (Figura 17). En el primer protocolo de memoria las ratas
envejecidas fueron diferentes que las jovenes; sin embargo estas diferencias no
mostraron diferencias significativas (p > 0.05). Al igual que en los primeros
cinco dias del entrenamiento, el desempefio en la primera prueba de memoria
mostré que las ratas envejecidas utilizan preferentemente estrategias indirectas
mientras que las jévenes utilizan estrategias directas. En el segundo protocolo
de memoria el desempefno de las ratas envejecidas mejor6 notablemente al
incrementar el numero de estrategias directas, de este modo las diferencias

entre grupos joven y envejecido fueron menos evidentes.

Estos resultados indican que las ratas envejecidas modifican gradualmente su
estrategia de busqueda, llegando incluso a tener una estrategia similar a la
utilizada por ratas jovenes en la segunda prueba de memoria; requiriendo diez
dias de entrenamiento parta tener un desempeno similar al de las ratas jévenes.
Adicionalmente estos resultados también indican que el analisis de estrategia
de bdsqueda utilizando el AEB resulta como un método adecuado para evaluar
la adquisicion de memoria y clasificar la estrategia de busqueda inicial de las
ratas. Adicionalmente se recomienda utilizar en estos protocolos mediciones

como el nimero de cruzamientos y el porcentaje de tiempo en el cuadrante
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correcto con el fin de evaluar la insistencia por encontrar la plataforma no

existente.
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Figura 17. Anadlisis de estrategia de busqueda en los protocolos de
memoria del experimento 1. La estrategia de busqueda se analiz6 utilizando
el AEB. Se realiz6 la comparaciéon entre grupos utilizando la prueba de Chi
Cuadrada. Los valores con p < 0.05 se muestran con (*). Se observa una
progresién a la mejoria de la estrategia de busqueda utilizada en el grupo
envejecido. El grupo joven aparenta tener un ligero retroceso el cual no fue
significativo. Se observan que las ratas jévenes utilizan principalmente
estrategias directas (colores rojos), mientras que las envejecidas utilizan

principalmente estrategias indirectas (colores azules).
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Experimento 3. Analisis del deterioro funcional en el LAM secundario a
daino morfolégico en las neuronas piramidales del area CA1 en ratas

envejecidas.

Desenlace posterior a la O4V respecto a la asignacion por subgrupos posterior
a la oclusion completa de las arterias carotidas comunes y la mortalidad.

El experimento 3 incluy6 un total de 69 ratas Wistar macho, 30 ratas jovenes y
39 ratas envejecidas. El desenlace posterior a la oclusidn completa de las
arterias carétidas comunes es reportado en la Tabla 5 por medio de
proporciones. El desenlace respecto a la asignacion por subgrupos posterior a
la oclusion carotidea bilateral no tuvo diferencias estadisticamente significativas
entre los dos grupos (p = 0.487). La principal diferencia en la asignacién por
subgrupos fue un aumento no significativo en la proporciéon de ratas jévenes
con isquemia-incompleta. El desenlace respecto a la mortalidad en el
experimento 3 tuvo diferencias estadisticamente significativas entre los
subgrupos joven y envejecido isquemia-completa (p = 0.001); evidenciado por
un importante aumento en la mortalidad de las ratas envejecidas isquemia-
completa alcanzando un nivel cuatro veces mayor al de las ratas jovenes del
mismo subgrupo (p = 0.176 vs 0.709, jévenes vs envejecidas, respectivamente).
Al igual que en el experimento 1 no se registraron muertes en los subgrupos no-

isquemia e isquemia-incompleta de ratas jovenes y envejecidas.
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De esta manera se interpreta que 15 minutos de ICGT por O4V no modifica el
desenlace relacionado a la asignacion por subgrupos en ratas jovenes vy
envejecidas, sin embargo si produce un aumento en la mortalidad en las ratas

envejecidas isquemia-completa.
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Subgrupo Desenlace posterior

a la oclusion
carotidea bilateral

Grupo joven
N=30

Grupo envejecido
N=39

Co-ls

In-Is

No-Is

Perdio el reflejo
postural entre los 0 y
60 segundos
posterior a la
reperfusion

Perdié6 el reflejo
postural entre los 0 y
60 segundos
posterior a la
reperfusién pero lo
recuperan durante el
tiempo de isquemia

No perdieron el reflejo

postural

17/30 (0.567)

Sobrevivieron hasta el dia de
la evaluacion
14/17 (0.824)
#Murieron durante la isquemia
2/17 (0.118)
#Murieron durante la reperfusion
1/17 (0.059)

4/30 (0.130)

9/30 (0.300)

24/39 (0.615)

Sobrevivieron hasta el dia de
la evaluacion
7/24 (0.291)
#*Murieron durante la isquemia
13/24 (0.542)
#Murieron durante la reperfusion
4/24 (0.167)

2/39 (0.051)

13/39 (0.333)

Tabla 7. Desenlace posterior a la O4V en el experimento 3. El desenlace

posterior a la oclusidbn completa de las arterias carétidas comunes en el

segundo dia del modelo de O4V en ratas jovenes y envejecidas se valoré en

base a la asignacién por subgrupos y la mortalidad por subgrupo.

isquemia-completa; In-Is, isquemia-incompleta; No-Is, no-isquemia. Los valores

se presentan como proporciones. # Ratas excluidas del andlisis morfologico.

Co-ls, isquemia-completa; In-Is, isquemia-incompleta; No-Is, no-isquemia. Los

valores se presentan como proporciones. # Ratas excluidas del analisis

morfolégico.
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Analisis de mediciones tradicionales y analisis de estrategia de busqueda en los

protocolos de aprendizaje y memoria.

Con el propésito de caracterizar el deterioro funcional producido por el dafo en
las neuronas piramidales de CA1 en las ratas envejecidas se realizaron pruebas
funcionales de aprendizaje y memoria a ratas jovenes y envejecidas de los
subgrupos isquemia-completa y no-isquemia siete dias posteriores a la
reperfusion. Las pruebas funcionales siguieron la metodologia expuesta en el

experimento 2 analizdndose mediciones tradicionales y estrategia de busqueda.
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Analisis de variables tradicionales en el protocolo de aprendizaje.

Las variables latencia y distancia a plataforma evidenciaron un proceso de
aprendizaje en todos los subgrupos teniendo siempre el mejor desempeio en
las ratas jovenes no-isquemia y el peor desempeio en las ratas envejecidas
isquemia-completa. Se evidenciaron también diferencias entre los subgrupos,

las cuales se conservaron en todo el protocolo de aprendizaje.

La latencia a plataforma evidencié una disminucién progresiva a medida que
avanzaban los dias de entrenamiento, siendo las ratas jovenes no-isquemia
quienes mostraron latencias mas bajas y las ratas envejecidas isquemia-
completa las mas altas en todos los dias del protocolo (Figura 18). Las ratas
jovenes isquemia-completa tuvieron latencias mas largas en comparacion con
las no-isquemia aunque no llegaron a el nivel de los subgrupos envejecidos no-
isquemia e isquemia-completa. Las ratas envejecidas isquemia-completa

tuvieron siempre las latencias mas largas entre los cuatro subgrupos.

Al igual que la latencia, la distancia a plataforma evidencié una disminucion
progresiva durante los dias del protocolo de aprendizaje en los cuatro
subgrupos analizados (Figura 18). El subgrupo envejecido isquemia-completa

registré las distancias mas largas y con mayor oscilacion en el protocolo de
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aprendizaje. Se destaca ademas que en los primeros dos dias de
entrenamiento las ratas jovenes isquemia-completa registraron distancias mas
largas que las ratas no-isquemia de joévenes y envejecidas, aunque esta
diferencia se pierde desde el tercer dia de entrenamiento, siendo a partir de ese

momento muy similar al de las ratas envejecidas no-isquemia.

Con estos resultados se identifica que el desemperio funcional en las pruebas
de aprendizaje se ve modificado por la induccion de ICG en ratas jovenes y
envejecidas, siendo las ratas envejecidas con isquemia-completa las que tiene

el peor desempeno entre los subgrupos.
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Figura 18. Mediciones tradicionales evaluadas en el protocolo de
aprendizaje del experimento 3. Se evalud la latencia y distancia a plataforma
en ratas jovenes y envejecidas de los subgrupos (Co-Is) isquemia completa y
(No-Is) no-isquemia durante los 10 dias del protocolo de aprendizaje. Se reporta
la media * error tipico de la media. Se observa una disminucién progresiva de
latencia y distancia en los cuatro subgrupos siendo las ratas envejecidas
isquemia-completa las que presentan las latencias y distancias mas largas. Las
ratas jovenes no-isquemia presentaron las latencias y distancias mas cortas. La
comparacién entre subgrupos por grupos de edad se realiz6 utilizando ANOVA,
las diferencias significativas (p > 0.05) entre subgrupos Co-Is y No-Is se

senalan con (%)
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Analisis de las variables tradicionales en los protocolos de memoria.

A excepcidn del subgrupo envejecido isquemia-completa, todos los subgrupos
mostraron evidencia de adquisicion de memoria. Los subgrupos jovenes no-
isquemia e isquemia-completa lograron evidenciar adquisicidn de memoria
desde la primera prueba, mientras que el subgrupo envejecido no-isquemia

logré evidenciar la adquisicion de memoria hasta la segunda prueba.

En la primera prueba de memoria realizada posteriormente al quinto dia del
protocolo de aprendizaje, el subgrupo envejecido isquemia-completa registré la
latencia mas larga hasta la primera llegada a la zona de la plataforma, el menor
tiempo en el cuadrante correcto y el menor nimero de cruzamientos sobre la
zona de la plataforma. Lo anterior indica que tuvieron el peor desemperno entre
los subgrupos, aunque las diferencias con el grupo envejecido no-isquemia
resultaron menores y no significativas debido al pobre desempeio de este
subgrupo durante la primera prueba de memoria. Por otra parte el subgrupo
joven no-isquemia registr6é la menor latencia, aunque paradéjicamente el mayor
porcentaje de tiempo en el cuadrante correcto y mayor nimero de cruzamientos
los registré el subgrupo joven isquemia-completa. Lo anterior es explicado por
una menor insistencia del subgrupo joven no-isquemia sobre la zona de la
plataforma. En esta primera prueba de memoria la distancia mostré ligeras

diferencias entre los subgrupos.
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En la segunda prueba de memoria realizada posteriormente al décimo dia de
entrenamiento en el protocolo de aprendizaje. Se evidencid que a excepcion del
subgrupo envejecido isquemia-completa, todos los subgrupos registraron una
mejoria en el desempefno de la prueba al disminuir su latencia, aumentar el
tiempo en el cuadrante correcto y aumentar el niumero de cruzamientos en la

zona de la plataforma.

De esta manera se identifica que el subgrupo envejecido no-isquemia requiere
de diez dias de entrenamiento para mejorar su desempefo al grado de hacer
mas notoria la diferencia respecto al subgrupo envejecido isquemia-completa
quien a pesar de tener el miso entrenamiento que su contraparte no-isquemia
no mejoraron su desempefo en la prueba de memoria y por lo tanto presentan

una mayor alteracién en comparacion con las ratas jovenes isquemia-completa.
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Figura 19. Mediciones tradicionales evaluadas en el protocolo de memoria
del experimento 3. Se evalud la latencia, distancia, tiempo en el cuadrante
correcto y cruzamientos a la zona de la plataforma. Se reporta la media + error
tipico de la media de los subgrupos no-isquemia e isquemia-completa de ratas
jovenes y envejecidas. Las comparaciones entre grupos y entre pruebas se
realizaron utilizando la prueba T de Student para muestras independientes y

relacionadas respectivamente. Los valores de p < 0.05 se indican con (*).
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Analisis de la estrategia de busqueda en el protocolo de aprendizaje.

Durante el protocolo de aprendizaje, a excepcion del subgrupo envejecido
isquemia-completa, todos los subgrupos analizados presentaron una mejoria en
la estrategia de busqueda, aunque se identificaron diferencias entre cada uno

de ellos.

El subgrupo joven no-isquemia mejoré la estrategia de busqueda al incrementar
el numero de estrategias directas seguido de incrementar la precisién de las
mismas. En contraste, el subgrupo joven isquemia-completa también siguidé un
patrén de mejoria, aunque el porcentaje de estrategias indirectas o directas de
menor precision fue mayor en comparacién con el grupo joven no-isquemia.
Estos resultados indican que la estrategia de busqueda utilizada por las ratas

jovenes se modifica por la induccién de ICG durante 15 minutos.

Las estrategias de busqueda utilizadas por el subgrupo envejecido no-isquemia
son diferentes a las utilizadas por el subgrupo joven no-isquemia. En el
subgrupo envejecido no-isquemia fueron mas frecuentes las estrategias de
bdsquedas indirectas y directas de poca precisién, ademas de observarse
mayor numero de estrategias inefectivas durante los primeros cinco dias de
entrenamiento. Los resultados observados en los subgrupos joven y envejecido

no-isquemia son similares a los observados en las ratas jévenes y envejecidas
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del experimento 2, lo cual indica que las ratas asignadas al subgrupo no-
isquemia pueden ser utilizadas como grupo sham-control debido a que la
intervencién no produce dafio en el area CA1 y no modifica su desempefo

funcional en el protocolo de aprendizaje.

El subgrupo envejecido isquemia-completa registré estrategias inefectivas
incluso en los ultimos 5 dias del protocolo de aprendizaje, ademas de
incrementar el niumero de estrategias indirectas y disminuir el numero de
estrategias directas de alta precision. De este modo se identifico que las ratas
envejecidas isquemia-completa tienen una mayor repercusiéon funcional en los
protocolos de aprendizaje evidenciado a través del analisis de estrategia de

busqueda utilizando el AEB.
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Figura 20. Analisis de la estrategia de busqueda en el protocolo de
aprendizaje del experimento 3 en ratas jovenes. La estrategia de busqueda
se analiz6 utilizando el AEB. Se reportan los resultados utilizando distribucion
de frecuencias por dia de entrenamiento. Se realiz6 la comparacién entre
grupos utilizando la prueba de Chi Cuadrada. Los valores con p < 0.05 se
muestran con (*). Se observa una mejoria progresiva desde los primeros cinco
dias en la estrategia de busqueda en las ratas no-isquemia (No-Is), mientras el
subgrupo isquemia-completa (Co-Is) mostré dicha mejoria a partir del 6° dia de

entrenamiento.
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Figura 21. Analisis de la estrategia de busqueda en el protocolo de
aprendizaje del experimento 3 en ratas envejecidas. La estrategia de
busqueda se analizé utilizando el AEB. Se reportan los resultados utilizando
distribucién de frecuencias por dia de entrenamiento. Se realizé la comparacion
entre grupos utilizando la prueba de Chi Cuadrada. Los valores con p < 0.05 se
muestran con (*). Se observa una mejoria progresiva desde los primeros cinco
dias en la estrategia de busqueda en las ratas no-isquemia (No-Is), mientras

que el subgrupo isquemia-completa (Co-Is) no mostr6 dicha mejoria.
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Analisis de la estrategia de busqueda en los protocolos de memoria.

En los protocolos de memoria el analisis de la estrategia de busqueda indico
que los subgrupos no-isquemia jovenes y envejecidos aumentan el numero de
estrategias directas entre la primera y la segunda prueba de memoria; mientras
que los subgrupos isquemia-completa no incrementan el nimero de estrategias

de busqueda directas entre cada prueba de memoria.

En la primera prueba de memoria la estrategia de basqueda del subgrupo joven
no-isquemia mostré el mayor numero de estrategias directas y de alta precision,
que en comparacién con el subgrupo joven no-isquemia resulté de mejor
calidad. El subgrupo envejecido no-isquemia utilizé estrategias directas en la
mayoria, mientras que los isquemia-completa utilizaron estrategias indirectas e
inefectivas. En la segunda prueba de memoria los subgrupos no-isquemia
incrementaron el porcentaje de estrategias directas, aunque el aumento de
precision se observé Unicamente en el envejecido. Por otra parte, los subgrupos
joven y envejecido isquemia-completa aumentaron la precision de las
estrategias indirectas y aunque en el envejecido siguieron apareciendo

estrategias inefectivas.
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Figura 22. Analisis de estrategia de busqueda en los protocolos de
memoria del experimento 3. La estrategia de busqueda se analiz utilizando
el AEB. Se realiz6 la comparacion entre grupos utilizando la prueba de Chi
Cuadrada. Los valores con p < 0.05 se muestran con (*). En la primera prueba
de memoria (M1) las ratas jovenes no-isquemia (No-Is) mostraron las mejores
estrategias de busqueda, mientras que las ratas envejecidas isquemia-completa
(Co-Is) mostraron las peores estrategias de busqueda, llegando incluso a ser
inefectivas. En la segunda prueba de memoria (M2) se observaron estrategias

de busqueda similares a las observadas en la primera prueba de memoria.
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Analisis morfolégico del hipocampo CA1 después de realizar a las pruebas

funcionales.

Los cerebros de las ratas del experimento 3 fueron analizados a nivel del area
CA1 del hipocampo a los 21 DPR utilizando las escalas de dafio morfolégico
(Figura 23) y patron morfolégico (Figura 24) tal y como se describié en el

experimento 1.

La escala de dafo morfolégico evidencié que en el subgrupo joven isquemia-
completa el dafio morfolégico del area CA1 del hipocampo en la mayoria de los
sujetos (9/14) fue grado 3, sin embargo en algunas ratas se observaron grados
menores de dafo a pesar de haber permanecido con pérdida del reflejo postural
durante los 15 minutos de isquemia (5/14). Por otra parte la totalidad de las
ratas del subgrupo joven no-isquemia tuvieron dano morfoldégico grado de 0
(9/9). Las ratas jovenes clasificadas como isquemia-incompleta tuvieron dano
menor entre 2 y 1.5 (3/3). En las ratas envejecidas, la escala de dano
morfolégico evidencié que la mayoria de las ratas del subgrupo isquemia-
completa tuvieron dano morfolégico que involucré la totalidad de las neuronas
(dafho morfoldégico grado 3) (5/7); mientras que el resto presenté dano
incompleto. Las ratas del subgrupo no-isquemia tuvieron en su totalidad (13/13)
una escala de dafno morfologico grado 0. Las ratas envejecidas clasificadas

como isquemia-incompleta tuvieron dafio morfolégico menor a 1.5.
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La escala de patrén morfoldégico evidencié que en los subgrupos joven y
envejecido isquemia-completa existié grado 3 de patrén morfolégico en la
mayoria de las ratas, aunque algunos sujetos presentaron dafio menor. Las
ratas jovenes y envejecidas no-isquemia presentaron patron morfolégico grado
0, sin evidencia de dano neuronal. Las ratas del subgrupo isquemia-incompleta
mostraron un patrén de dafo de 1.5 o0 1, con presencia de dafio unilateral de la
totalidad de las neuronas o dafo parcial bilateral de algunas o la mayoria de las

neuronas.

Con estos resultados se comprueba que el desempefo funcional alterado
observado en las ratas de los subgrupos jévenes y envejecidos con isquemia-
completa se debe a una afectacién de las neuronas piramidales del area CA1
del hipocampo. Por otra parte no se observé dafo en el hipocampo de ratas
envejecidas no-isquemia, lo cual indica que la diferencia en su desempefio
funcional respecto a las ratas jovenes no-isquemia es debido a alteraciones
funcionales intrinsecas de las ratas y probablemente causadas por el proceso

de envejecimiento.
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Figura 23. Analisis morfolégico en base a la escala de dafio morfologico
del area CA1 del hipocampo en ratas jovenes y envejecidas del
experimento 3. Se observa la distribucion de las ratas jovenes y envejecidas
asignadas a los subgrupos isquemia completa (Co-Is), isquemia-incompleta (In-
Is) y no-isquemia (No-Is). Cada figura representa una rata. La linea horizontal

representa la media de cada subgrupo calculada en base al dafno morfolégico

de cada rata.
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Figura 24. Analisis morfolégico en base al patron de patrén morfologico
del area CA1 del hipocampo en ratas jovenes y envejecidas del
experimento 1. Se observa la distribucion de las ratas jovenes y envejecidas
asignadas a los subgrupos isquemia completa (Co-Is), isquemia-incompleta (In-
Is) y no-isquemia (No-Is). Cada figura representa una rata. La linea horizontal
representa la media de cada subgrupo calculada en base al dafio morfoldgico

de cada rata.
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DISCUSION

119



Modelo de O4V como una solucion para la actual discrepancia

relacionada al factor edad.

La adaptacién de los actuales modelos de isquemia cerebral para su uso en
animales envejecidos representa un importante reto para la investigacion actual.
La mayor contribucién de este proyecto es la adaptacion del modelo de O4V y
sus técnicas de evaluacion para su uso en ratas envejecidas como un modelo
de ICG y envejecimiento. Esta contribucidn responde a la necesidad de
adaptaciones en los modelos de IC para mejorar la transferencia de resultados

experimentales hacia la investigacion clinica y la préactica (1, 2, 61).
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El envejecimiento modifica el desenlace respecto a la mortalidad posterior

a la O4V en ratas envejecidas.

El desenlace de un modelo de IC es uno de los aspectos mas relevantes
durante su replicacion ya que permite una adecuada comparacion de resultados
entre diferentes estudios y laboratorios. A pesar de lo anterior, pocos estudios
que utilizaron un modelo de ICG en ratas jévenes y envejecidas reportan este
aspecto en sus resultados (Tabla 8). La escasa evidencia disponible sugiere

una mayor mortalidad en las ratas envejecidas (44, 49).

Durante los experimentos 1 y 3 de nuestro estudio no existieron diferencias
significativas en la asignacion de los sujetos en base a su desenlace clinico
(conservacion, pérdida parcial o pérdida completa del reflejo postural). Lo cual
indica que las modificaciones anatomicas de las ratas envejecidas como el
aumento del tamafo corporal, aumento del tejido adiposo, mayor profundidad
del plano quirurgico y estrechamiento del foramen alar no representan limitantes

para el uso del modelo de O4V en ratas envejecidas.

A diferencia del desenlace respecto a la asignacién por subgrupos, el desenlace
respecto a la mortalidad evidencié un aumento significativo de la mortalidad en

las ratas envejecidas del subgrupo isquemia-completa. Esto representa un reto
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metodoldgico, ya que se requiere de un niumero mayor de ratas envejecidas

para alcanzar una N similar a la de las jovenes isquemia-completa.

El aumento en la mortalidad en el subgrupo envejecido con isquemia-completa
puede ser explicado por los cambios intrinsecos de las ratas envejecidas
causados por la edad avanzada. Existen reportes que documentan que la
respuesta adaptativa a la disminucién brusca del flujo cerebral hacia el tallo
encefalico se encuentra alterada en ratas envejecidas (20). Estos cambios
probablemente aumentaron la susceptibilidad de los animales viejos a la IC,
produciendo una hipoperfusion mas severa encefalico y afectando el centro
respiratorio. Para confirmar este fendmeno, son necesarias evaluaciones del
flujo cerebral durante la induccion de la isquemia. Al respecto de la mortalidad
en los modelos de IC, esta se propone como un indicador negativo de
desenlace en la ejecucidn de investigacion con el modelo de O4V en ratas

envejecidas.

Daino neuronal en el Hipocampo CA1 en ratas envejecidas con isquemia-

completa.

Pocos estudios han evaluado el dano neuronal del hipocampo CA1 envejecido
utilizando un modelo de ICG (30, 44, 46-49) (Tabla 8). En los experimentos 1y

3 se utilizaron dos métodos de evaluaciéon aceptados y validados para la de
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evaluacion del dafno morfolégico en el hipocampo CA1. Nuestros resultados
indicaron que en ratas Wistar macho envejecidas 15 minutos de ICGT por O4V
producen dafo completo y homogéneo desde el 4 DPR y este dafo persiste
hasta el 14 DPR. En contraste, algunas ratas jévenes al 4 y 14 DPR mostraron
dano parcial en el hipocampo CA1, representado por un patrén morfoldgico con
afectacion heterogénea de las neuronas (patron morfoldgico grado 1 o0 2). Las
anteriores observaciones indican la posibilidad de que el hipocampo CA1 de las
ratas envejecidas tiene una susceptibilidad a la ICGT mayor o igual que en las

ratas jovenes.

Una observacion importante en el experimento 1 se refiere a que nuestros datos
indicaron que en las ratas Wistar macho envejecidas las neuronas del
hipocampo CA1 no sufren dafio en un patron mas retardado en comparacion
con las ratas jovenes. Este resultado contradice los reportes que sugieren un
efecto neuroprotector del envejecimiento sobre estas neuronas (30, 46). Es
posible que una explicaciébn a esta situacion sea que el tiempo de isquemia
utilizado por estos estudios (30, 46) fue menor en comparacién con el utilizado
en los experimentos 1y 3 0 a la presencia de isquemia incompleta en las ratas
evaluadas por estos estudios. Para comprobar la anterior aseveracion es
conveniente realizar mas experimentos en los cuales se evalue el dafo en dias
previos al 4DPR y en caso de no encontrar diferencias se podria evaluar el

efecto de un tiempo de isquemia mas corto (e.g. 10 minutos de ICGT).
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Por otra parte, otros estudios que han utilizado modelos de ICGT en ratas
envejecidas reportan un mayor dano en las ratas envejecidas postulado al
envejecimiento como un factor deletéreo durante la evolucién de la IC (44, 47-
49). Nuestros resultados coinciden parcialmente con estos reportes ya que las
diferencias mas evidentes fueron al 4 DPR, aunque no lograron significancia
estadistica. Una explicacion para esta ausencia de diferencia significativa es
que el dafo y patrén morfolégico observado al 4 DPR en las ratas jovenes
isquemia-completa resulté ser mayor que el esperado segun la literatura. Una
explicacion probable para este hecho es que nuestras ratas jévenes tenian una
edad y peso ligeramente mayor al utilizado por los reportes originales del
modelo. Es probable que un ligero aumento en la edad de nuestras ratas
jovenes sea la explicacién para nuestros hallazgos. Esta aseveracion podria ser
confirmada al realizar mas estudios que evaluen el dano previo al 4 DPR o

utilicen un tiempo de isquemia menor a 15 minutos.

Algunas consideraciones limitan la comparacion entre estudios (Tabla 8).
Primero, no todos los estudios utilizaron la misma cepa de ratas; y algunas
diferencias se han reportado a razén de esta diferencia (62). Segundo, el
método de induccion de ICGT no fue idéntico entre estudios. Esta diferencia es
una limitante para la comparacion de resultados porque el mecanismo de dafno

cerebral no es exactamente el mismo entre modelos a pesar de que todos
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producen ICGT. Tercero, la edad de las ratas y la duracién de la isquemia no
fue exactamente la misma entre estudios. Aunque estas consideraciones
dificultan la comparacién de resultados, estas establecen la direccién de futuras
investigaciones que permitan entender con mayor claridad el efecto del

envejecimiento sobre las neuronas CA1 del hipocampo.
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Duracion

Grupos e o Tiempo de
ntificacion del o . = . . .
Modelo Cepa de edad :ise uemia g:got cacion def evaluacion Mortalidad  Dafio por isquemia cerebral Referencia
(meses) (n?inutos) (DAR)
J:34 lenar;;g]ortahdad Distribucion del dafio idéntico entre ratas jovenes
. o y envejecidas.
Si\é;a F 344 10 IRM 1y2  envejecidas Canese [11]
E:24-26 Lesiones més severas en ratas envejecidas
Dafio mas severo en ratas envejecidas
o2v J:3-6 1 No reportada Lesiones mas severas en el hipocampo de ratas
Hipox+ia F 344 10 IRM TTC envejecidas Canese [13]
E:20-24 (1h=3h)
Conteo de neuronas
danadas:
o2V J:2-3 Dafio mas severo en la corteza y estriado de
+ . S ratas envejecidas.
Hipotensién Wistar 12 - Dafio isquémico 7 Noreportada b mas severo en el hipocampo CA1 de ratas SUtertand [16]
E: 26-28 jovenes.
- Porcentaje de
neuronas necréticas
J:6
Conteo de neuronas Mayor mortalidad _. .
?&2:?1?:():0 F344 5 normales (Neuronas 4 en ratas gffgggzizevem en el hipocampo CA1 de ratas [15]
E:12y24 vivas) envejecidas -
J: 56 Escala semicuantitativa: Dario isquémico més severo en el estriado e
oz2v SHR 20 Patrén de dafio : 7 No reportada hipocampo CA1 de ratas envejecidas Yao [14]
E: 18-22 hipertensas.
. Dafio més severo en el hipocampo CA1 de ratas
Ji4 Sgrrr‘vt-lea?ei? neuronas jovenes a los 4 y 7 DPR pero sin diferencia entre
o4V F344 10 Pro orcic’J-n de células 3,8y 14 No reportada jovenes y envejecidas a los 14 DPR. He [17]
E:24 sobfeviviemes El envejecimiento retarda la muerte neuronal en
) el hipocampo CA1.
J:3-6 Escalas No se observe diferencia en la escala de dafio
- Mayor mortalidad - P
. semicuantitativas: morfolégico. Mayor dafio en "
04v Wistar 15 Dafio morfolégico 47y14 zzvr:'t:csidas la rata envejecida en la escala de patron Presente estudio
E: 18-21 Patrén de dafo g morfolégico sin mostrar diferencias significativas.
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Tabla 8. Comparacion de los diferentes estudios que han analizado el
efecto del envejecimiento sobre el fendmeno de ICG. Se Identifican las
principales aportaciones del presente proyecto referentes al efecto del
envejecimiento sobre el efecto morfoldgico y funcional del modelo de O4V.
(O2V) modelo de oclusion de dos vasos, (0O4V) modelo de oclusién de cuatro
vasos, (F344) ratas Fischer 344, (SHR), Ratas espontdneamente hipertensas,
(J) grupo joven, (E) grupo envejecido, (IRM) imagen por resonancia magnética,
(TTC) tincidbn de cloruro de trifeniltetrazolium (DPR) dias posterior a la

reperfusion.
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Mecanismos de dafo neuronal del area CA1 del hipocampo en ratas

envejecidas secundario a ICGT en ratas envejecidas.

El dafno por isquemia/reperfusion en los modelos de ICGT afecta las regiones
mas susceptibles del encéfalo, entre ellas a las neuronas piramidales del area
CA1 del hipocampo. Las descripciones originales en ratas jovenes establecen
que el dano del d&rea CA1 avanza de medial a lateral iniciando a los 2 DPR y
concluyendo a los 7 DPR (60). Este fendbmeno de progresion del dafo se
esperaba encontrar en nuestro experimento tanto en ratas jévenes como
envejecidas. Sin embargo basados en los resultados del experimento 1, esta

progresién no se pudo evidenciar.

Otros estudios no han descrito esta progresion, y en lugar de ello, establecen
que el dafo en el hipocampo afecta de un modo heterogéneo a las neuronas
piramidales, es decir, que el dafo afecta a todas las porciones del drea CA1
afectando a algunas o la mayoria de las neuronas (46, 48). En los resultados
del experimento 1, el patron morfologico heterogéneo fue observado solo en
algunas ratas del subgrupo joven isquemia-completa a los 4 y 14 DPR. Es
importante determinar en estudios posteriores si la disminucién del tiempo de
isquemia pudiera resultar en una progresién perceptible del dafio o patrén

morfolégico a lo largo de los dias de evaluacion.
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El mecanismo presente en el dafno retardado en las neuronas CA1 del
hipocampo durante los modelos de ICGT es denominado muerte celular
retardada (MCR). Este fendbmeno de muerte neuronal se ha evidenciado en la
zona de penumbra de un EVC isquémico (63, 64) y representa un punto de
convergencia entre esta entidad clinica y los modelos de ICGT. El mecanismo
subyacente a la MCR no esta completamente determinado. Algunos reportes
mencionan que este ocurre debido a un fendmeno de apoptosis, necrosis o una
combinacién de ambas (46). El fendmeno apoptético en la MCR parece
involucrar la activacion de la via intrinseca a través de las caspasas 3y 9 (46).
Otro posible mecanismo relacionado a MCR incluyen el estrés oxidativo,

inflamacion y respuesta glial (49).

Multiples mecanismos celulares relacionados con el dafio neuronal isquémico
son modificados por el proceso de envejecimiento (11). Estas modificaciones en
las ratas envejecidas representan las posibles explicaciones para las
diferencias en la evolucidn y efecto final de la isquemia cerebral y que a su vez
pudiera causar una variacion en los resultados de intervenciones diagnosticas y
terapéuticas. Respecto a estas hipdtesis, se necesitan mas experimentos para
explorar las respuestas moleculares del cerebro envejecido a la isquemia

cerebral.
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El envejecimiento afecta el desempeno funcional de las ratas en los

protocolos de aprendizaje y memoria del LAM.

El envejecimiento afecta la morfologia y funcién de cerebro (15), de tal modo la
interpretacion de las evaluaciones funcionales debe de ajustarse a las
variaciones debidas al proceso normal de envejecimiento. EI LAM fue disefiado
para evaluar el aprendizaje y la memoria especial en ratas jovenes. A la fecha
existen estudios que han documentado un diferente desempefio en animales
envejecidos (55). En el experimento 2 del presente proyecto se corroboré que el
envejecimiento modifica el desempefio funcional de las ratas en los protocolos
de aprendizaje y memoria; lo cual fue evidenciado por medio de las mediciones

tradicionales y el analisis de la estrategia de busqueda.

Las ratas envejecidas conservan su habilidad de aprender utilizando

preferentemente estrategias indirectas.

El protocolo de aprendizaje utilizado en el experimento dos mostro que las ratas
envejecidas preservan la habilidad de aprender, sin embargo registran latencias
y distancias mas largas que las de las ratas jovenes y utilizan estrategias de

busqueda indirectas preferentemente.
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La disminucion progresiva de latencia y distancia en las ratas envejecidas
durante el protocolo de aprendizaje encontrada en nuestro experimento ya ha
sido reportada previamente por otros estudios (54, 55) . Los datos obtenidos en
el experimento dos mostraron diferencias significativas en algunos dias de
entrenamiento aunque no en la totalidad. Esta ausencia parcial de diferencias
significativas pudo ser debida a las siguientes razones. Primera: las ratas
envejecidas registraron latencias y distancias con una alta variabilidad inter-
sujeto; lo cual puede ser justificado por que el envejecimiento no afecta
homogéneamente a todos los sujetos. Este fendmeno podria ser extrapolado al
proceso de envejecimiento exitoso que desarrollan algunos adultos mayores,
los cuales tienen habilidades intelectuales intactas a pasar de la avanzada
edad. Probablemente una caracterizacion mas detallada del deterioro funcional
en memoria relacionado a la edad y un control mayor de los factores a los que
estan expuestas las ratas en el proceso de envejecimiento permitird distinguir
los factores que modifican esta diferente afectacion de las ratas envejecidas en
los protocolos del LAM. Segundo: las ratas jovenes utilizadas en el experimento
tuvieron una edad 5 £ 1 mes, es decir que tienen un grado menor de
envejecimiento y existen reportes que evidenciaron que las diferencias
significativas ente grupos de edad son observadas entre ratas envejecidas vy

ratas extremadamente jovenes(55).

En cuanto a la estrategia de busqueda utilizada por animales envejecidos

durante el protocolo de aprendizaje se identific6 que estas utilizan con mayor
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frecuencia estrategias indirectas durante los protocolos de aprendizaje. Este
hallazgo también ha sido reportado por otros estudios donde incluso asocian la
adopcidn de estrategias indirectas con la disminucion de la neurogénesis en el
hipocampo (55). Desconocemos si una prolongaciéon del protocolo de
aprendizaje por mas de 10 dias pudiera producir un aumento en el numero de

estrategias directas hasta llegar al grado de lo observado en ratas jovenes.

Las ratas envejecidas requieren de 10 dias de entrenamiento para

asegurar una prueba de memoria satisfactoria.

Las mediciones tradicionales usualmente utilizadas en las pruebas de memoria
son el tiempo en el cuadrante correcto y el nimero de cruzamientos a la
plataforma. De estas dos mediciones solo el nimero de cruzamientos a la zona
de la plataforma mostré diferencias significativas durante la primera prueba de
memoria ya que en la segunda prueba de memoria las ratas envejecidas
alcanzaron el desempefo de las ratas jovenes. La falta de diferencias
significativas en el tiempo en cuadrante correcto es explicada por la falta de
insistencia de algunas ratas jévenes una vez que identificaban que esta no
estaba en el estanque. De esta manera se identifica que las ratas envejecidas
requieren de 10 dias de entrenamiento para lograr el desemperio de las ratas

jovenes.
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La exploracion de la intencion inicial de la rata para encontrar la zona de la
plataforma durante las pruebas de memoria aporta datos interesantes a discutir
respecto al desempefio en la prueba de memoria. Para explorar la intencidén
inicial primero se utilizaron las variables latencia y distancia hasta el primer
cruzamiento a la zona de la plataforma. Estas dos variables mostraron
diferencias significativas entre jovenes y envejecidas durante la primera prueba
de memoria pero estas diferencias se perdieron en la segunda prueba de
memoria. Estas dos variables mostraron un comportamiento similar a lo
observado durante el ultimo dia del protocolo de entrenamiento previo a la
prueba de memoria correspondiente. Una gran limitante de estas dos variables
para explorar la intencion inicial es que no evaluan si el cruzamiento pudo ser
debido al azar, no describe la distribucion del recorrido y se afectan facilmente
por limitantes fisicas de las ratas. Para resolver estas limitantes se optd por
realizar el analisis de la estrategia de busqueda hasta el primer cruzamiento. En
este analisis se evidencié que las ratas envejecidas utilizan principalmente
estrategias de busqueda indirectas en la primer aprueba de memoria pero para
la segunda prueba estas tiene un desempenro similar al observado en las ratas

jovenes.

133



Explicaciones de las diferentes estrategias de busqueda utilizadas.

Durante la ejecucion de una prueba de memoria como las de los protocolos del
LAM, se puede localizar la plataforma por medio de dos maneras, utilizando la
memoria espacial (basado en lugar) o0 no-espacial (relacional) (65). Las
estrategias de busqueda clasificadas como directas o indirectas en el AEB
permiten una distincion importante ya que una estrategia directa podria indicar
el uso de memoria espacial mientras el uso continuo de una estrategia indirecta
indicaria el uso de memoria relacional. Algunos estudios han descrito una
preferencia de estrategias de busqueda indirectas en pacientes adultos
mayores utilizando un LAM virtual (58). La memoria espacial se ha relacionado
fuertemente como una funcién del hipocampo, sin embargo la memoria no-
espacial se ha relacionado con otras areas de la corteza. Este hallazgo indica
que durante el proceso de envejecimiento el proceso de aprendizaje de un lugar
en particular es diferente entre jévenes y envejecidos y podria involucrar

diferentes areas del cerebro.
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La estrategia de busqueda como un indicador de aprendizaje y memoria.

Nuestro estudio evidencié que la estrategia de busqueda es un indicador util
para evidenciar el proceso de aprendizaje y la adquisicion de memoria. Lo
anterior debido a que la estrategia de busqueda en el protocolo de aprendizaje
mejord a medida que las mediciones tradicionales también lo hacian. Ademas
en las pruebas de memoria, la adquisicién de estrategias de busqueda directas
se relacioné con un aumento en el numero de cruzamientos sobre la zona

donde estaba la plataforma.

El uso del analisis de la estrategia de busqueda con el AEB como indicador de
aprendizaje y adquisicion de memoria ofrece algunas ventajas. 1) La estrategia
de busqueda no es modificada por cambios fisicos relacionados al
envejecimiento como la obesidad, velocidad de nado y fuerza (55). 2) El andlisis
estadistico de la estrategia de busqueda es utilizando un analisis de
frecuencias, el cual se ve menos afectado por la variabilidad del desemperfio en
las mediciones tradicionales. 3) La estrategia de busqueda describe mejor la
intencién inicial y la distribucién del tiempo y la distancia recorrida, ademas de
permitir la distincion en los aspectos de eficiencia, direccion/localizacion vy
precision. 4) Debido a que el envejecimiento modifica la estrategia de busqueda

de los individuos (54), esta ultima adquiere mayor relevancia en la evaluacién
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funcional de los animales envejecidos y la afectacion que presentan posterior a

un fenédmeno patolégico como la IC.

Métodos para evaluar la estrategia de busqueda.

En la actualidad existen ya algunos métodos para evaluar la estrategia de
busqueda. Estos métodos estan basados en programas computacionales o
algoritmos basados en el analisis cualitativo de los recorridos. EI AEB propuesto
en este trabajo resulta un método confiable y reproducible que aborda de una
manera sencilla los principales componentes de una estrategia de busqueda.
Estos componentes son evaluados por medio de tres preguntas que derivan a
la clasificacion ordinal de las estrategias, ademas de permitir una distincién

entre estrategias efectivas directas, efectivas indirectas e inefectivas.

Este nuevo algoritmo puede ser utilizado sistematicamente para evaluar la
estrategia de busqueda y resolver el problema metodolégico relacionado a la
variabilidad de las mediciones tradicionales en ratas envejecidas. La
metodologia del AEB se describe a detalle en la figura 7. Esta descripcién fue
utilizada para capacitar a los evaluadores del algoritmo y permitié lograr una
excelente concordancia inter-observador en el rubro de la eficacia y

direccionalidad/localizacion y una buena concordancia inter-observador para los
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rubros de precision y clasificacion final. Ademas este algoritmo permite una

clasificacion de todos los recorridos sin importar su complejidad.

El deterioro funcional producido por ICGT en las ratas envejecidas es

mayor al de las ratas jovenes.

El analisis de las mediciones tradicionales y estrategia de busqueda en el
experimento tres demostré que las ratas envejecidas tienen una mayor
alteracién funcional tras sufrir ICGT por 15 minutos. Este hallazgo representa el
primer reporte de las alteraciones funcionales en la memoria espacial en ratas

envejecidas por un modelo de ICGT con afectacion del hipocampo.

Las ratas jovenes presentan una recuperacion mayor que la observada en

ratas envejecidas.

En las ratas joévenes isquemia-completa fue evidente un proceso de
recuperacion a medida que avanzaban los dias de aprendizaje. Esta situacién
coincide con reportes que han establecido que los animales jévenes tienen una
recuperacidon mas rapida y mas completa que los animales envejecidos (11).
Algunos reportes han identificado que en ratas jévenes con dafo en el

hipocampo por ICGT se evidencio6 la presencia de neurogénesis a los 90 DPR
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lo cual a su vez se asociaba con una mejoria en el desempeno de pruebas

funcionales de aprendizaje y memoria (66).

Deterioro funcional de las ratas envejecidas con isquemia en el protocolo

de aprendizaje.

El proceso de aprendizaje en ratas envejecidas isquemia-completa se encontré
alterado, siendo la estrategia de busqueda el principal indicador de esta
alteracion. Aunque el andlisis de las variables tradicionales como latencia y
distancia a plataforma mostraron que el subgrupo envejecido isquemia-
completa obtuvo las latencias y distancias mas largas; las alteraciones sobre
estas variable resultan menos evidentes debido a las alteraciones intrinsecas
que fueron evidenciadas en las ratas envejecidas durante el experimento 2 y en
las ratas envejecidas no-isquemia durante el experimento 3. El analisis de
estrategias de busqueda evidencié ademas un cambio de las estrategias de
busqueda preferidas por las ratas envejecidas con isquemia lo cual permitié
identificar dichas diferencias respecto a las ratas envejecidas no-isquemia. En
cuanto a las alteraciones sobre las ratas jévenes isquemia-completa estas
resultaron evidentes tanto en las variables tradicionales como en la estrategia
de busqueda, aunque debe mencionarse que las ratas jovenes isquemia-

completa mostraron un patron de mejoria en la estrategia de busqueda a partir
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del quinto dia de entrenamiento lo cual es compatible con un proceso de

recuperacion mas temprano en las ratas jévenes.

Deterioro funcional en las pruebas de memoria.

Las pruebas de memoria se realizaron en dos tiempos, después del quinto y
décimo dia de evaluacién. Con nuestros resultados se evidencié que las ratas
envejecidas isquemia-completa no lograron adquirir memoria espacial en
cuanto a la localizaciéon de la plataforma ya que la mayoria de las variables
tradicionales de memoria no mostraron mejoria entre la primera y la segunda
prueba de memoria. Al igual que en el protocolo de aprendizaje la alteracién
intrinseca de las ratas envejecidas dificulté la comparacion entre subgrupos
envejecidos y el establecimiento de diferencias significativas. En cuanto a las
ratas jovenes isquemia-completa estas evidenciaron un proceso de
recuperacion que produjo que algunas variables de memoria resultaran mejores

en las ratas con isquemia, lo cual representa un resultado paraddjico.
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Explicacion del cambio en la estrategia de busqueda dependiente de la

presencia o ausencia de dano en el hipocampo.

Recientes reportes sugieren que la estrategia de busqueda es una variable que
explora con mayor claridad el proceso de adquisicion de memoria. Con el
algoritmo utilizado es posible distinguir dos principales tipos de estrategias
efectivas. Las directas son preferidas por individuos jovenes, mientras que las
indirectas son las mas utilizadas por ratas envejecidas. Esta diferencia se ha
asociado con el tipo de proceso de aprendizaje utilizado. Es probable que al
lesionarse el hipocampo de las ratas jévenes, el proceso de memoria haya

dependido de otras areas del encéfalo que no hayan sido afectadas.

Respecto al uso de una evaluacion de memoria pre isquemia, esta no es
recomendable ya que se ha evidenciado que la realizacion de actividad fisica,
realizacion de pruebas de memoria dependientes del hipocampo y la exposicion
a un ambiente enriquecido son factores que estimulan la neurogénesis en la
zona subgranular (ZSG) (52). A pesar de que la zona donde se identifica la
neurogénesis no es la misma zona donde se produce la lesién, esto agregaria
un factor mas a la evaluacién del hipocampo posterior a la isquemia ya que se

estaria evaluando un hipocampo con probable neurogénesis.
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También se ha identificado que la ICG y el envejecimiento son factores que
estimulan la neurogénesis (utilizando marcador GFAP y Musashi-1), aunque por
otro lado no se ha comprobado la funcionalidad de estas nuevas neuronas (67).
Debe aclararse que en el estudio citado se menciona que si bien aumenté la
neurogenesis el porcentaje de sobrevivencia y transformacion a neurona

madura fue menor en las ratas viejas.

Anadlisis morfologico posterior a la evaluacion funcional.

El analisis morfolégico realizado en los subgrupos no-isquemia e isquemia —
completa de ratas jovenes y envejecidas se realiz6 al 21 DPR. El andlisis con
hematoxilina y eosina permiti6 observar la presencia de dafo y patrén
morfolégico grado 3 en la mayoria de los sujetos de los subgrupos isquemia-
completa. Lo cual indica que estos grupos realizaron las pruebas funcionales
con una alteracion en el hipocampo. Por otra parte las ratas de los subgrupos
no-isquemia tuvieron dafo y patron morfolégico grado 0, lo que indica que estos

sujetos realizaron las pruebas funcionales sin tener dafio en el hipocampo.

Estudios sobre la respuesta morfoldgica crénica a la ICGT en ratas jovenes han
documentado la presencia de neurogénesis en el hipocampo posterior al insulto

isquémico, y otros han documentado que estas neuronas desaparecen a los 21
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DPR (68). En nuestro analisis no exploramos tal fenémeno, aunque si se
identifico un proceso de recuperacion funcional mayor en las ratas jovenes en
comparacion con las envejecidas. Otro fenémeno evidenciado en otros estudios
es el aumento de la reactividad glial que limita el proceso de recuperacién en
las ratas envejecidas demostrado en modelos de ICF (35), nuestro estudio no
evalué células gliales, pero evidencid una menor recuperacion funcional en
ratas envejecidas. Finalmente, otros reportes han documentado una afectacion
cronica del area CA1 en modelos de hipoperfusidén y han evidenciado también
una alteracion en las células de la retina, esta situacién no fue valorada en
nuestro estudio pero de existir, podria ser una explicacion para las alteraciones
en aprendizaje y memoria observadas en las ratas envejecidas isquemia-

completa (69).

Consideraciones metodoldgicas sobre el modelo de O4V en ratas macho

Wistar envejecidas.

Las ratas envejecidas son mas grandes, largas y tienen mayor tejido adiposo en
comparacién con las jévenes. En consecuencia, se recomienda que el
entrenamiento del operador se realice de forma intercalada en los dos grupos
de edad para asegurar una curva de aprendizaje paralela en los dos grupos.
Todos nuestros procedimientos experimentales se realizaron intercaladamente

en ratas jovenes y envejecidas (dos ratas jovenes y dos ratas envejecidas por
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dia) por el mismo operador. Durante el procedimiento, otra aparente diferencia
entre grupos fue la presencia de estrechamiento del o los foramenes alares en
las ratas envejecidas. Esta diferencia anatomica complico la cauterizacion de
las arterias vertebrales. Para resolver este problema, antes de la
experimentacién se adaptd la punta del electrocauterio a la forma del foramen
alar estrecho. A pesar de esta adaptacion, este problema técnico podria
explicar la presencia de ratas no-isquemia e isquemia-incompleta, pero no
explica el aumento en la mortalidad del subgrupo envejecido isquemia-

completa.

El modelo de oclusién de cuatro vasos fue inicialmente descrito para producir
ICGT en ratas jovenes. En nuestra experiencia, nosotros utilizamos ratas
envejecidas Wistar, una cepa comun en muchos laboratorios. Nosotros
proponemos que estas ratas son una opcion aceptable para utilizar el 4VO
modelo; sin embargo hay algunas consideraciones metodoldgicas que deben de

atenderse durante la ejecucién de este modelo.

Los animales envejecidos son mas costosos que los jovenes. Para optimizar
recursos, proponemos el uso de de ratas no-isquemia como grupo sham-
control, siempre y cuando los dispositivos de oclusiéon sean removidos en los
primeros 90 segundos posterior a su colocacion. Esta metodologia es aceptable

debido a que en nuestro estudio se comprobd que las ratas no-isquemia no
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tuvieron dafio neuronal en ningun dia de evaluacién. Esta practica permitira
ayudar a reducir el numero total de animales utilizados, especialmente animales

envejecidos requeridos para la experimentacion.

En las practicas de laboratorio, las ratas con isquemia-incompleta son
usualmente excluidas para su posterior evaluacién. En nuestra experiencia,
incluimos estas ratas para el andlisis morfoldégico para explorar el dafo
neuronal. Estas ratas tuvieron dano completo en un solo hemisferio. Este
fendbmeno de isquemia incompleta puede ser predicho por medio de una
evaluacion clinica durante el tiempo de isquemia. Esta evaluaciéon clinica
incluye la evaluacion bilateral de los reflejos de dolor y corneal, ademas de la
pérdida del reflejo postural y la presencia de movimientos de escape o
recuperacion parcial del reflejo postural. Nosotros identificamos que las ratas
con dafno morfoldégico incompleto tuvieron una recuperacién parcial del reflejo
postural y reflejos coronales y de dolor positivos unilateralmente. Entonces, el
reflejo postural puede ser utilizado como un indicador clinico de isquemia

incompleta.

La evaluacién funcional en un modelo de IC es recomendada para entender
completamente la repercusion del modelo su caracterizacion es recomendada
antes de explorar los efectos terapéuticos de alguna intervencién (2). La funcién

del hipocampo esta relacionada a la adquisicion de aprendizaje y memoria
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espacial, que puede ser evaluado por medio de la prueba del laberinto de agua
de Morris (LAM). Por lo tanto, el uso del LAM en el modelo de ICGT en
animales envejecidos necesita aun ser completamente establecido. Basados en
nuestros hallazgos y experiencia, nosotros recomendamos que el 7 DPR es el
mejor momento para iniciar la evaluacion funcional posterior a 15 minutos de
ICGT usando el modelo de O4V en ratas jévenes y envejecidas porque en este
momento el dafo morfoldégico es completo y la incisidn quirirgica esta
completamente cicatrizada. Algunos estudios han confirmado que las ratas
envejecidas tienen una recuperacion funcional menor y mas lenta en

comparacién con los animales jovenes (45).
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CONCLUSION
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Con el proposito de resolver la discrepancia clinico-experimental relacionada a
los modelos de IC y el envejecimiento, se caracterizé el dafio morfoldgico en el
area CA1 y el deterioro funcional secundario a 15 minutos de ICG por O4V. Los
resultados obtenidos en este trabajo contribuyen en gran medida a la resolucién
de esta discrepancia y abren el panorama para futuros estudios. Estos estudios
deberan estar encaminados a: 1) identificar los mecanismos involucrados en la
respuesta del cerebro envejecido a la IC y 2) modificar favorablemente el

fenémeno isquémico el proceso de recuperacion.

En el experimento 1 se demostré que el modelo de 15 minutos de ICG por O4V
puede ser utilizado en ratas Wistar macho envejecidas para estudiar el efecto
del envejecimiento en el fendmeno de IC. Adicionalmente, nuestros resultados
indicaron que el dafio neuronal en el hipocampo CA1 de ratas envejecidas no
tiene un efecto retardado y por lo tanto se descarta la posibilidad de que el

envejecimiento participe como un factor neuroprotector.

En el experimento 2 se comprob6 que el envejecimiento produce un cambio en
el desempenfo funcional de las ratas. Este diferente desemperio es identificado
a través de las mediciones tradicionalmente utilizadas y el analisis de la
estrategia de busqueda. En cuanto al andlisis de la estrategia de busqueda, una
contribucién de especial importancia es la creacion de un algoritmo para su

evaluacion; el cual resultdé tener una buena reproducibilidad y sustento
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metodoldgico para ser replicado en futuras investigaciones relacionadas al
aprendizaje y la memoria en el LAM. Con los hallazgos y contribuciones de este
experimento se aporta conocimiento valioso para el futuro desarrollo de
investigacidon relacionada al proceso de envejecimiento y su efecto sobre los

procesos cognitivos relacionados a la memoria.

En el experimento 3 se comprob6 que en ratas Wistar macho envejecidas, 15
minutos de ICG por O4V producen dafio en el area CA1 del hipocampo, el cual
a su vez, produce deterioro funcional en los protocolos de aprendizaje y
memoria espacial del LAM. Ademas, el andlisis de variables tradicionales y
estrategia de busqueda permitié identificar que las ratas envejecidas con
isquemia tiene un deterioro funcional mayor al observado en las ratas jévenes.
Estos resultados representan el primer reporte del deterioro funcional en

aprendizaje y memoria espacial causado por ICG en ratas envejecidas.

De esta manera el presente trabajo sustenta las bases para posteriores
investigaciones que aborden la utilizacion de posibles intervenciones
diagnésticas, pronésticos y terapéuticas sobre IC en ratas envejecidas. Al
resolver esta discrepancia, estas intervenciones podran avanzar gradualmente
en la transferencia hacia la atencion de pacientes que sufren IC por cualquiera

de sus causas.
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