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RESUMEN

En la investigacién sobre movimiento, la experimentacién animal ha proporcionado fundamentacién cientifica para la investigacién
clinica, mejorando procedimientos diagnésticos y de rehabilitacion. Lesiones cerebrales en roedores pueden ser usadas para
modelar sintomas locomotores, sensoriales y/o cognitivos. Con el propésito de determinar la funcionalidad locomotriz y sensorial
en roedores, se han propuesto varios métodos de evaluacién y pronéstico clinico para identificary evaluar adaptaciones estructurales
y mecanismos de neuro-recuperacién. Esto ha permitido que métodos de intervencién terapéutica, como el ejercicio fisico, sean
utilizados para restaurar funciones sensitivo-motoras y cognitivas en roedores y humanos. La extrapolacién (translacién) de
los resultados de investigaciones en ciencias bdsicas a dreas clinicas, supone la continua cooperacién y retroalimentacién entre
investigadores y profesionales de la salud, favoreciendo la formulacién de intervenciones terapéuticas mds eficaces basadas en
resultados obtenidos de la experimentacién animal. El objetivo de esta revisién es exponer las principales deficiencias motoras y
los métodos empleados para determinar la dificultad motriz en la marcha en roedores con lesién cerebrovascular, para lo cual se
realizé una revisién de literatura, sobre términos definidos (MeSH), en las bases de datos PsychINFO, Medline y Web of Science,
entre enero de 2000 y enero de 2017. Se excluyeron articulos de cardcter cualitativo o narrativo, sin revisién por pares, disertaciones,
tesis o trabajos de grado y restimenes de conferencias. Se revisan algunas manifestaciones clinicas, su efecto en la locomotricidad en
roedores, algunas metodologias usadas para generar lesiones y para estudiar la funcién motriz, los principales métodos de medicién
y algunos aspectos translacionales.

Palabras clave: accidente cerebrovascular, actividad motora, andlisis de la marcha, pruebas funcionales, roedores.

ABSTRACT

Animal experimentation is crucial for the advance in the understanding of pathophysiological mechanisms and their application on
both clinical diagnosis and neuro-rehabilitation. Particularly, rodent brain lesion is commonly used in the modeling of locomotor,
somatosensory and cognitive symptoms. The automated rodent gait analysis has been proposed as a tool for studying locomotor and
sensory abilities and its use includes the identification of functional alterations, structural adaptations as well as neuro-rehabilitation
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mechanisms. From that standpoint, the effectiveness of many therapeutic interventions (i.e. physical exercises) has been documented in
rodents and humans. The translation from experimental data to clinical conditions requires the continuous collaboration and feedback
between researchers and health clinicians looking for the selection of the best rehabilitation protocols obtained from animal research.
Here we will show some locomotor alterations, the traditional methods used to assess motor dysfunction and gait abnormalities
in rodent models with stroke. The aim of this review is to show some motor deficiencies and some methods used to establish gait
disturbances in rodents with cerebrovascular lesion. The review included the search of defined terms (MeSH) in PychINFO, Medline
and Web of Science, between January 2000 and January 2017. Qualitative and narrative reports, dissertations, end course works
and conference resumes were discarded. The review focuses on some clinical signs, their effects on rodent locomotor activity, some
methodologies used to create lesion and to study motor function, some assessment methods and some translational aspects.
Keywords: functional testing, gait analysis, motor activity, rodents, stroke

RESUMO

No estudo do movimento, a experimentacdo animal tem proporcionado sélida fundamentacgdo cientifica para a pesquisa clinica,
permitindo melhorar procedimentos diagndsticos e de reabilitagdo. LesGes cerebrais em roedores sdo utilizadas para modelar
sintomas locomotores, sensoriais e cognitivos. Para determinar a funcionalidade locomotora e sensorial em roedores, tém
sido desenvolvidas varias metodologias para avaliar o prognéstico clinico e identificar adaptagdes estruturais e mecanismos da
recuperagdo. Todos esses achados tém favorecido que alguns métodos de intervencdo terapéutica sejam utilizados para restaurar
fungdes sensitivo-motoras e cognitivas em roedores e pacientes. A extrapolacgio (translagdo) de resultados de pesquisas em ciéncias
bésicas para as dreas clinicas, supde a continua cooperac¢do e retroalimentagdo entre pesquisadores e profissionais da satde,
desenhando interven¢es terapéuticas mais eficazes, baseadas em resultados obtidos na experimenta¢do animal. Nesta revisdo se
expdem metodologias utilizadas para criar e avaliar alteragdes motoras, em modelos animais com acidente cerebral vascular. O
objetivo é apresentar deficiéncias motoras e métodos utilizados para determinar a dificuldade na marcha em roedores com lesao
cerebrovascular. Para isso foi feita uma revisdo da literatura, usando termos definidos (MeSH), nas bases de dados PsychINFO,
Medline e Web of Science, entre janeiro de 2000 e janeiro de 2017. Foram excluidos artigos qualitativos, narrativas, sem revisdo por
pares, dissertacdes, teses ou trabalhos de grado e resumos de palestras. Se revisam manifestagdes clinicas, seus efeitos na locomogédo
de roedores, algumas metodologias usadas para gerar lesdes e para estudar a fungdo motora, os principais métodos de medigdo e

alguns aspectos translacionais.

Palavras-chave: acidente cerebrovascular, atividade motora, anélise da marcha, roedores, testes funcionais.

INTRODUCCION
La enfermedad cerebro vascular (ECV) involucra una serie de
deficiencias inducidas por la disminucién o interrupcién del
flujo sanguineo cerebral por mecanismos tromboembdlicos
o hemodindmicos que generan un desequilibrio entre el
aporte y la demanda de oxigeno y glucosa al tejido cerebral
(Sierra et al., 2011), llevando a deficiencias en los procesos
psicolégicos bdsicos, en la integridad refleja y sensorial,
en la funcién motriz, la locomocién y el balance. Esta
gran variabilidad clinica hace que el modelamiento de
condiciones neuroldgicas sea un proceso complejo. El uso
de animales de laboratorio ha aumentado con muiltiples
propésitos (Baumans, 2005; Russell y Proctor, 2006;
Dehoux y Gianello, 2007); dreas como la ciencia bésica, la
investigaciéon farmacolégica, el estudio comportamental,
la neuropsiquiatria y la rehabilitacién experimental, son
ejemplos de disciplinas en las que con mayor frecuencia se
emplean modelos animales (Martino etal., 2006; Livingston-
Thomas y Tasker, 2013; Goutianos et al., 2015) y que abren
la posibilidad a la exploracién de nuevas estrategias para
el modelamiento de fenémenos complejos de la naturaleza.
Alteraciones del sistema motriz también pueden ser
observadas en muchas patologias, tales como traumatismos
craneoencefélicos (Gardner y Zafonte, 2016; Ozolins et

al., 2016), lesiones medulares (Kucharikova et al., 2014),
enfermedades desmielinizantes (Esposito y Longo ,2016;
Rinalduzzi et al, 2016), trastornos neurodegenerativos
como Parkinson (Beck et al., 2016), Alzheimer (Mohs,
2002; Scherder et al., 2007; Agca et al., 2008), Corea de
Huntington (Spires y Hannan, 2005) y otras demencias
(Fritz et al., 2016) o alteraciones por exposicién a téxicos
(Jett et al., 2001; Minami et al., 2004; Faherty et al., 2005),
a bacterias, virus (Malva et al., 2007), hongos y paréasitos
(Bales, 2000).

Con el propdsito de que la experimentacién animal
sea valida, reproductible y fiable, es necesario el control
de muchos factores intrinsecos y extrinsecos para crear
protocolos estandarizados, minimizando fuentes de
variabilidad y reduciendo, en lo posible, fuentes de
sufrimiento innecesarias. Roedores y otros mamiferos
(incluyendo primates no humanos) han sido ampliamente
utilizados en investigacién debido a la semejanza con el ser
humano tanto genética como fisiolégica, comportamental
y hormonalmente (Barros y Tomaz, 2002). Debido a la
relativa facilidad para el control de las variables en el
ambiente experimental, sobre todo por caracteristicas
como el tamafio corporal, las caracteristicas metabdlicas
de la especie, su alto nivel de reproductividad y su sencillo
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mantenimiento, han permitido que los roedores sean los
animales de experimentacién preferidos en la investigacién
biomédica (Cencietal., 2002; Casalsetal., 2011; Vandamme,
2014).

Desde el punto de vista clinico, los estudios que se
han adelantado a partir del uso de roedores privilegian
la investigaciéon en lesion medular, en enfermedades
neurodegenerativas, vasculares y traumdticas,
caracterizando déficits motores y sensitivos relacionados
con la locomocién, la coordinacién, el balance y el soporte
de peso; sin dejar de lado las alteraciones cognitivas (Richter,
2005; Siegmund y Wotjak, 2007; Agca et al., 2008; Casals et
al., 2011). A pesar de las mdltiples investigaciones realizadas
en el campo de la rehabilitacién experimental empleando
roedores con lesidn cerebral, se hace necesario consolidar
investigaciones clinico-terapéuticas que no sélo caractericen
las implicaciones comportamentales y/o motoras en los
pardmetros temporo-espaciales de la marcha, sino que
incluyan la verificacién de efectos funcionales obtenidos a
partir de intervenciones terapéuticas (Scheidtmann et al.,
2001; Kleim et al., 2007).

Este articulo es una revisién de literatura cuyo objetivo
es exponer la reciente (2000-2017) evidencia cientifica
disponible sobre las alteraciones en las caracteristicas
temporo-espaciales del patrén de marcha y los métodos que
han sido desarrollados para el andlisis de estas condiciones
en roedores con lesién cerebral, asi como la identificacién
de hallazgos que han contribuido al estudio de mecanismos
de neurorehabilitacién en seres humanos.

MATERIALES Y METODOS

Estrategias de bisqueda y criterios de inclusion
Se realizé una operacionalizacién de los términos y las
definiciones a usar, utilizando los tesauros de términos
médicos (MeSH). Estos fueron utilizados para realizar la
busqueda en bases de datos electrénicas relevantes para las
ciencias de la salud: PsychINFO, Medline y Web of Science, entre
enero de 2000 y enero de 2017. Fueron excluidos articulos
de caracter cualitativo o narrativo, sin revisién por pares,
disertaciones, tesis o trabajos de grado y restimenes de
conferencias. Se incluyeron articulos que utilizan modelos
murinos en el estudio de sintomas motores en diversas
patologias, incluidas, pero no limitadas, a las mencionadas
arriba. Todos los trabajos incluidos, en los cuales se
circunscribieran medidas de tipo cognoscitivo, habrian de
presentar también reportes del estado motriz del animal.
Los articulos fueron adquiridos en formato pdf (en su
mayorfa), gracias al acceso brindado por las universidades
participantes y en algunos casos gracias a la colaboracién
de la Dra. Alexandra Elbakyan. Se utiliz6 como software
principal de procesamiento de la base de datos el software
Mendeley 1.16.3. La revisién presenta inicialmente algunas
generalidades sobre las manifestaciones clinicas de la ECV'y

su efecto en la locomotricidad en roedores, posteriormente
se consideran algunas de las principales metodologias
usadas tanto para la generacién de lesiones cerebrales, como
para el estudio de la funcién motriz en modelos murinos,
subsiguientemente se mencionan los principales métodos
encontrados para la medicién de las alteraciones motrices.
Finalmente se esboza una conclusién frente al uso de los
datos obtenidos a partir de la experimentacién animal en la
clinica humana (aspectos translacionales).

RESULTADOS

Manifestaciones clinicas de la enfermedad
cerebrovascular en ratas

En los dltimos afios se ha incrementado la investigacién
en torno a la generacién de modelos bioldgicos de
isquemia cerebral en laboratorio que permiten una
mayor comprensién acerca de los procesos celulares
y fisiopatoldgicos implicados, buscando un mejor
entendimiento de la clinica. Se han identificado muiltiples
respuestas sistémicas involucradas en la neuroproteccién,
las cuales son transcendentales en la recuperacién funcional
(Cenci et al., 2002; Casals et al.,, 2011). La ECV es un déficit
neurolégico generado a partir de una interrupcién en el
flujo sanguineo al encéfalo y es una de las patologfas mds
frecuentes que afectan el sistema nervioso central en seres
humanos; el 88 % de los eventos son de tipo isquémico,
seguido del hemorrdgico intracerebral y subaracnoideo con
un 9 %y 3 % respectivamente (Witt et al.,, 2007; Marini et al.,
2010; Casals etal., 2011).

Las alteraciones secundarias a este proceso patoldgico
incluyen manifestaciones sensitivas y motrices dentro de las
cuales se pueden resaltar las anomalias hemisensoriales,
alteraciones viso-espaciales y/o conductuales, hemiparesia
o hemiplejias, deficiencias en el balance, fluctuaciones en el
tono muscular, disartria e insuficiencia en la coordinacién de
los patrones de movimiento. La disminucién en la velocidad,
la inestabilidad y alteraciones de la sincronia de los pasos,
son también caracteristicas patolégicas dependientes de
pardmetros temporo-espaciales en la marcha, entre los
cuales se incluyen longitud de zancada, longitud de paso,
velocidad, cadencia, aceleracién lineal, dngulo y ancho de
paso (Hollman et al.,, 2011; Balaban y Tok, 2014).

Al igual que en seres humanos, algunos signos clinicos
que se pueden evidenciar en roedores luego de un evento
cerebro vascular, estdn directamente relacionados con el
tipo de lesién generada y el drea total afectada, e incluyen
un patrén respiratorio anormal, letargo posiblemente
asociado a la presencia de dolor o a cambios emocionales
ligados con ansiedad, irritabilidad o agresividad. Igualmente
se reconoce que este tipo de déficit genera alteraciones en
la memoria, la funcién cognitiva, la atencién, el lenguaje y
el procesamiento perceptual visual, auditivo, cinestésico,
héptico, entre otras (Cordova et al., 2014).
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Locomocién en roedores

Para entender las alteraciones en el desarrollo del patrén de
marcha como resultado de ECV en roedores, es necesario
comprender la secuencia de procesos que se llevan a cabo
y que son indispensables para la ejecucién de un adecuado
patrén de movimiento. La locomocién inicia a partir de una
entrada sensorial seguida de un proceso interneuronal y de
procesamiento motor, finalizando el ciclo con la activacién
muscular (salida motriz). La marcha cuadripeda esta divida
en dos fases, la primera de ellas -denominada de oscilacién-
involucra inicialmente la flexién de complejos articulares
como cadera, rodilla y tobillo seguida de una extensién
de estas dos Ultimas con conservacién del patrén flexor
de cadera. La segunda fase -llamada de apoyo- consiste
en el contacto de la pata con la superficie a partir de la
extensién activa de la rodilla y el tobillo seguido de una leve
flexion generada por la fuerza de reaccién de la superficie
y el soporte de peso, finalizando con la extensién de las
articulaciones que conforman el miembro inferior (Parker y
Clarke, 1990; Westerga y Gramsbergen, 1990; Hamers et al.,
2001), permitiendo de esta forma el desplazamiento (Fig.
1A-B), datos que pueden ser obtenidos por el registro de la
locomocién en el hall o corredor de marcha (Fig. 2).

Estos patrones de movimiento estdn controlados a
partir de un grupo de neuronas denominadas generadores
de patrones centrales, las cuales son responsables de la
activacién e inhibicién de grupos musculares especificos.
De acuerdo con lo anterior, cuando se generan lesiones a
nivel central (mesencéfalo, cerebelo y corteza motora) se
hardn evidentes deficiencias motoras relacionadas con
cambios en la velocidad, el balance y la coordinacién, asf
como modificaciones en los patrones de movimiento y
desplazamiento. Todas estas alteraciones son el resultado

de procesos relacionados con el edema, inflamacién y, en
dltimas, con la excitotoxicidad generada por la liberacién
excesiva de glutamato que lleva a altas concentraciones de
calcio intracelular, presencia de radicales libres y finalmente
muerte celular (Hossmann, 2006; Durukan y Tatlisumak,
2007). Laseveridad en la sintomatologia depende de factores
como la circulacién colateral, la microcirculacién, el drea de
la zona de penumbra y a factores de neuroproteccién que
intervienen en la disminucién de procesos inflamatorios,
minimizando el dafio tisular. Entre los factores de
neuroproteccién se incluye la interleucina 6 (IL-6), factores
asociados a la microglia y la sintasa endotelial del 6xido
nitrico (eNOS), entre otros (Jung et al., 2011; Majid, 2014).

La marcha depende de una gran variedad de factores, que
incluyen la coordinacién motriz, la estabilidad, el patrén
postural y la velocidad. Estos pardmetros se encuentran
alterados en roedores con enfermedad de Parkinson,
Distrofia Muscular y Trauma Medular, modelos que han
sido ampliamente utilizados para el estudio no sélo del
déficit motor, sino también de déficits sensitivo-motores, de
aprendizaje y de memoria (Schaar et al., 2010; Hampton et
al., 2011; Wang et al., 2012; Parkkinen et al., 2013; Zhou
et al., 2015). La dificultad en los patrones de marcha en
roedores con lesién isquémica encefdlica se caracteriza por
cambios en la trayectoria y alteraciones en los periodos de
tiempo de las fases de apoyo y oscilacién.

Variaciones en la velocidad de la marcha, la coordinacién
del movimiento, la espasticidad en extremidades, la dificultad
en la adopcién de la bipedestacién, fluctuaciones en el
mantenimiento del balance, modificaciones en el centro de
gravedad y la asimetria en la distribucién del peso corporal,
son también claros signos de dafio cerebral que de forma
simultdnea interfieren con el patrén de movimiento esperado,

Figura 1. (A) llustracién de principales parametros temporo-espaciales de la marcha. (E.A.l) Extremidad anterior izquierda; (E.A.D) Extremidad
anterior derecha; (E.P.l) Extremidad posterior izquierda; (E.P.D) Extremidad posterior derecha; (A.H) Ancho de huella; (L.H) Longitud de huella;

(B) Vista lateral de las fases de la marcha. (A.T) Angulo del tobillo.
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Figura 2. (A) llustracién del hall de marcha, mostrando detalles de su construccién. (B) Fotografia de un sujeto realizando el recorrido en el
hall de marcha. (Fotografia cedida por el Laboratorio de Neurociencia y Comportamiento de la Universidad de los Andes).

tal como se resume en la tabla 1 (Drew et al., 2002; Wang-
Fischer et al., 2008; Schaar et al., 2010; Vandeputte et al.,
2010; Nielsen et al., 2013; Parkkinen et al., 2013).

Estudios experimentales han identificado que los déficits
en la velocidad de la marcha se encuentran relacionados a
la falta de balance, reduccién en la cadencia de los pasos y
al incremento en el tiempo de la fase de soporte en roedores
con lesién cerebral; siendo el dngulo del tobillo (angulo
formado entre el miembro posterior y su pata) uno de los
parametros esenciales en la evaluacién del patrén de marcha.
En casos de lesién cerebral, este dngulo se incrementa,
causando un mayor tiempo de contacto de la extremidad
con la superficie, que, de acuerdo con la severidad de la
lesién, puede estar acompafiada o no de compensaciones
y/o ajustes posturales (ver Fig. 1) (Gillis y Biewener, 2001;
Metz y Whishaw, 2002; Scherder et al., 2007; Koopmans et
al., 2007; Titianova et al., 2008; Wang et al., 2008; Li et al.,
2013a; Liu et al., 2013b; Parkkinen et al., 2013). Por otro
lado, se ha logrado determinar que factores tales como el
peso corporal y la ubicacién o el posicionamiento de las
patas no tienen implicaciones directas en caracteristicas
temporo-espaciales como la longitud de zancada, la
velocidad y el tiempo de ejecucién del patrén de marcha (Li
etal., 2013b).

Modelos de lesion cerebrovascular

El desarrollo de un modelo ideal de lesién cerebral en
roedores debe presentar caracteristicas clinicas relevantes,
ser sencillo en su ejecucién quirdrgica, tener un rango
minimo de mortalidad y evitar efectos colaterales que
no se encuentren relacionados al proceso de isquemia
subsecuente. Han sido varios los métodos empleados para el
desarrollo de modelos de ECV, que van desde la oclusién de
vasos sanguineos a la generacién de embolismo arterial. Uno
de los mas comunes implica la oclusién de la arteria cerebral
media (ACM), el cual serfa un modelo de una lesién extensa
de los ganglios basales (infarto grande) en los seres humanos
(Casals et al., 2011). Una de las metodologias mas usadas
es la obstruccién mecédnica mediante sutura en la arteria
carétida interna. La severidad de la lesién es dependiente
del tiempo, siendo comdnmente utilizados rangos entre
30 a 120 minutos seguidos de reperfusién normal. En
ocasiones se prefiere realizar una oclusién permanente,
generando isquemia mantenida (Bacigaluppi et al., 2010).
En cualquiera de los dos casos se produce muerte celular en
estructuras cerebrales como el cuerpo estriado, el tdlamo,
el hipotalamo, la substancia nigra y la corteza de los I6bulos
parietal y temporal, generando extensos déficits en diferentes
areas funcionales (motrices, sensoriales y cognitivas).
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Tabla 1. Principales déficits motores en roedores con lesién cerebral vascular.

PARAMETRO MOTOR DEFICIT
AREA DE CONTACTO
Area de contacto de huella Disminuye
Dimensién del drea de la huella Disminuye
Presién media de la huella Disminuye
PARAMETROS TEMPORO-ESPACIALES Y DE PATRON
DE MARCHA
Longitud de zancada Disminuye
Base de soporte Aumenta
Cadencia Disminuye
Velocidad Disminuye
BOS Aumenta
Ciclo de marcha Disminuye
Fase de oscilacién Aumenta
Fase de apoyo Aumenta

Una de las desventajas de este método de lesion es la
alta tasa de mortalidad debida al incremento en la presién
intracraneana ocasionada por el edema generado llegando
a alcanzar el tronco cerebral (Carmichael, 2005; Engel et al.,
2011; LipsanenyJolkkonen,2011). También se ha utilizado la
metodologia de embolismo arterial, que puede ser realizada
mediante el uso intraarterial de microtrombos inducidos
por fibrina o trombina, la administracién de microémbolos
comerciales (p.ej. esferas de pldstico negras de estireno y di
vinil benceno, con didmetros entre 75 y 90 um), mediante
la introduccién de un catéter de obstruccién a través de la
arteria carétida, desplazandolo hasta la arteria deseada, o
a través del uso de resinas fotosensibles. Por lo general estas
aproximaciones son mds utilizadas para la realizacién de
lesiones un poco menos extensas y principalmente corticales
(Ostrovskaya et al., 1999; Rasmussen et al., 2006). Otras
técnicas de oclusién de la arteria cerebral media incluyen
su oclusién unilateral en la base del craneo, propuesta por
primera vez por Tamura y colaboradores en 1981 y usada
profusamente desde entonces (Sironi, et al., 2003; Gelosa et
al., 2014) y la oclusién bilateral desde el origen adrtico de
las arterias carétidas internas y de la entrada occipital de las
arterias vertebrales, desarrollada por Pulsinelli y Bierley en
1979 (Gottlieb et al., 2006).

Finalmentevalelapenamencionarlautilizaciéndetécnicas
-clasicas- de lesién cerebral aplicadas especificamente
a regiones motoras tanto corticales como subcorticales.
Debido a la gran precisién de estas técnicas, practicamente
se encuentran reportes de sus usos en la totalidad de dreas
relacionadas con el funcionamiento motriz. Dentro de este
tipo de abordajes se incluyen tanto las lesiones electroliticas
como las quimicas. En el caso de las electroliticas, se
emplea la difusién de una corriente anodal en el 4rea que se
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desea lesionar. En ellas, factores como el tipo de corriente
empleada, el tiempo y el tamafo del electrodo pueden ser
modificados para variar |a extensién del dafio deseado. Para
las lesiones quimicas, se utilizan substancias neurotdxicas
de diversos tipos que bien sea por excitotoxicidad o por
otros mecanismos de interferencia metabélica intracelular
son capaces de producir muerte celular. Sin embargo,
estos dos tipos de técnicas no son modelos —particulares-
de lesiones cerebrovasculares, a pesar de que la alteracién
tisular lograda pueda llegar a ser similar a la encontrada en
algunos tipos de eventos vasculares. Por esta razén, no son
abordadas en el presente trabajo.

Medicion de la marcha

Muiltiples escalas y pruebas han sido desarrolladas evaluar
tanto procesos fisiopatolégicos como efectos terapéuticos.
La variabilidad de métodos de analisis funcional responde
a la diversidad en la sintomatologia clinica evidenciada
en los modelos murinos de ECV. Aspectos tales como
especificidad en la deteccién de alteraciones funcionales,
nivel de experticia del investigador y consideraciones
éticas para su uso deben ser tenidos en cuenta para la
seleccién de la adecuada evaluacién funcional. En la figura
2 se muestra el hall de marcha que es una de las pruebas
utilizadas para la observacién y el registro manual de las
caracteristicas de la marcha en modelos murinos motores.
Baterias o métodos de valoracién como la marcha en malla
(grid walking—foot-fault test), la prueba de la manipulacién del
spaghetti (pasta test), la prueba de la escalera (staircase test),
la prueba de la barra horizontal (horizontal bar walking test),
la prueba de bajar por la viga (pole test) y la prueba de bajar
por la pendiente (ladder test) han sido creados para estimar
alteraciones de cardcter motor incluyendo andlisis de los
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patrones de marcha y funcionalidad en motricidad gruesay
fina de extremidades.

La prueba de caminata sobre la rejilla (grid walking — foot-
fault test) consiste en una rejilla de 45 x 45 cm, elevada a una
altura de 50 cm del suelo. La rejilla es dividida virtualmente
en cuadrados de 15 cm de lado. A los animales se les permite
la exploracién libre durante 5 minutos. Existe una cdmara
colocada debajo del aparato, con la que se digitaliza el
movimiento del animal para su posterior andlisis. Ese
andlisis se realiza mediante la utilizacién de software
especializado. Muchos softwares son ofrecidos de forma
gratuita, tal como es el caso del X-Plo-Rat, ofrecido por el
Laboratorio de Comportamiento Exploratorio del Programa
de Psicobiologia de la Universidad de Sdo Paulo (Barbosa
et al., 2016). Dentro de los pardmetros que cominmente
se analizan se incluyen: latencia de inicio de movimiento,
distancia total recorrida, cantidad de pasos dados, ndmero
de errores cometidos con las patas delanteras y traseras, y
porcentaje de pasos con error cometidos. Esos datos son
suficientes para permitir una evaluacién bastante detallada
de las alteraciones de la marcha resultantes de la lesién
cerebral practicada, asi como de la recuperacién inducida
por determinado tratamiento (Chao etal., 2012; Barbosa et
al., 2016; Schuch etal., 2016).

La prueba de la manipulacién del spaghetti (pasta test)
consiste en la cuantificacién de la forma en que el animal
manipula y come un spaghetti o un vermicelli (Tennant et al.,
2010). En algunas ocasiones ciertos movimientos gruesos
pueden estar conservados y haber una pérdida mas selectiva
de los movimientos finos. Este test permite la evaluacién de
esas alteraciones en la motricidad mas fina (Ballermann et
al., 2001; Allred et al., 2008). Por su parte, la prueba de
escalera (staircase test) consiste en una reja que es colocada
con una inclinacién de maximo 45° por la cual el animal
debe subir. Esta prueba se basa en la respuesta instintiva de
geotaxia negativa, que induce al animal a orientar su hocico
hacia un plano superior al de las patas. En este test se puede
evaluar la latencia de inicio del movimiento y la velocidad
de subida. Existen muchas variaciones, pero todas permiten
la evaluacién del movimiento grueso y la marcha (Lake et
al.,, 2015; Vaysse et al., 2015; Rattka et al., 2016; Schuch et
al., 2016).

Atributos  sensitivo-motores pueden ser evaluados
mediante procedimientos como la prueba en la esquina
(corner test), la prueba de ubicacién de las patas delanteras
(forelimb placing) y la prueba de retirar el adhesivo (adhesive
removal test). En estas pruebas se evaltia la correcta
integracién somatosensorial ya que cada movimiento
realizado por el animal requiere de la integridad perceptual
y del uso de esta informacién para dirigir el movimiento a
realizar. De ellos, quizd sea la prueba de la remocién del
adhesivo la mas utilizada. Esta prueba consiste en colocar
cinta adhesiva en las porciones distales de las patas
anteriores. La rata rdpidamente aprende los movimientos

requeridos para retirar la cinta. Por lo general las ratas son
entrenadas en esta situacién antes de que entren en los
protocolos experimentales (cirugia para lesién) y solamente
aquellos animales que aprenden a retirar la cinta adhesiva en
menos de diez segundos son empleados. Existen variaciones
sobre este protocolo, pero siempre se busca evaluar la
coordinacién requerida para realizar |a tarea en el mismo (o
menor) tiempo que en los ensayos iniciales (Sughrue et al.,
2006; Bouet et al., 2009; Coelho y Giraldi-Guimaries, 2014;
Hill y Nemoto, 2014; Yu et al., 2016).

Existe otra categoria de analisis que incluye aquellos
disefiados para la evaluacién de déficits cognitivos y de
memoria, tales como el Laberinto Acudatico de Morris, el test
de Reconocimiento de Objetos y pruebas de Evitacién Pasiva
y Activa (Montoya et al., 1991; Hua et al., 2002; Sughrue
et al., 2006; Vorhees y Williams, 2006; Reger et al., 2009;
Tennant et al., 2010; Chao et al., 2012; Sarkaki et al., 2013).
También se tiene registro de algunas escalas de evaluacién
neurolégica, tales como la Neurological Scoring Scale y los
Neurological Severity Scores (NSS), cuantifican conjuntos de
factores funcionales y son ampliamente utilizadas en
modelos de experimentacién (Hattori et al., 2000; Schaar et
al., 2010; Linden etal., 2016).

Los avances en la tecnologia han sido un elemento de
apoyo fundamental en las investigaciones y estudios que
se han adelantado en este campo. Muchos métodos de
andlisis locomotor como la cinematografia y la utilizacién
de software, han permitido el desarrollo de sistemas
computacionales como el CatWalk, el DigiGait y el TreadScan
System, con los cuales se ha logrado obtener informacién
mucho mds objetiva, valida, precisa, replicable y detallada,
transformandose en testes comportamentales de eleccién
para la evaluacién de las caracteristicas temporo-espaciales,
incluyendo variables de medicién como el drea y la
distribucién de la presién plantar.

El Catwalk es el método automatizado de andlisis motor
y funcional mdas empleado en investigacién. Permite la
cuantificacién de pardmetros estdticos y dindmicos de
la marcha. Fue disefiado inicialmente para el estudio de
caracteristicas motrices en modelos de lesién medular y
dolor neuropatico, sin embargo, su uso es también difundido
en modelos animales con condiciones patoldgicas como
lesién de nervio periférico, ataxia, artritis, enfermedad de
Parkinson y ECV. Vandeputte y colaboradores emplearon
este sistema en el andlisis de ratas con patologias de origen
neurolégico (ECV, Parkinson y enfermedad de Huntington)
demostrando que este método ofrece informacién mds
detallada y en ciertos casos mas sensible que otras pruebas
de andlisis motor. Ademds, su uso puede ayudar en la
evaluacién del grado de recuperacién obtenido a partir de
intervenciones terapéuticas experimentales (Vandeputte et
al., 2010).

El sistema consiste en una plataforma con un corredor
de plexiglass que en sus extremos contiene sensores de
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infrarrojo que detectan la direccién, el comienzo y la
terminacién del patrén motor. Posee una superficie inferior
en cristal transparente con un dispositivo de luz fluorescente
y una cdmara de video que permite el registro de las huellas
dejadas por el roedor. Igualmente cuenta con un software
que analiza tiempo, velocidad promedio, direccién vy
posicionamiento de cada extremidad anterior y posterior
con respecto al patrén locomotor ejecutado. Pardmetros
como base de soporte, drea de contacto maximo, longitud
de zancada, fase de dispersién (relacién temporo-espacial
en la ubicacién de la huella de la pata derecha con respecto a
la izquierda), cadencia y secuencia de los pasos son también
medidas cuantificadas a partir de este método de estudio
(Hamers et al., 2001; Wang et al., 2008; Schaar et al., 2010;
Liu et al., 2013; Parkkinen et al., 2013; Johnson et al., 2015).

Sistemas como el DigiGait y el TreadScan han sido mds
utilizados en investigaciones relacionadas al estudio
de locomocién en roedores con deficiencias de origen
traumatico y musculoesquelético como la lesién medularyla
artritis (Simjee etal., 2007; Beare et al., 2009; Berryman et al.,
2009; Eftaxiopoulou et al., 2014). Dorman y colaboradores
demostraron que ambos sistemas pueden llegar a ser dtiles
en la identificacién de alteraciones ocasionadas por este
tipo de patologias, sin embargo, ningtin sistema fue capaz
de determinar cambios en el patrén locomotor luego de
generar intervenciones analgésicas (Dorman et al., 2014), lo
que ratifica la necesidad de generar sistemas de medicién
locomotriz més sensibles y de facil replicabilidad.

A pesar de las ventajas que ofrece este tipo de sistemas
automatizados de medicién, es necesario tener en cuenta
que factores como calibracién, configuracién en la
iluminacién, calidad del video (en los casos en que el analisis
de hace a posteriori) y medida de los pardmetros, llegan
a ser determinantes en el proceso de recolecta de datos e
interpretacion de los resultados. Caracteristicas como
discrepancias en el tamafio de los roedores, motivacién,
estrés, grado de insuficiencia motora debido a la lesién y
plasticidad cerebral pueden llegar a generar diferencias en los
resultados obtenidos (Li etal., 2013b; Dorman et al., 2014).

Investigacion translacional y ejercicio fisico en la enfermedad
cerebrovascular

Enla actualidad existe una amplia variedad de intervenciones
terapéuticas que se han desarrollado con el propdsito de
disminuir la incapacidad asociada a este proceso patoldgico
y facilitar mecanismos de restitucién de la funcionalidad
neuronal, reorganizacién estructural y compensacién entre
déficits y habilidades funcionales. Factores relevantes dentro
del proceso de recuperacién funcional han sido probados
por igual en seres humanos y modelos animales, revelando
que la intervencién terapéutica oportuna, la edad, la
cronicidad y la severidad de la lesién son determinantes
para el prondstico funcional (Koositamongkol et al., 2013;
Coelho y Giraldi-Guimaraes, 2014; Dalise et al., 2015).

Estudios en roedores han identificado modificaciones
estructurales a nivel cerebral que son similares en seres
humanos con ECV, estas incluyen incrementos en la
sinaptogénesis, cambios en la conformacién estructural
dendritica y reorganizacién axonal en dreas ipsi y contra
laterales a la lesién. Estas modificaciones podrian ser parte
de procesos de recuperacién espontanea, resultante de la
neuroplasticidad que puede ser funcional o disfuncional
(Brown et al, 2009; Font et al., 2010). El desarrollo de
intervenciones basadas en entrenamientos especificos genera
una mayor diversificacién de estas adaptaciones funcionales
siendo necesario el desarrollo de estrategias terapéuticas
que las promuevan (Dimyan y Cohen, 2011). Una de las
estrategias terapéuticas mds ampliamente utilizadas en
seres humanos y roedores con lesién cerebral -debido a
los beneficios obtenidos en déficits incluyendo la simetria
en la ejecucién del patrén de marcha- ha sido el ejercicio
fisico, sin embargo existen desacuerdos entre la eficiencia
de esta intervencién con respecto a intensidad y modalidad
de ejecucién, es decir, voluntaria, forzada o involuntaria,
incluso existiendo reportes de efectos deletéreos del ejercicio
en varias medidas motrices (Ke et al., 2011; Acevedo-Triana
etal., 2014).

Investigaciones en modelos animales (roedores) han
identificado que el ejercicio fisico estd asociado con
una mejoria de la funcién cognitiva y motora debido a la
liberacién de factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF). Otro efecto relevante reportado consiste en la
disminucién del d4rea cerebral afectada (reduccién del
volumen del infarto). No obstante, Marin y colaboradores
concluyeron que no existe una relacién directa entre el
volumen del infarto cerebral y la recuperacién motora
posterior a un entrenamiento fisico (Marin et al., 2003).
Con respecto a las modalidades e intensidad del ejercicio
fisico en roedores con lesién cerebral, se llevé a cabo un
estudio en el cual se compararon los métodos en estera,
rueda de actividad y la aplicacién de electroestimulacién
funcional (FES) como tipos de ejercicio forzado, voluntario
e involuntario respectivamente. Se identificé que el ejercicio
voluntario con intensidad moderada tenia resultados
superiores sobre la recuperacién funcional caracterizada por
mayores concentraciones de BDNF hipocampal asociado
directamente con mejoria en el aprendizaje, la memoria y
los niveles de conservacién neuronal. Adicionalmente fue
demostrado que, al contrario que lo que ocurre en el caso del
ejercicio forzado, este método de entrenamiento no induce
liberacién de corticosterona, la cual estd asociada con stress
crénico y reduccién del BDNF hipocampal (Ke et al., 2011).

Hallazgos similares en la funcién cognitiva y motora han
sido identificados en humanos, asociados al incremento en
la expresién del gen para BDNF en hipocampo, cerebelo
y medula espinal, como consecuencia de la prictica de
ejercicio aerdbico con intensidad moderada (Mang et
al., 2013). Otros estudios han demostrado que este tipo
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de entrenamiento favorece la recuperacién del equilibrio
y la movilidad, adicionalmente estd relacionado con
la potenciacién en el aprendizaje motor (Kluding et dl,
2011). Cardenas y colaboradores evaluaron los efectos
del ejercicio forzado acompafiado o no de estimulacién
eléctrica percutdnea en la recuperacién de la funcién motriz,
luego de un protocolo de compresién del cidtico en ratas,
encontraron que no existe asociacién entre los dos tipos

A

de abordaje, pues en los dos casos hubo recuperacién
funcional motriz. Resulta interesante que los resultados
demuestran que los roedores que mds rapidamente
recuperaron la funcionalidad motriz, fueron aquellos que
no recibieron ningun tipo de tratamiento, dejando claro asf,
que una gran variedad de mecanismos enddgenos pueden
estar involucrados en los procesos de regeneracién axonal
(Cardenas etal., 2014).

Figura 3. Algunas pruebas utilizadas en la evaluacién motriz: (A) Prueba de recorrido por la barra horizontal; (B) Prueba de subir por la escalera;
(C) Prueba de bajar por la barra. (Fotografias cedidas por el Laboratorio de Neurociencia y Comportamiento de la Universidad de los Andes).
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Luft y colaboradores determinaron que el método
de banda caminadora, como modalidad aerdbica de
entrenamiento, mejora el patrén de marcha de pacientes
con secuelas de lesién cerebral e incrementa la activacién
de circuitos neuronales a nivel de cerebelo y dreas corticales
frontales, temporales y parietales convirtiéndose en un
posible mecanismo que potencie la plasticidad cerebral
(Luft et al., 2008). Este fue el primer estudio en identificar
este tipo de respuesta funcional en seres humanos basados
en hallazgos establecidos a partir de estudios experimentales
en modelos animales.

Losincrementos en la angiogénesis debidos al aumento en
la demanda metabdlicay la neurovascularizacién favorecida
por el incremento de 6xido nitrico sintasa endotelial junto
a la proteina 4cida fibrilar glial (GFAP, proteina asociada
a procesos de plasticidad cerebral vascular) son también
resultados del ejercicio fisico basado en un entrenamiento de
resistencia. Estrategias terapéuticas que fomenten patrones
finos de movimiento han demostrado como resultado
mayor sinaptogénesis y potenciacién sindptica (Biernaskie
y Corbett, 2001; Brevetti et al., 2003). En humanos se han
identificado adicionalmente liberacién de factores tréficos
tales como el factor de crecimiento endotelial (VEGF)
que estd relacionado con formacién vascular y aumento
en el flujo sanguineo cerebral favoreciendo la plasticidad
sindptica. El factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1),
es una relevante proteina que participa en el incremento
de la neurogénesis y genera efectos neuro-protectores,
programas de entrenamiento fisico basados en resistencia
han reportado incrementos en dicha proteina (Cassilhas et
al., 2012). Estudios en modelos animales y humanos han
demostrado que esta modalidad de entrenamiento estd
asociada con mejoras en el aprendizaje (Pin-Barre y Laurin,
2015).

CONCLUSION

Las lesiones cerebrales generan un sinndimero de alteraciones
motoras y cognitivas siendo un reto la evaluacién de déficits
funcionales tanto en seres humanos como en modelos
animales, por tanto, se ha desarrollado una gran variedad de
métodos para la valoracién de estas deficiencias. El estudio
de la marcha en la lesién cerebral es esencial desde el drea
clinicay deinvestigacién. Su relevancia radica en el hecho que
multiples estructuras encefdlicas, tanto de procesamiento
como aquellas de interacttan
en formas diversas y complejas entre si y con circuitos

primario asociacién,
espinales, lo que no solamente influye en la locomocién y
las adaptaciones motoras al ambiente; sino que también
involucra funciones de tipo ejecutivo relevantes como lo
son atencién, orientacion temporo-espacial y memoria. Es
asi como la evaluacién clinico-funcional de la marcha se ha
empleado como herramienta, que de forma conjunta con
otras pruebas de evaluacién cognitivo-comportamental
permiten determinar el grado de severidad de la lesién y

corroborar la eficacia de potenciales tratamientos basados
en resultados terapéuticos.

El avance tecnolégico ha sido un factor relevante en el
desarrollo de estudios de investigacién mds sensibles a la
medicién de déficits en caracteristicas temporo-espaciales
de la marcha de roedores con ECV, proporcionando
evidencia sobre mecanismos fisiopatolégicos y de
recuperacién tales como la induccién de neuroplasticidad
estructural y funcional a partir del ejercicio fisico aerébico.
Los sistemas de evaluacién de patrén locomotor en
humanos (GAITMAT o GAITRite) poseen un desarrollo
tecnolégico mayor, sin embargo, a nivel conceptual estos
sistemas se pueden comparar con los empleados para el
andlisis de marcha en roedores (CatWalk). Caracteristicas
como el déficit en la velocidad, cadencia, asimetrias
en la longitud de zancada y en la base de soporte son
caracteristicos tanto en humanos como en roedores con
lesién cerebral (Goldie et al., 2001; Eng y Tang, 2007;
Wang et al., 2008; Allen etal., 2011).

El estudio del ECV en modelos animales ha permitido
comprender procesos fisiopatoldgicos, de adaptacién
funcional y neuroplasticidad proporcionando avances
en el drea de la neurorehabilitacién, sin embargo, un
aspecto critico en la extrapolacién de estos resultados a
seres humanos consiste en la adecuada translacién del
conocimiento cientifico de estas areas al &mbito clinico. Es
por esta razén que la investigacién debe tener un cardcter
bidireccional, que permita la continua interaccién de
investigadores de ciencias bdsicas y profesionales clinicos,
orientando pardmetros de modelamiento en animales que
permitan una mayor aproximacion clinica a la condicién
patolégica humana, abriendo el camino a la toma de
decisiones terapéuticas basadas en la evidencia.
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