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RESUMEN

A escala mundial, la isquemia cerebral constituye una de las principales causas de muerte, por lo que los modelos animales de
isquemia cerebral son extensamente usados tanto en el estudio de la pato-fisiologia del fenémeno isquémico; como en la evaluacién
de agentes terapéuticos con posible efecto protector o regenerador. Los objetivos de este estudio fueron examinar la presencia de dafio
neuronal en diferentes dreas cerebrales como consecuencia del evento isquémico; asi como evaluar consecuencias de este proceder
sobre los procesos de memoria-aprendizaje. Los grupos de estudios incluyeron un grupo experimental de animales isquémicos, 30
ratas a las que se les ocluyé ambas arterias carétidas comunes, y un grupo control. Fue evaluada la expresion de genes isquémicos e
inflamatorios por técnicas de qQPCR 24 horas post lesién, la morfologia del tejido cerebral en dreas de corteza, estriado e hipocampo,
siete dias post lesién y los procesos de memoria y aprendizaje, 12 dias post lesién. Los estudios morfolégicos evidenciaron que el
proceder induce la muerte de poblaciones celulares en corteza, estriado e hipocampo; la isquemia modificé la expresién los genes
gfap, ho-1,il-6, il-17 e ifn-y, lo cual puede ser utilizado como un marcador de proceso isquémico temprano. Adicionalmente, el dafio
isquémico causé un deterioro en la memoria espacial. Esta caracterizacién nos permite contar con un modelo experimental donde
desarrollar futuros estudios sobre la patofisiologia de los eventos isquémicos y la evaluacién de estrategias terapéuticas.
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ABSTRACT

Cerebral ischemia is a major cause of death, for this reason animal models of cerebral ischemia are widely used to study both the
pathophysiology of ischemic phenomenon and the evaluation of possible therapeutic agents with protective or regenerative properties.
The objectives of this study were to examine the presence of neuronal damage in different brain areas following the ischemic event,
and assess consequences of such activities on the processes of memory and learning. The study group included an experimental
group ischemic animals (30 rats with permanent bilateral occlusion of the carotids), and a control group. Was evaluated gene
expression and inflammatory ischemic by qPCR techniques 24h post injury, brain tissue morphology in areas of cortex, striatum and
hippocampus seven days post injury and processes of memory and learning, 12 days post injury. The morphological studies showed
that the procedure induces death of cell populations in cortex, striatum and hippocampus, ischemia modified gfap gene expression
and ho, il-6, il-17 and ifn-y, which can be used as a marker of early ischemic process. Additionally, the ischemic injury caused spatial
memory decline. This characterization gives us an experimental model to develop future studies on the pathophysiology of ischemic
events and assessing therapeutic strategies.

Keywords: brain hypoxia-ischemia, experimental animal models, gene expression, interleukin, memory.
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INTRODUCCION

A escala mundial, la isquemia cerebral constituye una
de las principales causas de muerte. Sin embargo, no es
necesariamente mortal, a excepcién de los casos mds
severos. Con frecuencia los pacientes sobreviven después
de un accidente vascular encefdlico, pero muchos de
ellos con secuelas importantes, lo cual hace que ésta sea
la enfermedad neurolégica mds comunmente causante
de discapacidad y de hospitalizacién (Howells y Donnan,
2010). El evento isquémico se produce debido a la oclusién
de una arteria, lo que provoca una disminucién del flujo
sanguineo cerebral en la zona irrigada por la arteria
ocluida. Poco después de la isquemia, sefiales moleculares
tales como antigenos derivados del cerebro, citoquinas y
quimoquinas son liberadas, activando los astrocitos y la
microglia (An et al., 2013). Igualmente, se liberan patrones
moleculares asociados a peligro (DAMP, danger-associated
molecular patterns), los cuales incrementan la inflamacién en
la zona dafada, estimulando directamente la produccién
de mediadores inflamatorios derivados de la glia (Savage
etal.,2012).

Los modelos animales de isquemia cerebral son
extensamente usados tanto en el estudio de la pato-
fisiologia del fenémeno isquémico, como en la evaluacién
de agentes terapéuticos. Existen dos tipos bdsicos de
modelos animales de isquemia cerebral: los que reproducen
la isquemia global y los que simulan la isquemia focal. El
modelo de oclusién permanente de las arterias carétidas
comunes (OPACC) en ratas, reproduce el evento isquémico
en etapas tempranas cuando la hipoperfusién cerebral
resulta crénica (Farkas et al., 2007). La OPACC induce
alteraciones morfoldgicas tanto en la sustancia gris como
en la sustancia blanca. Se ha constatado una pérdida
neuronal asociada a la corteza, el estriado y al hipocampo
dos semanas posteriores a la oclusién. La disminucién en
las concentraciones de oxigeno tisular que acompafian
a la isquemia cerebral estimula la expresién de genes
involucrados en mecanismos excitotdxicos, inflamatorios,
apoptdticos y neuroprotectores, por lo que puede resultar
tanto en muerte como en recuperacién celular. Aumentos
en la expresién de genes pueden ser detectados a pocos
minutos del comienzo del evento isquémico (Nagel et dal.,
2012). La variacién en la expresién de los genes juega un
papel principal en los procesos de recuperacién después del
evento isquémico. La isquemia induce la expresién de genes
involucrados en la muerte celular apoptética, lo cual puede
aumentar el dafio al tejido cerebral (Davila et al., 2012). La
variacién en el nivel de expresién de estos genes durante
la fase temprana del evento isquémico, o isquemia aguda,
puede ser utilizada como marcador de hipoperfusién
cerebral y neuroinflamacién. Por otro lado, la formacién
hipocampal, que incluye a las dreas CA3 y CAT1, participa
en la formacién de la memoria. Esta drea cerebral se ha
visto particularmente afectada en el modelo de OPACC
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en ratas. Se ha sugerido que la hipoperfusién cerebral
crénica ocasiona dafios cognitivos y que la severidad de la
alteracién conductual estd relacionada con la magnitud de
la reduccién del flujo sanguineo.

El propdsito de este estudio estuvo dirigido a examinar
la presencia de dafio neuronal en diferentes dreas cerebrales
como consecuencia del evento isquémico inducido por la
oclusién de las arterias carétidas comunes; asi como evaluar
consecuencias de este proceder sobre los procesos de
memoria-aprendizaje. Esta caracterizacién permitird contar
con un modelo experimental donde desarrollar futuros
estudios sobre la patofisiologia de los eventos isquémicos y
la evaluacién de estrategias terapéuticas.

MATERIALES Y METODOS

Animales de experimentacién

Se utilizaron ratas machos adultas Wistar, con pesos entre
280 gy 300 g al inicio del experimento, provenientes del
Centro Nacional de Produccién de Animales de Laboratorio
(CENPALAB), Ciudad de La Habana, Cuba. Los animales
fueron mantenidos en cajas pldsticas traslicidas a una
temperatura media de 23 °C (22 + 2 °C), con suministro de
alimentos y agua ad libitum y periodos de luz y oscuridad de
12 horas. Las ratas fueron mantenidas en grupos de cinco
por caja. En este estudio se respetaron todas las normas
establecidas en el cédigo para la ética de la experimentacién
animal, siguiendo las recomendaciones del “Guide to the care
and use of experimental animals. National Institute of Health-NIH
Publication. No. 85-23” (Canadian Council, 1993). Se conté
con la autorizacién del Comité de Etica Médica del Centro
Internacional de Restauracién Neuroldgica.

Criterios de exclusién

Fueron excluidos del experimento aquellos animales,
pertenecientes a cualquiera de los grupos experimentales,
que mostraron en cualquier momento: infecciones severas,
lesiones en los ojos que les dificulten la visién o atrofia
marcada de alguna extremidad aislada.

Induccion de la hipoperfusion cerebral

Las ratas fueron anestesiadas con una mezcla que contenia:
Ketamina, Diazepan y Atropina (100 mg/kg de peso
corporal, intraperitoneal) por via intraperitoneal. Se practicé
una incisién en el cuello y se separaron las arterias carétidas
comunes de los tejidos adyacentes y del nervio vago. A
continuacién se ligaron con hilo de sutura de seda de 3,0 de
forma permanente. Los animales controles falsos lesionados
(n=19) se sometieron al mismo procedimiento quirirgico,
excepto que no se les realizé la oclusién permanente de las
arterias carétidas (OPACC).

Estudio de expresion de genes
Para estudios de expresién de genes los animales fueron
eutanizados 24 horas posteriores a la oclusién de las
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carétidas. Las dreas cerebrales, fueron disecadas (OPACC
n=3, SHAM n=3) y almacenadas a -20 °C hasta su posterior
homogenizacién. La extraccién de ARN total a partir
del homogenizado de tejido se llevé a cabo con TRIZOL
(Invitrogen, San Diego, CA, USA). Se sintetiz6 el ADN
complementario a partir de 1 pg de ARN total (High Capacity
cDNA Archive Kit), siguiendo las instrucciones del fabricante.
En el gPCR se realizaron tres réplicas por gen. Todos los
pasos técnicos fueron ejecutados acorde a las gufas de
Informacién Minima para Publicaciones de Experimentos de
qPCR (Bustin et al., 2009). Los oligonucleétidos especificos
de cada gen fueron disefiados por un tamizaje en silico,
utilizando el algoritmo de alineamiento BLAST (Tabla 1), y
fueron usados a una concentracién de 300 mM (Metabion,
Martinsried, Germany). Fast SYBR Green PCR Master Mix
fue usado como sistema de deteccién en el Light Cycler 480
Fast Real-Time PCR (Roche Applied Science, Mannheim,
Germany) (Lech et al., 2010). El control de la reaccién
consistié en agua bidestilada, la cual resulté negativa para
los genes de interés y para el gen de expresién constitutiva.
Los datos fueron calculados como unidades de expresién
normalizada de la media (MNE) con el software O-Gene
(Muller et al., 2002; Simon, 2003). El gen de referencia
usado para la cuantificacién relativa fue el peptidil-prolil cis-
trans isomerasa A (PPIA, también conocida como ciclofilina
A) (Lofqvist et al., 2009). Los resultados se muestran como
porciento del grupo control.

Evaluacion del dafio celular

Animales con lesién inducida por OPACC (n=10) y falsos
lesionados (n=4) fueron sacrificados siete dias después
de inducida la hipoperfusién cerebral. Las ratas fueron
anestesiadas con una mezcla que contenia Ketamina,
Diazepdan y Atropina (100 mg/kg de peso corporal, ip). Los
cerebros fueron perfundidos con 250 mL de una solucién

Tabla I. Secuencia de los oligonucleétidos cebadores

de cloruro de sodio al 0,9 % y 250 mL de formol al 10 %
(en agua destilada). Los cerebros fueron seccionados
y colocados en un procesador automdtico de tejidos
(HISTOQUINET). El tejido se deshidraté en soluciones de
alcoholes de gradacién ascendente, la desalcoholizacién se
realizé con xilol y luego el tejido fue infiltrado en parafina.
Se obtuvieron secciones coronales de 6 micras que se
tifieron con hematoxilina-eosina.

Evaluacion en el laberinto acuatico de Morris

Fue evaluado el desempefio de los animales pertenecientes
a ambos grupos experimentales: Grupo con lesién OPACC
(n=15) y control falso lesionado (n=10); en el Laberinto
Acudticode Morris (LAM), 12 dias posterioresalalesién. Para
el andlisis fueron tenidas en cuenta el tiempo que demoran
los animales en localizar una plataforma transparente de
11 cm de didmetro dentro del tanque (latencia de escape);
la distancia recorrida y el tiempo de permanencia en los
bordes del tanque (tigmotaxia). La plataforma fue ubicada
1 cm por encima de la superficie del agua (plataforma
visible) o sumergida 1 cm por debajo (plataforma oculta),
en una piscina circular de 1,5 m de didmetro y una altura
de liquido de 40 cm. El tiempo méaximo de bdsqueda que
se permiti6 fue de 60 s. Una vez que el animal encontré la
plataforma se le permitié permanecer en ella durante 30 s
antes del siguiente intento. Los datos fueron adquiridos y
procesados con el programa SMART versién 2.0 (Copyright
Panlab, 2001).

Los primeros tres dias los sujetos experimentales fueron
sometidos a ocho ensayos con la plataforma sumergida (no
visible) ubicada en la regién suroeste del tanque. El cuarto
dia se realizaron cuatro ensayos bajo idénticas condiciones
que los dias anteriores y un quinto en el que se retiré la
plataforma y se conté el nimero de veces, que el animal
pasaba por la zona donde se encontraba la plataforma

Gen Ubicacién Secuencia del cebador (5°-3") ID
Derecha CTCCGCCAAGCCAAGCACGA
GFAP , NM_010277
Izquierda TGAGGTGGCCTTCTGACACGGA
Derecha TCGAGCATAGCCCGGAGCCT
HO NM_010442
Izquierda TGGGGTTTCCCTCGGGGTAT
Derecha GGTGACAACCACGGCCTTCCC
IL-6 NM_031168
Izquierda GCCACTCCTTCTGTGACTCCAGC
Derecha GCGCTGTGTCAATGCGGAGG
IL-17 NM_010552
Izquierda CTGGCGGACAATCGAGGCCA
Derecha TCTGGGCTTCTCCTCCTGCGG
IFN-y : NM_008337
Izquierda GGCGCTGGACCTGTGGATTG
Derecha TGGAAGCCATGGAGCG GGG
Ppia - NM_008907
Izquierda AGCAGATGGGGTAGGGACGC
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(cruces). El quinto y dltimo dia de evaluacién se realizaron
ocho intentos, al igual que en los tres primeros dfas, pero
con la plataforma visible.

Analisis estadistico

Toda la informacién fue recogida y procesada mediante el
software profesional Statistica para Windows. Versién 6,0
Copyright Statsoft, Inc. 1996. Se verificé la distribucién
normal mediante las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y
la homogeneidad de varianza por la prueba de Levene, en
los casos en que esta se cumplia se utilizé la prueba t de
Student para las comparaciones entre grupos. Los datos
obtenidos de la evaluacién conductual fueron comparados
mediante un andlisis de varianza de clasificacién doble con
mediciones repetidas (ANOVA). En estos casos, los factores

tenidos en cuenta fueron: grupo y bloques. En todos los
casos se consideraron significativas diferencias en las que
el valor de p fue menor o igual a 0,05. Los resultados se
presentaron en forma de gréficas confeccionadas mediante
el programa Prism versién 3.0 de Graph Pad Software Inc.

RESULTADOS
De un total de 30 animales trabajados sobrevivieron 26, lo
que representa un 86,66 % de supervivencia.

Evaluacion del dafio celular

En todas las regiones cerebrales analizadas (corteza, cuerpo
estriado e hipocampo) de los animales con OPACC, se
pudo observar (Fig. 1) la presencia de ndcleos picnéticos,
fundamentalmente en cuerpo estriado y corteza.

Figura 1: Tincién Hematoxilina-Eosina. Se muestran regiones de corteza (A, D), estriado (B, E) e hipocampo (C, F). Los paneles A, By C
corresponden al grupo falso lesionado. Los paneles D, E y F corresponden al grupo OPACC. Las flechas blancas indican la morfologia normal de

las neuronas, mientras que las flechas negras indican neuronas picnéticas.
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Expresion de genes
La expresidn de cinco genes diferentes fue evaluada pasadas
24 horas de la oclusién permanente de las arterias carétidas.
Las figura 2 muestra como se comporta la expresién de
estos genes en diferentes dreas del cerebro: corteza anterior,
hipocampo, y bulbo olfatorio. Los valores son relativos al
gen de expresién interna peptidilprolil isomerasa A (ppia).
Se encontré un incremento significativo en los niveles de
expresién de gfap en corteza anterior (t=10,17 df=8) y bulbo

olfatorio (t=7,211 df=12); mientras que en el hipocampo
estos valores se encontraron significativamente disminuidos
(t=4,467 df=11).

La determinacién de la expresion del gen ho-7 fue utilizada
en nuestro trabajo como un marcador de la presencia de un
proceso isquémico agudo. El gen ho-7 (Fig. 3) no mostré
diferencias significativas, entre el grupo falso lesionado y el
grupo con OPACC, en el bulbo olfatorio (t=0,9288 df=12).
Sin embargo, en el drea de corteza se observé un incremento
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Figura 2. Expresion de genes en tejidos de corteza anterior, hipocampo y bulbo olfatorio. Porciento de expresién del gen en el grupo OPACC
con respecto al grupo Control falso lesionado. Valores medios + desviacién estandar. Prueba t de Student. *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,001, ns:

no significativo.
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significativo en su expresién (t=9,267 df=10) y el hipocampo
una disminucién de esta (t=4,038 df=12).

El gen correspondiente a IL-17 (Fig. 2) mostré
aumentos significativos en su expresién en todas las dreas
estudiadas de los animales sometidos a dafio isquémico
(corteza: t=61,98 df=10; hipocampo: t=9,488 df=9;
bulbo olfatorio: t=11,14 df=10). Igual comportamiento
fue observado para el gen correspondiente a IL-6 (corteza:
t=4,866 df=10; hipocampo: t=12,15 df=10; bulbo
olfatorio: t=19,07 df=10)

El dltimo gen en analizar fue el ifn-y (Fig. 2), el cual
mostré un incremento significativo en las dreas de corteza
(t=4,818 df=10) y bulbo olfatorio (t=7,581 df=10); sin
diferencias entre los dos grupos en el area de hipocampo
(t=0,6736 df=10).

Estudio conductual

Doce dias posteriores a la lesién, la capacidad de memoria y
aprendizaje de los animales fue evaluada. Los primeros cuatro
dias del esquema conductual (plataforma oculta) evaluaron
la memoria a largo plazo (Fig. 3), mientras que en el quinto
dia (plataforma visible) fue evaluado el déficit sensorio-motor
y motivacional provocado por la lesién (Fig. 4).

La figura 3a muestra la distancia recorrida por los
animales antes de encontrar la plataforma. Es notable como
existe una diferencia significativa entre el grupo lesionado
con OPACC y el grupo falso lesionado. Es decir, a medida
que los animales repiten los intentos, los que pertenecen al
grupo falso lesionado establecen estrategias de budsqueda
de la plataforma mdés cortas, con lo que disminuyen la
distancia recorrida con respecto a aquellos animales que
pertenecen al grupo con OPACC.

Enlafigura 3b se muestra como se comporta la tigmotaxia
en los dos grupos. Se puede observar que los animales con
OPACC demoran significativamente mds tiempo nadando
por el borde de la piscina que los animales controles falso
lesionado. En la figura 3c se muestra que los animales con
OPACC se demoran significativamente mds tiempo en
encontrar la plataforma una vez que han sido puestos en
la piscina.

Por dltimo, se observa una disminucién significativa en
el nimero de cruces por la zona de la plataforma de los
animales lesionados con respecto a los controles falsos
lesionados.

La figura 4 muestra como, a partir del cuarto intento,
la diferencia entre los animales falsos lesionados y los
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Figura 3. Desempefio de los animales en el Laberinto Acuatico de Morris. La OPACC provoca alteraciones, tanto sensitivas como motoras, en
los animales lesionados. (A) Distancia recorrida por el animal antes de encontrar la plataforma. (B) Tiempo que permanece el animal nadando por
los bordes de la piscina. (C) Latencia de escape. (D) Niumero de veces que el animal pasé por el lugar de la plataforma. Los valores se muestran
como la media # el error estandar de la media. *=p<0,05, **=p<0,005, prueba t Student. a: diferencias significativas entre grupos, prueba ANOVA
(distancia F: 104,2537, tigmotaxia F: 53,49728, latencia F: 167,3030).
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animales con OPACC empieza a ser significativa. De manera
que, adn con plataforma visible, los animales con OPACC
demoran mds tiempo en encontrarla que los animales falsos
lesionados. Siendo la diferencia doblemente significativa en
el sexto y octavo ensayo.

DISCUSION

En sentido general los animales sometidos a hipoperfusién
cerebral mostraron signos de dafio tisular en dreas de
corteza cerebral anterior, hipocampo y estriado. La isquemia
mantenida modificé la expresién de los genes gfap, ho-1, il-6,
il-17 e ifn-y, lo cual puede ser utilizado como un marcador
de proceso isquémico temprano. Adicionalmente, el dafio
isquémico causé un deterioro en la memoria espacial de los
animales estudiados.

Evaluacion del dafio celular
Los signos mds evidentes de neurodegeneracién son la
pérdida de neuronas y de contactos sindpticos. La muerte
neuronal que induce la hipoperfusién cerebral puede ser
visualizada con tinciones tradicionales como hematoxilina-
eosina, cresil de violeta o tuolidina azul (Farkas et al., 2007).
Los resultados muestran que, pasada una semana de
la oclusién de las arterias carétidas comunes, hay dafios
notables en las tres dreas cerebrales estudiadas. Esto puede
ser la expresién morfolégica de que estd ocurriendo un

proceso necrdético en el tejido, debido a la falta de ATP.
Estos resultados concuerdan con varios trabajos publicados
(Liu et al., 2007; Kim et al., 2008; Vicente et al., 2009), que
muestran que una hora después de la oclusién de ambas
carétidas hay una evidente degeneracién neuronal en las
areas de hipocampo y corteza; y pasadas seis horas, se
puede observar como en corteza, estriado e hipocampo
se desarrolla una necrosis vacuolar (Fu et al., 2006). El
hipocampo es, por muchas razones, la regién cerebral mas
utilizada para el estudio de la neurodegeneracién inducida
por la hipoperfusién cerebral, esta altamente involucrado
en el aprendizaje espacial y en la memoria (Bergado et dal.,
2011). Por esta razén, el dafio neuronal en esta regién y
la dificultad en el aprendizaje espacial observada en esta
lesién, podrian estarrelacionado. Finalmente, el hipocampo,
particularmente la regién CA1, es una de |as 4reas cerebrales
mds sensibles a la isquemia (Farkas et al., 2007).

La isquemia cerebral modifica la expresion de genes

En el Sistema Nervioso Central (SNC), la reduccién del
flujo sanguineo conlleva a que se produzcan cambios
bioquimicos inmediatos. Los genes que aumentan, o
disminuyen, su expresién durante la hipoperfusién cerebral,
no solo estdn relacionados con la isquemia per se, sino
también con la inflamacién que desencadena la muerte
necrética, caracteristica de la fase aguda de la isquemia
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cerebral. La GFAP es un importante biomarcador para la
isquemia y las lesiones traumdticas cerebrales. Es producida
casi exclusivamente por los astrocitos, de manera que es
utilizado como marcador especifico del cerebro (Schiff et
al., 2012). El andlisis de la variacién en la expresién de gfap
en la isquemia aguda (Fig. 2) mostré que, pasadas 24 horas
de la lesién, los niveles de gfap en los animales con OPACC
aumentaron significativamente en corteza y bulbo olfatorio
y disminuyeron en el hipocampo.

Las hemo-oxigenasas (HO) son las enzimas responsables
de degradar el grupo hemo, dando como productos los
pigmentos biliares y el monéxido de carbono. El monéxido
de carbono, entre otras funciones, tiene la capacidad de
relajar el musculo liso y bloquear la agregacién plaquetaria
(Fu et al., 2006). Por estas razones, se ha sugerido que las
HO, especificamente HO-1, juegan un papel importante en
la proteccién contra la isquemia cerebral (Bidmon et al.,
2001; Choi et al., 2002). Un estudio publicado por Fu et
al., (2006) muestra que, en las primeras etapas de isquemia
cerebral, se puede detectar expresiéon del ARN mensajero
de ho-1 en corteza e hipocampo. Segun este estudio, el
transcripto puede ser detectado una hora después de la
oclusién, aumenta su expresién rapidamente con un pico
a las 12 horas y después disminuye gradualmente hasta el
dia siete después de la lesién. Al analizar la variacién en la
expresion del gen ho-7 (Fig. 2), los resultados de este trabajo
muestran que, pasadas 24 horas del evento isquémico
solo en la corteza se observa un aumento estadisticamente
significativo en el grupo con OPACC. El hecho de que se
sugiera que un aumento en la expresién de ho-1 puede
proteger las neuronas del dafio isquémico (Nimura et dal.,
1996), nos apunta a que las regiones de hipocampo y bulbo
olfatorio son las mas dafadas por la lesién.

La isquemia cerebral estd asociada con un mecanismo
inmune que intensifica la reaccién inflamatoria y participa
en la progresién del dafio cerebral. Las células inflamatorias
y las citoquinas desempefian un papel clave en los procesos
de dafio neuronal (Li et al., 2005). Crecientes evidencias
indican que las citoquinas estdn involucradas en el inicio
y desarrollo de la isquemia cerebral (Li et al., 2001; Offner
et al., 2009; Wang et al., 2009). La interleuquina-6 es una
citoquina con varios efectos perjudiciales que pueden
contribuir a una lesién inflamatoria temprana en el cerebro
(Jordédn et al., 2008). En este trabajo se muestra que en
las dreas estudiadas hay un aumento significativo de la
expresion de il-6 (Fig. 2) en los animales lesionados con
respecto a los animales falsos lesionados. En un estudio
realizado por Wangetal., (1995) demuestran que en corteza
cerebral de ratas isquémicas hay un aumento significativo
de la expresién del ARN mensajero de IL-6 a partir de las tres
horas post isquemia, lo cual se mantiene 24 horas después
de la lesién (Wang et al., 1995). Hasta donde se conoce,
no hay trabajos publicados que estudien los niveles de
expresién deil-6 en bulbo olfatorio. En el caso de hipocampo
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es diferente, ya que esta drea es una de las mas afectadas,
y por tanto, mas estudiada en el modelo de hipoperfusién
cerebral (Farkas et al., 2007; Vicente et al., 2009; Yasuda et
al., 2011). Un estudio publicado por Yasuda et al., (2011)
muestra que, a las 24 horas de la hipoperfusién cerebral,
los niveles de ARN mensajero de IL-6 en el hipocampo eran
significativamente mayor en el grupo lesionado que en el
grupo con falsa lesién. Diferentes estudios sugieren que IL-6
tiene efectos perjudiciales en la isquemia cerebral (Jordan et
al., 2008).

La interleuquina-17 es conocida como una citoquina
pro-inflamatoria, debido a que estimula la liberacién de
muchos mediadores de la inflamacién como la IL-6 e IL-8
(Wang et al., 2009). Sin embargo, poco se conoce acerca
de los cambios en la expresién de il-17 en el curso de la
isquemia cerebral, especialmente en humanos (Li et dl.,
2005). Algunos estudios indican que IL-17 aumenta en los
hemisferios isquémicos, después de la oclusién permanente
de la arteria cerebral media en ratas (Li et al., 2001; Guo-
zhong et al., 2002; Li et al., 2005). Eso sugiere que la IL-
17 puede jugar un papel importante en el dafio cerebral
isquémico. Los resultados muestran que, la expresién de
il-17 (Fig. 2) se incrementé en los animales con OPACC. La
mayor parte de los trabajos que estudian la expresién de
la IL-17 en el tejido cerebral isquémico plantean que, los
niveles de ARN mensajero de IL-17 pueden ser detectados
desde una hora hasta seis dias post-lesién (Li et al., 2001;
Li etal., 2005; Wang et al., 2009). Segtin lo propuesto en la
literatura, IL-17 juega un papel importante en |a etapa tardia
del dafio cerebral, y se ha sugerido que tiene un patrén de
expresién tardio en la isquemia cerebral (Li et al., 2001).
Hasta donde conocemos, no hay ningtin reporte del estudio
de la expresion de il-17 en diferentes areas del cerebro.

La presencia del interferén gamma en el parénquima
cerebral normal, estd asociado a la induccién y el
empeoramiento de la patologia (Lambertsen et al., 2004).
Los resultados de este trabajo muestran que, solamente
en la corteza cerebral y el bulbo olfatorio, hubo variacién
significativa en la expresién genética del IFN-y (Fig. 2).
Lambertsen et al., (2004) plantean que los efectos pro-
inflamatorios del IFN-y pueden estar debido al efecto
secundario de esta citoquina sobre las células micro- y
astrogliales y la infiltracién leucocitaria, mas que a efectos
directos del IFN-y actuando sobre las neuronas dafadas.

Proceso de aprendizaje y memoria

La evaluacién de la eficacia terapéutica sobre el déficit
cognitivo en modelos experimentales resulta critica para
las investigaciones clinicas. El aprendizaje y la memoria
espacial se relacionan con la capacidad de adquirir y
retener asociaciones caracteristicas del ambiente, lo que
permite al organismo desenvolverse en el espacio (Vicens
et al., 2003). En la memoria espacial intervienen mdltiples
mecanismos especializados en codificar, almacenar vy
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recuperar informacién acerca de rutas, configuraciones y
localizaciones espaciales (Kessels et al., 2001).

Los animales pueden usar, bdsicamente, tres tipos
diferentes de estrategias para escapar a la plataforma
durante los ensayos de nado (Brandeis et al., 1989).
Pueden utilizar una secuencia de movimientos aprendidos
para alcanzar la plataforma (estrategia de praxia); pueden
acercarse a la plataforma siguiendo sefiales proximales
(estrategia de taxia); o pueden desplazarse hacia la
plataforma siguiendo informacién sobre la ubicacién de
esta dentro de la configuracién espacial de sefiales distales
(mapeo o estrategia espacial). Adicionalmente un sujeto
experimental puede utilizar mds de una estrategia de
busqueda para localizar |a plataforma.

Todos los animales en los primeros segundos de la prueba
nadan pegadosalasparedeslocualesunaconductainstintiva
que se conoce como tigmotaxia, pero que los animales
sanos jévenes abandonan rdpidamente para establecer una
estrategia de busqueda mds eficiente, esto es considerado
por varios autores como un aprendizaje instrumental
(Morris et al, 1986). El presente estudio demuestra que el
dafio cerebral producido por la oclusién de ambas carétidas
causa una afectacién importante de la memoria espacial, lo
cual puede ser estudiado de manera sensible a través de la
prueba en el Laberinto Acudtico de Morris. Estos resultados
pueden deberse, al menos en parte, a la incapacidad de las
ratas lesionadas para iniciar nuevas estrategias de bisqueda,
lo cual ha sido reportado después de lesiones corticales
(Shear et al., 2010). Un apoyo a esta hipétesis, pudiera ser
el patrén de natacién tigmotéxico observado en el grupo
de ratas lesionadas durante los ensayos en el Laberinto
Acudtico de Morris. Su desempefio durante el aprendizaje
espacial sugiere incapacidad por parte de estos animales
para elaborar una estrategia que facilite la busqueda de la
plataforma. Estos resultados coinciden con lo reportado
por otros autores (Jia et al., 2012). Se ha reportado déficit
especificos en animales con lesién en hipocampo, estriado,
ganglios basales, cerebelo y varias regiones de neocorteza
(D’Hooge y De-Deyn, 2001). Estd bien establecido que la
integridad de la formacién hipocampal es esencial para
el aprendizaje espacial (Almaguer-Melian et al., 2006). El
hipocampo y la corteza prefrontal estdn estrechamente
relacionadas con las funciones cognitivas, especialmente el
aprendizaje y la memoria. Por otro lado, varios autores han
reportado semejanza entre los déficits cognitivos y motores
presentes en ratas con lesién estriatal y los que acompafian
a pacientes portadores de enfermedad de Huntington
(Haelewyn et al., 2007; Scearce-Levie, 2011). Las ratas con
lesién en el estriado se mueven significativamente mas por
las paredes del tanque (tigmotaxia) y mucho mds lento
que las controles con falsa lesién. Estd reportado que
en general, las ratas con lesiones en la regién medial del
cuerpo estriado muestran un comportamiento perseverante
(Winter et al., 2004; Bouét et al., 2007). Se conoce que dos

dias después de la oclusién de las arterias cardtidas el flujo
sanguineo disminuye en un 42,4% en la corteza prefrontal
y un 78,4 % en la regién de CA1 del hipocampo (Otori et
al., 2003).

Usualmente la evaluacién de los animales con plataforma
visible es utilizado para evaluar déficits sensorio-motores
y motivacionales (Almaguer-Melian et al., 2006), lo cual
significa que latencias de escape elevadas pueden ser
atribuidas a un dafio sensorio-motor (visual) o indiferencia
sensorial. Sin embargo, en este caso nosotros somos del
criterio que el comportamiento de nuestro grupo lesionado
estd més relacionado con la perseverancia de automatismos
en su desempefio, donde se acentda un patrén de conducta
tigmotaxico, del cual los animales no pueden escapar; que
con un déficit sensorial visual, si bien este ultimo no es
totalmente descartado. Esta hipétesis se ve reforzada porque
a pesar de que la plataforma estaba visible, el patrén de nado
predominantemente por las paredes fue significativamente
mayor en este grupo que en los controles falsos lesionados.

CONCLUSIONES

En el presente trabajo fue posible demostrar la presencia
de dafio irreversible (nucleos picnéticos) en corteza, cuerpo
estriado e hipocampo. Estos hallazgos, conjuntamente con
la disminucidn en la densidad neuronal observada en estas
areas, en nuestro criterio, estdn estrechamente relacionados
con el déficit funcional observado.

En este estudio se confirma que la oclusién de ambas
arterias carétidas comunes produce una reduccién del flujo
sanguineo cerebral capaz de inducir una isquemia cerebral,
la cual produce la muerte de poblaciones celulares en
diferentes regiones cerebrales, especialmente en la regién de
corteza, hipocampo y cuerpo estriado. La isquemia cerebral
producida, ademds, modifica la expresién de lo genes gfap y
ho, lo cual puede ser utilizado como un marcador de proceso
isquémico temprano. Por otro lado, aumenta la expresién del
ARN mensajero de los genes il-6, il-17 e ifn-Y, o que sugiere la
presencia de un proceso inflamatorio que puede contribuir
con el dafo isquémico. Finalmente, el dafio isquémico
presente en areas de estriado e hipocampo, inducido por la
lesién, causa un deterioro en la memoria espacial.
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