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RESUMEN

El efecto de la hipoperfusion cerebral sobre el metabolismo oxidativo en el hipocampo, la corteza y el cuerpo
estriado aun no se conoce. Poco se han estudiado las alteraciones que provoca la oligoemia sobre la memoria de
referencia y de trabajo. Mediante oclusién bilateral de las arterias carétidas comunes, y sin maniobras de hipotensién
se indujo la oligoemia en ratas. A los 15 dias de la lesién se determiné la actividad de la superéxido dismutasa, la
catalasa y la concentracién de malondialdehido en homogenados del hipocampo, la corteza y el cuerpo estriado.
Las alteraciones conductuales se evaluaron mediante la prueba del laberinto acuatico de Morris. El evento isquémico
indujo un aumento significativo (p < 0.05) de la actividad de la superéxido dismutasa y de la concentracién de
malondialdehido en la corteza cerebral. Los animales lesionados mostraron una disminucién significativa de la
latencia de escape (p < 0.01) y de la retencién (p < 0.05). Los resultados de este estudio evidencian que las
determinaciones de los pardmetros oxidativos en la corteza y la evaluaciéon de la memoria y el aprendizaje, son
herramientas Utiles para evaluar el alcance de la lesién provocada por la oclusién de las carétidas sin maniobras de

hipotensién en ratas y validar el modelo experimental.
Palabras clave: catalasa, conducta, isquemia cerebral, laberinto acuético de Morris, malonildialdehido,
oligoemia, superéxido dismutasa
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ABSTRACT

Behavioral and oxidative metabolism disorders in a model of transient induced cerebral hypoperfusion
in rats. The effect of cerebral hypoperfusion on the oxidative metabolism of the hippocampus, cortex, and the
striatum remains unknown, and the alterations induced by oligoemia on both reference and work memories have
been poorly studied. In this study we induced oligoemia in rats by bilateral occlusion of the common carotid
arteries, without hypotension. After 15 days we measured catalase and superoxide dismutase activity, and the
concentration of malondialdehyde in homogenates from the hippocampus, cortex, and striatum. Behavioral alterations
were evaluated using the Morris water maze test. The ischemic event produced a significant increase (p < 0.05) in
superoxide dismutase activity and the concentration of malondialdehyde at the cerebral cortex. Animals with brain
injury showed a significant decrease in escape latency in finding the platform (p < 0.01) and retention (p < 0.05).
The results of this study shows that the determination of oxidative stress indicators at the cortex and the evaluation
of memory and learning are useful tools for estimating the extent of the damage produced by carotidal occlusion
without hypotension in rats, as well as for the validation of this experimental model.
Keywords: catalase, behavior, cerebral ischemia, Morris water maze, malondialdehyde, oligemia,
superoxide dismutase

Introduccién

Las enfermedades cerebrovasculares constituyen la El método clasico de lograr la isquemia global en

tercera causa de muerte a nivel mundial y una de las
principales causas de discapacidad [1]. Por esta razén,
se hace necesaria la busqueda de nuevas estrategias
terapéuticas, lo cual trae aparejado el desarrollo de
modelos animales experimentales, importantes para
predecir el valor y el efecto de estos tratamientos en
los seres humanos. Se han desarrollado modelos de
isquemia cerebral en muchas especies animales; sin
embargo, la rata es la que presenta mayor similitud
con el hombre por la anatomia de la circulacion in-
tracerebral. Esta ventaja ha determinado que los mo-
delos en ratas sean los mas usados para estudiar las
enfermedades cerebrovasculares [2].
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ratas es el de la oclusion de los cuatro vasos sanguineos,
las dos arterias vertebrales de manera permanente y
las dos arterias carotidas comunes (ACC), de manera
transitoria. No obstante, este modelo presenta des-
ventajas asociadas a la complejidad del proceso qui-
rargico y la alta mortalidad que se alcanza [3, 4]. Otro
de los modelos de isquemia con afectacion del cerebro
anterior, incluye la oclusion bilateral de las ACC. Par-
tiendo de que las ratas poseen una rica y extensa
circulacion colateral debido a la presencia del poligono
de Willis [5], se han desarrollado maniobras de hi-
potension arterial [6, 7] y seleccion genética de lineas
hipertensivas [8] para alcanzar una mayor efectividad
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del proceso isquémico. Sin embargo, estas maniobras
dificultan y elevan el costo de los experimentos. Los
modelos de oclusion bilateral de las ACC, ya sean
transitorios o permanentes, sin maniobras de hi-
potension, se han usado muy poco [5, 9]. De ambos
modelos, el que se alcanza por oclusion transitoria
tiene la ventaja de que mantiene la integridad de la
vasculatura cerebral y permite el estudio de los efectos
de la reperfusion.

La reduccion del flujo sanguineo en el modelo de
doble oclusion de las cardtidas, sin maniobras de
hipotension, no induce muerte neuronal [10]. Por tal
razon, muchos autores consideran la oclusion bilateral
de las ACC en ratas, mas que un modelo de isquemia
global, un modelo de oligoemia [10-12]. El término oli-
goemia se refiere a la reduccion del flujo sanguineo
cerebral que desencadena procesos neurotoxicos y afec-
ta la memoria y el aprendizaje. Este evento tiene lugar
en laregion de penumbra de los infartos cerebrales, en
la afeccion vascular de la enfermedad de Alzheimer y
en personas de edad avanzada [13].

El cerebro resulta particularmente vulnerable al da-
flo oxidativo debido a que consume gran cantidad de
oxigeno corporal y a que contiene elevadas concentra-
ciones de hierro y otros substratos facilmente oxidables
como acidos grasos poli-insaturados y catecolaminas
[14]. Como consecuencia del evento isquémico, ocurre
un incremento marcado de las especies reactivas de
oxigeno (ERO) (radical anién superdxido, radical
hidroxilo, peréxido de hidrégeno y peroxinitrito) que
se acentua con la reperfusion [1]. El radical anion
superdxido y el radical hidroxilo provocan dafio oxi-
dativo en las membranas celulares, lo cual lleva a la
pérdida progresiva de su fluidez y de su integridad
bioquimica y estructural: este proceso se denomina
peroxidacion lipidica [15]. Para hacer frente a las ERO,
el cerebro se vale de sistemas enzimaticos de defensa
antioxidantes, que neutralizan estas especies de alta
reactividad. Este sistema de defensa depende de la
accion cooperativa de enzimas intracelulares, entre las
que se incluyen la superéxido dismutasa (SOD) y la
catalasa (CAT) [16].

Se ha sugerido que las areas mas susceptibles al
daflo oxidativo provocado por la isquemia incluyen el
hipocampo, el cuerpo estriado y la corteza [16]. Sin
embargo, los estudios acerca de las alteraciones del
metabolismo oxidativo en estas areas, en animales so-
metidos a oclusion de las ACC, han sido con homoge-
nados cerebrales con 24 horas de reperfusiéon como
maximo [3, 9, 12, 13, 17]. Este modelo también ha
sido validado en estudios anteriores mediante la eva-
luacion de los trastornos conductuales [9, 13]. Tales
estudios han demostrado que la afectacion de la me-
moria, como consecuencia de la reduccion del flujo
sanguineo, se constata 24 horas después de provoca-
da la lesion y se mantiene durante 13 meses [9, 13].
Por esta razén, nuestra investigacion estuvo enca-
minada a evaluar el grado de estrés oxidativo en las
areas mas susceptibles al daflo oxidativo (el hipocam-
po, el cuerpo estriado y la corteza) y las alteraciones
de la memoria a corto y largo plazo en ratas sometidas
a oclusion bilateral de las ACC sin maniobras de
hipotension.
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Materiales y métodos

Sujetos experimentales

Se utilizaron ratas de la linea Sprague-Dawley, pro-
cedentes del Centro Nacional para la Produccion de
Animales de Laboratorio (Ciudad de La Habana, Cu-
ba), con un peso corporal entre 300 y 450 g. Se man-
tuvieron en cajas translucidas con suministro de agua
y alimento ad libitum, en un ambiente de humedad (67
+ 3%) y temperatura (22 = 2 °C) controlados, con
ciclos de luz/oscuridad de 12 horas. Durante todos los
procederes experimentales se respetaron los princi-
pios éticos establecidos para la investigacion con ani-
males [18].

Procedimiento quirurgico

El grupo experimental de animales isquémicos inclu-
y6 20 ratas, que fueron anestesiadas por via intrape-
ritoneal con 350 mg de hidrato de cloral por kilogramo
de peso corporal. Se practicé una incision en el cuello
y se separaron las ACC de los tejidos adyacentes y
del nervio vago. A continuacion se ligaron con hilo de
sutura de seda de 3.0, durante 60 min. Los animales se
mantuvieron bajo temperatura controlada de 35+2 °C
hasta la recuperacion. Los animales controles (n =22)
se sometieron al mismo procedimiento quirdrgico, solo
que no se les realiz6 la oclusion bilateral de las ACC.

Estudio de las alteraciones del metabolismo
oxidativo

Obtencién de las dreas cerebrales

Quince dias después de la lesion, se anestesiaron los
animales con hidrato de cloral (420 mg/kg de peso
corporal, intraperitoneal) y se decapitaron. Se extra-
jeron sus cerebros y se lavaron con NaCl al 0.9% frio
y se disecaron el hipocampo, el cuerpo estriado y la
corteza. Para la diseccion de las areas cerebrales se
tomd como referencia el atlas de Paxinos y Watson
[19]. Los tejidos se congelaron en nitrégeno liquido,
se pesaron y conservaron a -70 °C hasta su anali-
sis. Se tomaron muestras de los animales lesionados
(n=10) y de los controles (n = 8).

Estudio de los indicadores del metabolismo
oxidativo

Para el estudio de los parametros de estrés oxidativo,
se homogenizaron las diferentes areas en solucion
amortiguadora Tris 1M/ Sucrosa 0.25 M (pH 7.4) con
una relacion de peso de tejido/volumen de solucion
amortiguadora de 1/5. Los homogenados se centrifu-
garon a 14 000 rpm durante 15 min, y el sobrenadante
se dividié en cuatro alicuotas para el ensayo de la
actividad de la SOD y la CAT, la concentracion de
MDA vy de las proteinas totales.

Determinacién de la actividad de la SOD

Se utiliz6 el método de Marklund [20]. Este se basa en
la capacidad de la SOD para inhibir la reaccion del
pirogalol, sustancia que se autoxida y rinde pirogalina,
un compuesto amarillo, y anién superoxido, que a su
vez es un autocatalizador de la descomposicion del
pirogalol. Para deslipidar las muestras, se tomaron
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500 pL del homogenado, se les afiadieron 150 uL
de cloroformo y 250 uL de metanol. Se agitaron
vigorosamente y se centrifugaron durante 20 min a
3000 rpm, y se extrajo el sobrenadante. A partir de
los 10 s de iniciada la reaccion, se ley6 la absorbancia
a 420 nm durante un minuto, de una mezcla que con-
tenia 900 UL de solucién amortiguadora SOD (Tris
0.02 M/HCI 0.2 M, pH 8.2), 50 uL de la muestra
deslipidada y 50 puL de la solucion de pirogalol
(0.2 mg/mL). El ensayo se realiz6 por triplicado y los
resultados se expresaron en unidades de actividad
enzimatica (UAE). Se definié una unidad de SOD co-
mo la cantidad de enzima requerida para inhibir la
autoxidacion del pirogalol en un 50%.

Determinacién de la actividad de la CAT

Se determin la actividad de esta enzima siguiendo la
descomposicion del perdxido de hidrégeno (H,O.),
mediante espectrofotometria, segiin Aebi [21]. En el
ensayo se utilizo una solucion amortiguadora de fosfa-
to de sodio 0.06 M a pH 7.4. Como solucion sustrato
se empled H,O, a una concentracion de 60 mM en
solucion amortiguadora de fosfato. En el ensayo se
procedio a afladir en la cubeta 650 UL de tampon fosfa-
to, 340 uL de solucioén sustrato y 35 uL de homoge-
nado, se agitd y se midieron los valores de densidad
optica (DO) a240 nm cada 5 s durante 20 s. La reaccion
fue realizada en una celda termostatada a 37 °C. Los
valores de DO se obtuvieron por duplicado. Se consi-
deré una UAE como la cantidad de enzima necesaria
para transformar 1 umol de H,O, en 1 min a 37 °C.

Determinacién de la concentraciéon de MDA

A 100 uL de homogenado se les afladieron 1.5 mL de
acido sulftrico 0.08 Ny 250 puL de acido fosfotungs-
tico al 10%, se centrifugd a 3000 rpm durante 10 min
y se desecho el sobrenadante. Al precipitado se le afia-
dieron nuevamente 1 mL de 4cido sulftrico 0.08 M y
250 pL de acido fosfotungtico al 10%, se repitio la
centrifugacion en iguales condiciones a las anteriores
y se desecho el sobrenadante. Al precipitado se le
afladieron 1.5 mL de agua destilada y 1 mL de acido
tiobarbiturico (TBA) al 0.67%, se mezcld y se incu-
b6 a 100 °C durante una hora. Posteriormente, a las
muestras se les afiadieron 2 mL de n-butanol, se cen-
trifugaron a 3000 rpm durante 20 min y se leyo el so-
brenadante en el espectrofotometro a una longitud de
onda de 532 nm. La concentracién de MDA de cada
muestra se determind por triplicado y se tom6 como
referencia un patron de MDA a una concentracion
conocida. Los resultados se expresaron en nM.

Ensayo de proteinas totales

La concentracion de proteinas totales se determind
utilizando el método descrito por Bradford [22]. Me-
diante agitacion se mezclaron 100 pL de muestra con
2 mL de azul brillante de Coomassie 0.1 mg/mL
en H;PO, al 8.5%/0.05% de etanol. Se ley6 la DO a
595 nm. Para establecer la curva patrdn, se utilizaron
soluciones de albiimina sérica bovina a concentra-
ciones de 0.045; 0.089; 0.134 y 0.178 mg/mL,
determinadas a partir del coeficiente de extincion a
280 nm (k = 0.68 mL/mg).
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Estudio de las alteraciones conductuales

Aprendizaje y memoria espacial

El laberinto acuatico de Morris consiste en la medicion
del tiempo que demoran los animales en localizar una
plataforma transparente de 11 cm de didmetro. La
plataforma se ubicé a 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 diametro y una altura del liquido de 40 cm.
Para encontrar la plataforma, los animales toman como
referencia pistas visuales que rodean al tanque. Se midid
el tiempo que tardaron los animales en encontrar la
plataforma y escapar del agua (latencia de escape), y
se permitié un tiempo maximo de busqueda de 60 s.
Una camara localizada sobre el centro del tanque
permitié la adquisicion de los datos correspondien-
tes a los animales controles (n = 14) y de los lesionados
(n=10).

Evaluacién del déficit sensitivo-motor
y motivacional

Esta evaluacion fue al décimo dia de la lesion. Se colocd
la plataforma de forma visible en la posicion noreste y
se realizaron ocho ensayos para cada rata. La busqueda
de la plataforma por las ratas comenz6 en cada intento
desde una posicion de la periferia del tanque seleccio-
nada aleatoriamente entre ocho posibles (este, oeste,
norte, sur, noreste, noroeste, sureste y suroeste). Este
procedimiento se us6 para evaluar las alteraciones
sensitivo-motoras y motivacionales que pudieran
afectar la evaluacion de la memoria y el aprendizaje.

Evaluacién de la memoria a largo plazo
o de referencia (memoria espacial)

Esta evaluacion se realizo a los 11 y 14 dias de la
lesion e incluy6 la localizacion de la plataforma ocul-
ta. La plataforma permanecio en la misma posicion a
lo largo de toda la prueba. Este estudio incluy6 29
ensayos por cada rata a lo largo de los 4 dias de
evaluacion (8 ensayos cada uno de los tres primeros
diasy 5 ensayos el tltimo dia). El orden de la posicion
del tanque en que se liberaron las ratas al agua fue
diferente cada uno de los dias de la evaluacion. En el
ultimo ensayo del cuarto dia, se evaluo la retencion.
Esta prueba consistio en quitar la plataforma de esca-
pe y permitirle a la rata nadar libremente durante 60 s.
Se cuantifico el numero de veces que la rata pasé por
la posicion en la cual debia de estar la plataforma
(cruces). Nuevamente, a los 30 dias de la lesion, se
evaluaron la latencia de escape y la adquisicion de la
retencion. Se mantuvo la plataforma en la misma po-
sicion, se realizaron 16 ensayos y en el tlltimo se evalud
el nimero de cruces.

Evaluacién de la memoria a corto plazo

o de trabajo (aprendizaje)

Cuando la oligoemia tuvo un mes de evolucion, se
evalu6 la memoria de referencia. En este esquema se
evaluaron los animales durante 3 dias, y diariamente
se vari6 la posicion de la plataforma que se mantuvo
oculta. Se realizaron 12 ensayos por cada rata (cuatro
ensayos diarios). Cada dia se vario el tiempo esperado
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entre un ensayo y el siguiente. El tiempo entre los
ensayos fue de 20 s, 20 min y 2 h, respectivamente.

Andlisis estadistico

La distribucion normal de las variables cuantitativas
analizadas se determiné mediante la aplicacion de la
prueba de bondad de ajuste de Kolmogorov-Smirnov.
Los valores se expresaron como la media mas/menos
el error estandar de la media. Se compard la actividad
de la SOD y de la CAT, asi como las concentraciones
de MDA, de cada area cerebral, entre el grupo control
y el isquémico, mediante una prueba t para muestras
independientes. La comparacion del nimero de cruces
evaluadas en la prueba del laberinto acuatico de Morris,
entre los grupos experimentales, también se realizd
mediante la prueba t para muestras independientes.
La prueba U de Mann-Whitney se empled para la
comparacion entre las latencias de cada grupo expe-
rimental. La comparacion de las latencias de escape
cada dia, en el mismo grupo experimental, se realizd
mediante la prueba de Friedman, seguido de la prueba
de Wilcoxon. Una p < 0.05 se considerd estadisti-
camente significativa.

Resultados

Alteraciones del metabolismo oxidativo

En la tabla 1 se muestran la actividad de las enzimas
antioxidantes y la concentracién de MDA en la corteza,
el hipocampo y el cuerpo estriado de los animales
controles y con oligoemia. Segtn los resultados, el
hipocampo y el cuerpo estriado de los animales lesio-
nados no presentaron alteraciones del metabolismo
oxidativo a los 15 dias de sufrir oligoemia, a diferencia
de la corteza.

En este estudio se observé un aumento significati-
vo de la SOD (p < 0.05), como respuesta al evento
isquémico en la corteza de los animales sometidos a
una reduccion del flujo sanguineo cerebral. La actividad
de esta enzima en esta area cerebral aument6 en 10.7%
en comparacion con el grupo de animales controles.
Con relacion a la actividad de la CAT, no se observaron
diferencias significativas en ninguna de las areas es-
tudiadas de los grupos experimentales. Sin embargo,
el proceso de oclusion de las ACC indujo un incremen-
to de la actividad de esta enzima en la corteza, que no
se manifestd en el resto de las areas. Por su parte, la
concentracion de MDA mostr6 un aumento significa-
tivo (p <0.05) en la corteza de los animales sometidos
al evento isquémico, que alcanz6 el 104.4%.

Alteraciones conductuales

En la prueba del laberinto acuatico de Morris con la
plataforma visible, las ratas sometidas a oligoemia
mostraron una conducta similar a la de las ratas
controles (Figura 1). No hubo diferencias significativas
entre las latencias de escape de ambos grupos expe-
rimentales.

Al evaluar la memoria a largo plazo, se observo que
tanto las ratas lesionadas como los animales controles
mostraron una disminucion de la latencia de escape
con el transcurso de los dias (p < 0.001) (Figura 2A).
Sin embargo, a pesar de que en ambos grupos de ani-
males esta disminucion fue significativa, la meseta de
la curva de latencia de los animales oligoémicos fue
menos pronunciada que la de los animales controles.
Las latencias de escape de los animales con oligoemia
se diferenciaron significativamente de la latencia de
los animales controles en el tercero y cuarto dia de
evaluacion (p <0.01). Un mes después de la lesion, se
mantuvo la diferencia estadisticamente significativa
(p<0.01) entre las latencias de escape en ambos grupos
experimentales.

El desempeiio de ambos grupos de ratas durante el
ensayo de retencion, no mostrd diferencias signifi-
cativas al cuarto dia de evaluacion, a pesar de que las
ratas isquémicas pasaron menos veces por la posicion
donde debia de estar la plataforma (Figura 2B). La
evaluacion de la retencion a los 30 dias de la lesion,
demostrd que los animales isquémicos cruzaron el sitio
donde deberia de estar la plataforma un nimero de
veces significativamente menor que los animales con-
troles (p <0.05) (Figura 2B). La latencia de escape de
las ratas sometidas a oligoemia en relacion con la la-
tencia de los animales controles fue mayor, y estadisti-
camente significativa en el segundo dia de la evalua-
cion (p <0.05) (Figura 3).

Discusion

En las ratas existe comunicacion de la circulacion ce-
rebral anterior (carotidea) y la posterior (vertebroba-
silar), debido a una estructura anatémica similar al
poligono de Willis [2, 11]. La circulacién sanguinea
del hipocampo proviene de las arterias vertebrobasi-
lares [23] y, en este estudio, no se ligaron estas ramas.
De las areas cerebrales estudiadas, la corteza fue la
que mostro6 alteraciones en el metabolismo oxidativo.
Ello se debio a que después de la oclusion de las ACC,
la irrigacion colateral proveniente de la circulacion
vertebrobasilar fue suficiente para mantener el flujo
sanguineo del hipocampo y el cuerpo estriado, pero

Tabla 1. Valores de la media méas menos el ESM de la actividad enzimdtica de la SOD (U/mg de proteina) y la CAT
(KU/mg de proteina) y de la concentracén de MDA (nmol/L). Los andlisis estadisticos confirmaron diferencias
significativas (prueba t para muestras independientes), entre el grupo control falso lesionado y el grupo de animales

con oclusién bilateral de las ACC

Grupo confrol Grupo de oligoemia
Indicador X
Corteza Hipocampo Estriado Corteza Hipocampo Estriado
CAT 58.66 + 6.81 57.66 = 13.47 5821+ 10.54 74.76 = 8.75 58.47 =+ 13.9 5913 +£12.77
SOD 1.68 = 0.05 1.78 = 0.05 1.77 = 0.05 1.86 £ 0.02* 1.75+ 0.03 1.71 =0.08
MDA 9.16 + 3.38 522 + 223 10.37 = 2.63 18.72 + 4.60* 244+ 146 8.96 +1.80
*Grado de significacion: p < 0.05.
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30 -@- Control no de la corteza. En un estudio similar, en el que se
_ -4 Oligoemia  emplearon ratas con oclusion permanente de las ACC,
2 254 también se observo una afectacion marcada de la corte-
a za y una disminucion severa del flujo sanguineo y de
g 20 e .
3 la utilizacion de glucosa en esta area [23]. Estas alte-
o 15 raciones se mantuvieron hasta una semana después de
'g la oclusion de las ACC.
i 10 El aumento de la actividad de la SOD en la corteza
k) de los animales isquémicos, puede considerarse una
3 59 respuesta a la generacion del anion superoxido en
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ elevadas concentraciones. Se conoce que la SOD
0 1 2 3 4 5 6 7 8 constituye el principal sistema de defensa contra el

exceso de anion superdxido que se forma durante la
reperfusion [16]. Se ha demostrado que la sobreex-
presion de esta enzima protege las neuronas del dafio
causado por la isquemia-reperfusion [24]. Antes se
obtuvieron resultados similares [3, 12]. El analisis de
estos resultados y los nuestros sugiere que el compor-

Ensayos

Figura 1. Evaluacion del déficit sensitivo-motor y motivacio-
nal de ratas con oligoemia y controles. En este esquema la
plataforma se mantuvo visible. Los ocho ensayos se realizaron
al décimo dia de la lesion.
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Figura 2. Evaluacién de la memoria a largo plazo o de referencia. En este esquema la plataforma se mantuvo oculta y en el mismo
lugar. (A) Latencias de escape mostradas por los dos grupos experimentales. (B) Desempenio de los animales en la prueba de
adquisicién de la retencién al cuarto dia de evaluacién y al mes de efectuada la lesién. *p < 0.05, **p < 0.01: diferencias entre los
dos grupos experimentales. *** p < 0.001: diferencias entre las latencias dentro del mismo grupo.

tamiento de la SOD es un indicador importante de la
lesion isquémica cerebral en el modelo de oclusion bi-
lateral de las ACC sin hipotension arterial.

El aumento de la actividad de la CAT en la corteza
de los animales lesionados, se correspondi6é con el
aumento de la SOD observado en esta area cerebral.
En la reaccion catalizada por la SOD se obtiene como
producto el H,O,, que en altas concentraciones, activa
ala CAT [25]. El exceso de H,O, en presencia de iones
metalicos puede dar origen al radical hidroxilo, cuya
unica via de eliminacion es el continuo recambio celu-
lar de las moléculas dafiadas, lo que implica que una
vez que se forma esta especie, el dafio celular es inmi-
nente [26].

En un estudio similar en el que se evalu6 la actividad
de la CAT luego de una hora de oclusion de las ACCy
una hora de reperfusion [12], la accion de esta enzima
no se vio afectada por la oligoemia. Mientras que en
nuestro estudio, si bien la actividad de la CAT en la
corteza de los animales isquémicos no aumenté de
forma significativa, si hubo un incremento del 27.4%

-8~ Control
-4 Oligoemia
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Figura 3. Evaluacién de la memoria a corto plazo o de trabajo.
En este esquema la plataforma se mantuvo oculta y diariamente
se varié la posicién. El tiempo interensayo fue de 20 s (dia 1),
20 min (dia 2) y 2 h (dia 3). ** p < 0.01.
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de su actividad. La diferencia entre estos resultados
puede estar dada porque se evaluaron diferentes pe-
riodos de evolucion de la oligoemia. Se conoce que
existe expresion diferencial de las proteinas en dife-
rentes tiempos después de la isquemia [27]. Particu-
larmente se ha demostrado que la actividad de la CAT
aumenta después del evento isquémico; sin embargo,
se alcanza un pico a las 24 horas de evolucion [16].

Es importante destacar que las variaciones en las
actividades de la SOD y la CAT pudieran deberse
ademas a una activacion regulatoria de su expresion o
de su actividad. Se conoce que cuando ocurre un au-
mento exacerbado del H,O,, que sobrepasa la accion
de la CAT, se afecta la expresion de la proteina en-
zimatica y se observan variaciones de su actividad ca-
talitica. Hay evidencias que apoyan la concepcion de
que el dafio oxidativo descansa en mecanismos au-
toperpetuantes, que duran mucho mas que el evento
desencadenante [1].

El cerebro tiene una alta composicién de acidos
grasos poli-insaturados y de fosfolipidos en compara-
cién con otros 6rganos; ello, sumado a los altos re-
querimientos energéticos, gran consumo de oxigeno y
elevada concentracion tisular de hierro, lo hace parti-
cularmente susceptible a la peroxidacion lipidica [15].
La determinacion del MDA se utiliza como indicador
de la peroxidacion lipidica, pues la concentracion de
esta molécula es un exponente directo del dafio que
provocan las ERO a la célula, especificamente del
radical hidroxilo. El aumento de la concentracion de
MDA en la corteza concuerda con los resultados de
Ghoneim y colaboradores [12], quienes observaron
un aumento en los niveles de peroxidacion lipidica una
hora después de la oligoemia, como consecuencia de la
re-oxigenacion del tejido cerebral.

Quince dias después de la oligoemia, contindan
generandose los ERO en la corteza de los animales
isquémicos, que incrementan la accion antioxidante de
la CAT y la SOD, asi como la concentracion de MDA.
Estos hallazgos demuestran la existencia de dafio oxi-
dativo intracelular, y sugieren el uso de los parametros
de estrés oxidativo de este estudio como indicadores
de la magnitud del dafio oxidativo en la lesion isquémi-
caen la corteza.

La prueba conductual del laberinto acuatico de
Morris es una herramienta Gtil para el estudio de las
bases bioldgicas del aprendizaje y la memoria. Permite
evaluar la capacidad del animal para aprender, recordar
e iraun espacio definido solo por su posicion relativa
con respecto a referencias visuales extra-laberinticas.
Entre sus ventajas, esta prueba es indolora, permite el
aprendizaje con rapidez, permite la evaluacion del
animal antes y después de un tratamiento en repeti-
das ocasiones, y no brinda pistas olfatorias intra-
laberinticas [28].

La evaluacion conductual con la plataforma visi-
ble permite disociar los elementos cognitivos de los
relacionados con los procesos sensoriales, motores y
motivacionales. Que las ratas puedan observar la plata-
forma indica que el escape del animal del agua no de-
pende de su capacidad de aprender y memorizar una
posicién determinada, sino de su capacidad para ver y
nadar [29]. La similitud en el comportamiento de los
animales lesionados y los controles, en la prueba con la
plataforma visible, afirma que la oclusion bilateral de

337

las ACC no afect6é de manera significativa la capaci-
dad de los animales para nadar, ver y escapar del agua.

La oligoemia indujo una alteracion de la memoria de
referencia, a pesar de que ambos grupos de animales
mostraron capacidad para aprender la localizacion de
la plataforma, lo que se expresa en la disminucion sig-
nificativa (p < 0.001) de la latencia de escape a medi-
da que pasaron los dias de evaluacién. Los animales
lesionados tuvieron mayor dificultad para aprender,
pues la meseta de su curva de latencia fue menos pro-
nunciada (Figura 2A).

La afectacion de la retencion que mostraron los
animales isquémicos, como consecuencia del evento
de oligoemia, después de un mes de evolucion pero no
alos 14 dias de la lesion, lo atribuimos a que en la eva-
luacion de la retencion después de un mes de la lesion,
los animales necesitaron una mayor demanda de me-
moria para acertar la posicion de la plataforma. En
esta ocasion los animales se sometieron a 15 ensayos
previos al ensayo de retencién; sin embargo, la deter-
minacion del nimero de cruces efectuado a los 13 dias
de la oligoemia, tuvo lugar después de que los animales
habian realizado 28 ensayos con la plataforma en el
mismo lugar.

Estos resultados tienen coherencia con los de otros
autores en el modelo de oclusion bilateral de las ACC
con maniobras de hipotension [7]. Al evaluar la me-
moria de referencia, estos investigadores usaron dos
esquemas de diferente nivel de complejidad. Cuando
usaron el procedimiento de facil ejecucion no obser-
varon diferencias en la memoria a largo plazo entre
los animales isquémicos y controles. Sin embargo, al
aumentar la demanda de memoria de los animales,
mediante el uso de un esquema mas complejo, demos-
traron la afectacion de la capacidad de aprender y
retener la informacion de los animales debido a la
induccion de un evento isquémico. Los resultados de
esta investigacion, al igual que los de nuestro grupo de
trabajo, manifiestan que con el uso de esquemas con-
ductuales con grados de complejidad elevados, se
puede demostrar la presencia de alteraciones conduc-
tuales no observables cuando se utilizan esquemas de
evaluacion que requieren menor demanda del animal.

Los animales sometidos a oligoemia también mos-
traron una alteracion de la memoria a corto plazo o de
trabajo. Sin embargo, esta afectacion solo fue signifi-
cativa al segundo dia (p < 0.05) y superior pero no
significativa al tercer dia. Este comportamiento puede
ser atribuido a que el tiempo esperado entre un ensayo
y otro fue diferente para cada uno de estos dias. En el
segundo y tercer dia, el tiempo interensayo fue de 20
minutos y 2 horas, respectivamente; mientras que el
primer dia fue de solo segundos, por lo que el animal
requirié menos tiempo para encontrar la plataforma.

La oclusion bilateral de las ACC induce una re-
duccién del flujo sanguineo asociado a la cortezaen la
region temporal-parietal [30, 31]. Se ha demostrado
que una hora después de la oclusion de estas arterias,
lairrigacion sanguinea disminuye en un 50% [30]. Por
otra parte, se ha observado que la hipoperfusion ce-
rebral provoca alteraciones en la ultraestructura de
los capilares que irrigan el cerebro [32]. Se conoce que
los mecanismos involucrados en la formacion y con-
servacion de la memoria, incluyen la actividad de los
receptores glutamatérgicos de tipo NMDA, la esti-
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mulacion de enzimas como la proteina quinasa Il de-
pendiente de calcio y calmodulina, la activacion de
factores de transcripcion y la induccion de la sintesis
de factores neurotrdficos. Muchas de las biomolécu-
las participantes en estos procesos son sensibles a los
cambios en el estado redox del medio intracelular [33],
por lo que el desbalance oxidativo de las células puede
inducir alteraciones conductuales debido al dafio de
moléculas que participan en los procesos de memoria
y de aprendizaje.

A pesar de que no existen reportes relacionados
con las alteraciones de lamemoriay el aprendizaje en
el modelo de oclusion de las ACC sin hipoperfusion
cerebral en ratas después de una oligoemia de un mes
de evolucion, varios estudios en otros modelos de hi-
poperfusion cerebral, demuestran tales alteraciones
[7, 32]. En estas investigaciones se ha constatado una
disminucion de la capacidad de aprendizaje espacial en
los animales lesionados en relacion con los animales
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controles. Se observé ademas, un aumento de la laten-
cia de escape y una disminucion del porcentaje del
tiempo que pasaron los animales lesionados en el area
que correspondia con la posicion de la plataforma,
una vez que esta se les retiro.

Los resultados de nuestro estudio revelaron que en
el modelo de oligoemia en ratas sometidas a oclusion
bilateral de las ACC, ocurren alteraciones del meta-
bolismo oxidativo en la corteza y se constatan afecta-
ciones de lamemoria de referencia y de trabajo. Estas
alteraciones conductuales son evidentes, al menos
desde los 10 dias hasta el mes de evolucion de la oli-
goemia, y pueden ser evaluadas usando esquemas
adecuados del laberinto acuatico de Morris. De ma-
nera que el modelo de hipoperfusion cerebral sin hi-
potension inducido en ratas puede ser Gtil para evaluar
la eficacia de estrategias terapéuticas neuro-restau-
rativas, neuroprotectoras, antioxidantes y que pro-
muevan la recuperacion de las funciones cognitivas.
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