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1. RESUMEN

Las consecuencias de una TBI (Traumatic Brain Injury, TBI) durante la infancia son
mayores que aquellas que se presentan en la adultez. Es por esto que se considera
crucial encontrar estrategias que prevengan o disminuyan los efectos deletéreos
causados por las TBI. El modelo de enriquecimiento ambiental (Environmental
Enrichment, EE) es una estrategia terapéutica que ha demostrado proporcionar
mejoras sustanciales en modelos murinos de enfermedades neurodegenerativas.
Sin embargo, el efecto del EE ha sido poco estudiado en ratas pediatricas. Por lo
anterior, consideramos pertinente evaluar el efecto del EE en ratas sometidas a una
TBI pediatrica. Para ello, se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley a las
que se les realizé lesion por impacto cortical controlado (CCI, 2.5 mm a 4 m/s) al
destete (PND 21) o sham (craneotomia, pero sin lesién). Los animales fueron
posteriormente divididos aleatoriamente en grupos con condiciones de alojamiento
estandar de bioterio (STD) o EE (n= 10 por grupo) en donde se les permitié su
recuperacion durante 14 dias. Evaluamos el desempefio cognitivo en el laberinto
acuatico de Morris (MWM) desde el dia 14 al 19 post-lesion. Nuestros resultados
indicaron un déficit significativo en el desempefio cognitivo de los animales
TBI+STD durante la fase de entrenamiento del MWM, en comparacién con los
animales del grupo sham+STD, este efecto no se observo en los animales TBI+EE
y no se encontraron diferencias entre el grupo TBI+EE y los grupos sham. No
observamos efecto de la lesion ni de la condicion de alojamiento en la prueba de
transferencia. En conclusion, nuestros datos indican que el EE mejora el

desempefio cognitivo después de una TBI pediatrica, y debido a que este modelo



terapéutico simula lo que se observa en la rehabilitacion en humanos, los resultados

sugieren que es un tratamiento efectivo en nifilos con TBI.

Palabras clave: lesidén cortical, pediatricos, aprendizaje, estrategia terapéutica,

impacto cortical controlado.



2. ABSTRACT

Pediatric TBI cause more severe cognitive impairments than those that occur in
adults. Therefore, it is crucial to find strategies that prevent or decrease the
deleterious effects caused by TBI. Environmental enrichment (EE) is a clinically
relevant rehabilitation animal model that has already shown to provide substantial
improvements in murine models of neurodegenerative diseases. However, the effect
of EE pediatric rats has been scarcely studied. Hence, we consider pertinent to
evaluate the effect of EE in rats after a pediatric TBI. For this, male Sprague-Dawley
rats underwent a controlled cortical impact (CCl, 2.5 mm at 4 m/s) or sham surgery
at weaning (PND 21). Animals were randomly assigned to standard animal housing
conditions (STD) or EE, where they were allowed to recover for 14 days. Cognitive
performance was evaluated in the Morris water maze (MWM) test from post-injury
days 14 to 19. Our results indicated a significant deficit in the cognitive performance
of the TBI+STD animals during the training phase of the MWM when compared to
sham+STD group. This effect was reversed in TBI+EE rats and no differences were
observed between TBI+EE and sham groups. No effect of injury or housing condition
was observed in the probe trial performed. In conclusion, our data indicate that EE
improves cognitive performance after a pediatric TBI, and because this therapeutic
model simulates what is observed in human rehabilitation, the results suggest that it

is an effective treatment in children with TBI.



3. INTRODUCCION

Las TBI son un problema de salud publica a nivel mundial que representan una
de las principales causas de muerte y discapacidad en nifios y adolescentes (Giza,
et al., 2005). En Estados Unidos, causan anualmente cerca de 435,000 visitas al
departamento de emergencias y 37,000 hospitalizaciones de nifios de entre 0 y 14
anos, de las cuales se reporta que 29,000 casos corresponden a nifos que

experimentan una discapacidad generada por la TBI (Sesma, et al., 2008).

Las discapacidades que surgen como consecuencia de una TBI en la vida
temprana, son mas severas que aquellas que se dan después de una TBI en la
adolescencia o adultez (Semple, et al., 2016). Las alteraciones causadas por las
TBI pediatricas se relacionan con un desarrollo y funcionalidad deficiente de
diversas estructuras cerebrales a largo plazo. Se ha observado que tiempo después
de sufrir una TBI aumenta la vulnerabilidad a padecer enfermedades conductuales
y psicosociales, relacionadas a la interrupcion de la maduracién cerebral (Giza, et

al., 2005; Penn, et al., 2009; Semple, et al., 2016).

Debido a la diversidad y heterogeneidad de las TBI en humanos, es necesario
el uso de los modelos animales, donde se pueda contar con un control apropiado
de las variables y que permitan una evaluacién mas precisa de los mecanismos que
subyacen la recuperacion cognitiva después de la lesién. ElI EE en ratas es un
modelo de rehabilitacion que ha demostrado simular eficientemente la recuperacion
observada en la practica clinica (De La Tremblaye, et al., 2017). El EE consiste en
una condicion de alojamiento que en comparacion con las condiciones STD,
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proporciona mejores posibilidades de estimulacion y/o interaccion fisica y social
(Bondi, et al., 2014). Adicionalmente, el EE confiere beneficios motores y restaura
el desempeiio cognoscitivo después de una lesion (De La Tremblaye, et al., 2017;
Penn, et al., 2009). Por lo anterior, consideramos que el EE puede ser una estrategia

util para el estudio de la recuperacion funcional después de una TBI pediatrica.



4. ANTECEDENTES

4.1. Las lesiones cerebrales traumaticas pediatricas

Una lesion cerebral traumatica es definida como: “Un insulto al cerebro, no de
naturaleza degenerativa o congénita, sino causada por una fuerza fisica externa
que puede producir la disminucion o alteracion de los estados de conciencia,
resultando en un dafio de las capacidades cognitivas y/o funcionamiento fisico
(Kreutzer, et al.,, 2011)”. Las TBI son uno de los tipos de traumatismos mas
frecuentes en nifios y adultos jévenes, y la principal causa de mortalidad y
morbilidad mundialmente, presentandose 1.4 millones de casos nuevos al afio en
USA (Kreutzer, et al., 2011; McKinlay, et al., 2009). Se ha reportado que el sector
joven de la poblacion es mas vulnerable a las TBI en paises de bajo y mediano
ingreso, debido a factores como la infraestructura, ademas de que el costo por la
atencion de las secuelas que conllevan es menos accesible para los pacientes en

estos paises (Appenteng, et al., 2018).

Las TBIl a menudo se clasifican de acuerdo con su severidad, la cual se define
como el nivel de la lesion inicial en relacién con la lesion neuroldgica causada en el
cerebro; de este modo, una TBI puede ser leve, moderada o severa (Kreutzer, et
al., 2011). El dano en el tejido cerebral y los sintomas observados, son algunos de
los parametros que se utilizan para clasificar a las TBI en una de estas tres
categorias (Tabla 1). Se han propuesto varias escalas de clasificacion para las TBI,
como lo son la Escala de Coma de Glasgow (GCS), la duracion de la pérdida de la

conciencia (LOC), y la Amnesia Post-traumatica (PTA). Estas evaluaciones se
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realizan en conjunto con otros criterios como la presencia o ausencia de fractura
craneal, las imagenes estructurales o sintomas presentados (Bigler, 2013;

Fraunberger, 2020; Kreutzer, et al., 2011).

La puntuacién de la GCS, es una escala estandarizada para medir el nivel de
conciencia, que se determina sumando las calificaciones asignadas a las
respuestas de los pacientes ante ciertos estimulos y resultando en una puntuacion
de entre 3y 15. La GCS ha sido por casi cinco décadas la evaluacion clinica primaria
de clasificaciéon de las TBI utilizada por los paramédicos y el personal de
emergencias, ya que proporciona un indice del dano inicial de la TBI (Andriessen,
et al., 2010; Kreutzer, et al., 2011; Xiong, et al., 2013). La GCS continua siendo uno
de los mejores predictores de dafio motor. Sin embargo, no es definitivo, ya que se
pueden presentar diferentes anormalidades en cuadros clinicos similares

(Andriessen, et al., 2010).



Tabla 1. Resumen de la clasificacion de la clinica Mayo de la severidad de las TBl y
su clasificacién en la Escala de Coma de Glasgow (GCS) (modificado de Fraunberger,

2020).

Puntuacion de la

Severidad Criterios clinicos GCS

-Visidn borrosa
-Confusion
-Aturdimiento
-Mareo

-Sintomas neuroldgicos
focales

-Dolor de cabeza Leve: 13-15
-Nausea
-LOC<30 min

-Amnesia antergrado post-
traumatica<24 hrs
-Fractura de craneo
deprimida, basilar o linear
(con dura intacta)

-LOC>30 min
-PTA224 hrs
-GCS<13

Sintomatica

Leve

-Una omas ICH, hematoma | Moderada: 9-12
subdural/epidural, contusién Severa: 3-8
cerebral, contusiéon
hemorragica, TBI penetrante,
SAH, lesién en el tallo
cerebral

Moderada-Severa

Las consecuencias de las TBI dependen de muchos elementos como lo son la
severidad de la lesion, el historial de neurotrauma, los factores premoérbidos y los
estresores psicosociales. Generalmente, los individuos que sufrieron una TBI leve
suelen recuperarse durante los primeros tres meses y realizar sus actividades casi
a niveles premorbidos, sin déficits persistentes a largo plazo. En cambio, las
lesiones cerebrales moderadas a severas resultan tipicamente en alteraciones
cognitivas, fisicas y emocionales/conductuales, muchas de las cuales pueden ser
permanentes (Chiu, et al., 2016; Kreutzer, et al., 2011). Entre las discapacidades
cognitivas, se encuentran el déficit de atencién y déficits en la velocidad de
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procesamiento, adquisicion, consolidacién y recuperacion de la informacién
(Farmer, et al., 2002; Kreutzer, et al., 2011). Las deficiencias fisicas suelen ser
evidenciadas por una coordinacion y velocidad motora limitadas. La lesion
localizada a menudo se relaciona con alteraciones focales sensoriales/motoras,
visuales/espaciales, olfativas y del lenguaje. Las lesiones cerebrales moderadas a
severas también pueden producir déficits tales como alteraciones en el balance, en
la coordinacién, en el tono muscular y en el modo de caminar, propios de una lesion
subcortical. Ademas, se presentan déficits visuales tales como el nistagmo o

desafios de convergencia/divergencia (Kreutzer, et al., 2011).

Los individuos con TBIs moderadas a severas comunmente presentan
alteraciones emocionales y conductuales y pueden incluir cambios de humor,
depresion, irritabilidad, ansiedad, labilidad emocional y desorden de estrés
postraumatico. Las alteraciones en la personalidad se pueden manifestar como
excesos neuroconductuales tales como la impulsividad, la distraccion, la agitacion,
la agresion, las tendencias perseverantes y la confabulacion. En contraste, algunos
individuos pueden presentar abulia del habla o movimiento, lentitud psicomotora y
falta de iniciacion. Otro dafo neuroconductual comun es el deterioro de la
autoconciencia, que a menudo impide el proceso neurohabilitativo cuando no es
tratado (Kreutzer, et al., 2011; Lozano, et al., 2015). Ademas, los pacientes de TBI
poseen un mayor riesgo de desarrollar patologias como Alzheimer, Parkinson,
demencia prematura y otras enfermedades neurodegenerativas a largo plazo (Chiu,

et al., 2016; Kreutzer, et al., 2011; Lozano, et al., 2015). Cerca del 40% de las



lesiones severas y aproximadamente el 10% de las moderadas pueden conducir a

la muerte (Kreutzer, et al., 2011).

Fisiopatologia de las TBI pediatricas

El cerebro en desarrollo reacciona ante una lesién de manera diferente a uno
adulto (Giza et al., 2007). Esto se debe a diferencias fisiolégicas del cerebro en
desarrollo, que incluyen la mielinizacion y sinaptogénesis, ademas de un mayor flujo
sanguineo cerebral y un requerimiento mas elevado de oxigeno en comparacion
con la adultez (Fraunberger, 2020; Prins & Hovda, 2003; Takahashi, et al., 1999;
Wu, et al., 2016). Los eventos fisiopatologicos de las TBI estan dados en funcion
del momento de inicio, distinguiéndose asi en lesion primaria y lesidn secundaria
que, junto con la localizacion de la lesion, son caracteristicas que determinaran la

patologia cerebral y los déficits neuroldgicos (Andriessen, et al., 2010).

La lesién primaria consiste en el dafo inicial inmediato, resultado directamente
de fuerzas mecanicas, que afecta a los tejidos cerebrales al dafar la estructura del
citoesqueleto axonal y alterando la permeabilidad de las membranas celulares
(Andriessen, et al., 2010; Ng & Lee, 2019; Sempere, et al., 2018). Se han descrito
dos tipos de lesiones primarias: la lesion focal y la lesion difusa, cuya coexistencia
se observa comunmente en pacientes con TBlI moderada a severa (Skandsen, et

al., 2010).

La lesion focal se suele presentar en las TBIl con cabeza cerrada y TBI
penetrante, con evidencias de fractura de craneo y contusion localizadas en el sitio

del impacto. La lesion focal se produce mediante la colision de fuerzas aplicadas
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sobre el craneo que resultan en la compresidn, laceracion y concusion del tejido
ubicado debajo del sitio del golpe o del tejido opuesto a la zona del impacto
(contragolpe; Andriessen, et al., 2010; Schmidt et al., 2004). La lesion focal presenta
un area necrética de neuronas y células gliales en el sitio del dafio, con un suministro
de sangre comprometido que da lugar a hematomas subdurales, epidurales e
intraparenquimales y contusiones (hemorragicas; Andriessen, et al., 2010; Schmidt
et al.,, 2004). La hemorragia subaracnoidea traumatica puede ser resultado de un
dafo focal pero también a menudo es visto en lesiones vasculares difusas

(Andriessen, et al., 2010)

La lesion difusa se produce por fuerzas de aceleracion-desaceleracion sin
contacto, como se observa en los accidentes vehiculares a alta velocidad, e implica
un dafo axonal ampliamente distribuido, dafio a los oligodendrocitos y a la
vasculatura sanguinea. Los axones tienen una naturaleza viscoelastica que
naturalmente se deforman, pero de manera no-perjudicial. Sin embargo, las fuerzas
de inercia pueden exceder el umbral de esta elasticidad causando las lesiones
axonales que varian en magnitud, pero que tienden a asociarse con un prondstico
neuroldgico peor al de las lesiones focales debido a las disfunciones corticales que
producen (Andriessen, et al., 2010; Prieto, et al., 2009). Estos dafos conducen a
una lesion hipoxico-isquémica, asi como hinchazén del cerebro (edema;
Andriessen, et al., 2010; Ng & Lee, 2019). Existen dos tipos de lesién difusa; la
lesion axonal difusa (DAI, por sus siglas en inglés) y el edema cerebral difuso

(Adams, et al., 1989; Prieto, et al., 2009).
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Como consecuencia de un insulto primario moderado a severo, las células
constituyentes y la vasculatura circundante a la lesion son sometidas a cambios
estructurales y moleculares conocidos como lesion "secundaria”. Este tipo de lesion
aparece en cuestion de horas o dias después del evento traumatico primario
(Andriessen, et al., 2010; Prieto, et al.,, 2009). Estos cambios corresponden a
cascadas de procesos celulares y moleculares iniciados por la hipoglucemia,
eventos hipotensivos e hipdxicos y por el incremento de la presion intracraneal
resultante de la isquemia cerebral. Dentro de los procesos causantes, se encuentran
la disfuncidn mitocondrial/metabdlica, el estrés oxidativo, el debilitamiento de la
integridad de la BBB, la ruptura del citoesqueleto y agregacion de proteinas, la
desregulacion del flujo sanguineo cerebral, la degeneracién axonal y la
neuroinflamacion (Andriessen, et al., 2010; Fraunberger, 2020; Ng & Lee, 2019;
Semple, et al., 2016).

Los mecanismos de la lesion secundaria son a menudo descritos de forma
distinta en estudios clinicos y preclinicos. Sin embargo, muchos funcionan en
conjunto con las células del sistema inmunoldgico en el cerebro y la periferia para
inducir y propagar la respuesta inflamatoria después de la TBI, lo cual es importante
ya que se cree que la inflamacion cronica posterior a la lesién esta relacionada
biolégicamente al aumento del riesgo a la neurodegeneracion en la vida tardia
(Fraunberger, 2020). La lesion primaria desencadena una cascada de respuestas
bioquimicas que provocan cambios metabdlicos y celulares que progresan con el
tiempo, montando una respuesta inflamatoria crénica (Lozano, et al., 2015). El grado
de respuesta inflamatoria ante una TBI esta asociado con la severidad de la lesion

(Fraunberger, 2020).
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Dentro del sistema nervioso central, los principales mediadores de la
inflamacion inducida por la TBI son los astrocitos y la microglia (mediadores
centrales). Otro mediador importante de la respuesta inflamatoria post-lesion son
los leucocitos (mediadores periféricos) reclutados y la activacion de la expresién y
secrecion de citocinas y quimiocinas (Chiu, et al., 2016; Fraunberger, 2020). Los
mediadores centrales y periféricos suelen interactuar entre si para montar la
respuesta inflamatoria (Fraunberger, 2020). Por ejemplo, una neuroinflamacién
prolongada y retardada recluta macréfagos, activa las células microgliales
circundantes y promueve la astrogliosis (Ng & Lee, 2019). En este proceso, los
astrocitos y microglia alteran su estructura y funcion a lo largo de un continuo de
activacion (Fraunberger, 2020). La neuroinflamaciéon aguda después de una TBI no
sélo regula los eventos de dafo y reparativos en el proceso de recuperaciéon del
cerebro, sino que también propicia los procesos neurodegenerativos a largo plazo

(Tweedie et al., 2013).

Se ha reportado una susceptibilidad ante la respuesta inflamatoria
dependiente de la edad reafirmada por Claus y colabs., cuyos resultados muestran
que, en su modelo de pTBI en ratones al PND 21, la magnitud y el transcurso del
tiempo de la infiltracion de leucocitos es mayor que después de una lesion
equivalente en adultos (Claus, et al., 2010). Ademas, se ha reportado que el
rompimiento de la BBB en modelos de TBI en roedores es mayor en un individuo de
3 semanas de edad que uno adulto, lo que propicia el reclutamiento de neutrdfilos

(Anthony, et al., 1997).
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El estrés oxidativo es otro factor importante de muchas vias que contribuyen a
la neuroinflamacion después de una TBI (Abdul-Muneer, et al., 2014). El estrés
oxidativo suele ocurrir a una edad en la que los antioxidantes, como por ejemplo la

enzima hemo oxigenasa, aun no estan bien establecidos (Chang, et al., 2005).

4.2. Modelo animal

Los modelos animales son esenciales para estudiar los aspectos
biomecanicos celulares y moleculares de las TBI humanas que no pueden ser
controlados en las pruebas clinicas, asi como para desarrollar y caracterizar nuevas
intervenciones terapéuticas (Xiong, et al., 2013). A pesar de que algunas especies
de animales, como los cerdos, son mas cercanas en tamafio y fisiologia a los
humanos, los roedores son mayormente usados en la investigacion de las TBI. Esto
es debido a sus bajos costos, tamafo y mediciones estandarizadas de resultados,

entre otras razones (Fraunberger, 2020; Xiong, et al., 2013).

Para recrear las lesiones relacionadas con aquellas presentadas en los
infantes humanos, se han adaptado modelos utilizados en roedores adultos a
individuos con edades desde los 7-11 dias para simular una lesidn en recién nacidos
y entre los 17-21 dias para reproducir una lesién en nifios de entre 3 y 5 afios de
edad (Fraunberger, 2020; Kochanek, 2017). Sin embargo, estos rangos de edad y
correlaciones con humanos son aproximados, ya que equiparar el desarrollo de
roedores y humanos depende del periodo de vida del animal, debido a que la
velocidad de su desarrollo es significativamente mas rapida que el de los humanos

(Sengupta, 2013).
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Algunos de los modelos de TBI que se han modificado para realizarse en
roedores jovenes, son la lesion por percusion por fluido (FPI), el impacto por
aceleracion de caida de peso (WD) ya sea con el craneo abierto o cerrado y el
impacto cortical controlado (CCl). Los parametros de estos modelos pueden ser
modificados para proporcionar un rango de danos variables provocados por la
lesién. También se pueden realizar muchos impactos leves para simular las lesiones
repetidas tipo-concusiones (Semple, et al., 2016). Se puede considerar que cada
modelo representa un subconjunto de lesiones, por lo tanto, algunos modelos
representan mejor una lesidon axonal difusa, mientras que otros son mas

representativos de una lesion craneal cerrada con contusiones (Leker, et al., 2002).

El CCl es el modelo de TBI mas utilizado para el estudio de la fisiopatologia y
el tratamiento de la TBI en animales (Kochanek, 1995; Semple, et al, 2016;
Sempere, et al.,, 2018). Este, permite un control preciso de los parametros
mecanicos, incluida la velocidad y la profundidad, dando como resultado una
neuropatologia reproducible en la corteza y el hipocampo en roedores (Semple, et
al, 2016). ElI CCI consiste en la fijaciébn de la cabeza del animal a un marco
estereotaxico, que garantiza una alta reproducibilidad entre los animales, ademas
de limitar el mecanismo de la lesibn a uno que no implica
aceleracion/desaceleracion o fuerzas de rotacidon. Como consecuencia, la CCI
produce predominantemente una cavidad de lesién focal con lesion axonal difusa
limitada (Semple, et al., 2016). El CCI utiliza un dispositivo de impacto neumatico
(Figura 1) o electromagnético para impulsar un impactador rigido sobre la

duramadre intacta expuesta a través de una craneotomia unilateral (con frecuencia
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entre bregma y lambda). Esta lesidén imita la pérdida de tejido cortical, hematoma
subdural agudo, lesiéon axonal, conmocién cerebral, disfuncion de la barrera
hematoencefalica e incluso coma (Leker, et al., 2002; Xiong, et al., 2013). La lesidn,
correlacionada con los dafios tisulares en materia gris y blanca resultantes del
impacto, da como resultado discapacidades motoras y cognitivas, asi como
conducta tipo-ansiosa que pueden persistir hasta un afo después de la lesion
(Leker, et al., 2002). Estos déficits cognitivos pueden estar asociados con atrofia
cerebral y una disminucién progresiva del flujo sanguineo cerebral (Xiong, et al.,
2013) junto cambios en la conectividad de la materia blanca y la reorganizacion

neuronal (Semple, et al., 2016).

CCl

Aire a alta
presion

.

|
— 1
)

I
Aire a baja presion

Figura 1. Diagrama esquematizado del CCl neumético (Modificado de Xiong, et al.,
2013).
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4.3. Evaluaciones funcionales después de una TBI en roedores

Las TBI pueden casuar una gran cantidad de déficits que incluyen alteraciones
motoras, cognitivas y emocionales. Los déficits motores causados por una TBI son
el resultado de la interrupcion de las vias motoras complejas y la integracion
sensoriomotora (Xiong, et al., 2013). Por esto, mayoria de las pruebas descritas
para evaluar el resultado de dicha lesion en modelos animales son de naturaleza
sensoriomotora (Xiong, et al., 2013), aunque también se evaluan las respuestas
cognitivas y psicosociales (Semple, et al., 2016). Dentro de las pruebas que evaluan
la funcién sensoriomotora en roedores se encuentran la prueba del cilindro, la
prueba de rotarod, pruebas de fuerza de agarre, la capacidad de alcance de las
extremidades anteriores y pruebas en escaleras (Fujimoto, et al., 2014). El puntaje
de gravedad neuroldgica (NSS), que tiene en cuenta las funciones motoras y el
comportamiento, se usa ampliamente para evaluar los déficits funcionales

neurolégicos en roedores (Xiong, et al., 2013).

En humanos, el prondstico de una TBI se relaciona con el nivel de amnesia
anterdgrada, que es la incapacidad de recordar eventos que ocurren después de la
lesidn, pero ya que los animales son no-verbales, esto se mide de manera indirecta
(Povlishock, et al., 1994). La capacidad de navegar y completar una tarea espacial
requiere de la habilidad de crear y almacenar un mapa cognitivo, y la TBI afecta los
mecanismos mediante los cuales se forma y recuerda esta informacion (Fujimoto,
et al., 2004). Es por esto que las pruebas cognitivas mas comunmente usadas son
una variedad de “laberintos”, entre los que destacan el laberinto de Barnes, el de

Lashley Il y el laberinto acuatico de Morris (Kochanek, 2017).
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Tabla 2. Pruebas para evaluar efectos neuroldgicos comunes de las TBI (Informacion
de Xiong, et al., 2013).

Tipo Prueba Parametro que evalua
Laberinto acuatico de Morris Aprendizaje y memoria espacial
Cognitivas Tarea de memoria Aprendizaje y memoria
Reconocimiento de objetos Aprendizaje y memoria espacial
Laberinto elevado en cruz Conducta tipo-ansiosa
Actividad emocional y exploratoria Conducta tipo-ansiosa
Conductuales , . .
Campo abierto Conducta tipo-ansiosa
Nado forzado Conducta tipo-depresiva

Tarea de la barrera de vidrio Resolucion de problemas basada en la vision
Ejecutivas | Tarea de cobertura de alimentos | Resolucién de problemas basada en el olfato
Beam balance Funciones motoras

4.4. Modelo terapéutico de enriquecimiento ambiental (EE)

La interaccion directa con el medio ambiente es necesaria para determinar la
progresion del estado de salud de los individuos, por lo que se ha reportado que
existe un umbral en el numero de estimulos adicionales al ambiente normal que
promueve diferencias cognitivas, asi como neuroproteccién después de una TBI (de
Witt, et al., 2011; Hoffman, et al., 2008; Matter, et al., 2011). El EE es una condicion
de alojamiento, que consiste en proporcionar a los individuos un entorno propicio
para la estimulacion sensorial (objetos de diversas formas y tamanos), social y
motora (ejercicio fisico). Se ha demostrado que dichos componentes aportan los
mayores beneficios si se combinan, en comparacion a si se presentan sélo uno o
dos de ellos; por lo tanto, no es solo un aumento en la actividad fisica lo que media
en la recuperacién motora, sino mas probablemente una interaccion compleja de
los tres componentes (Folweiler, et al., 2016; Sozda, et al., 2010). El EE se
considera un modelo preclinico de neurorehabilitacion para las TBI que puede
realizarse solo o de manera complementaria a las farmacoterapias (De la

Tremblaye, et al., 2016; Folweiler, et al., 2016; Kline et al., 2007; Sozda et al., 2010).
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El EE produce numerosas mejoras asociadas a la plasticidad y/o conductuales
significativas en roedores no lesionados, asi como en modelos animales de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson, SCI y lesién hipoxica cronica (Bondi et al.,
2014). El EE promueve de manera similar una mejora motora, el aprendizaje
espacial y la retencion de la memoria después de una TBI experimental,
independientemente del modelo de TBI, el sexo, la edad e incluso el periodo de
exposicion al paradigma, ya sea retardado, abreviado y de manera temprana o
continua (Bondi, 2014; Bondi, 2015; Kline, 2007; Lajud, et al., 2019; Monaco, et al.,
2013; Sozda, 2010). Especificamente se ha observado que en la prueba de MWM,
la exposicion continua al EE promovié significativamente la retencidn de la memoria
después de sufrir una TBI (Kline, et al., 2012; Lyeth, et al., 1990). Ademas, se ha
demostrado una proteccion histoldgica al reportarse una disminucion en el tamafo
de la lesion cortical y una disminucién de la pérdida de neuronas hipocampales en
CA 1y CA 3 después de una TBI (de Witt, et al., 2011; Hoffman, et al., 2008; Kline,
et al., 2007; Matter, et al., 2011; Sozda, et al., 2010). Es por esto que el EE es
considerado una estrategia terapéutica relevante con potencial de traslacion a la
poblacion clinica.

4.5 Antecedentes directos

Trabajos recientes de nuestro grupo de investigaciéon han demostrado que los
animales mantenidos en condiciones de EE, tienen un mejor desempefio en
pruebas motoras de balance sobre una barra, en comparacion con aquellos
mantenidos en condiciones STD (De la Tremblaye, et al., 2017; Lajud, et al., 2019;
Radabaugh, et al., 2017). Ademas, estos animales también han mostrado un mejor

desempenfo en pruebas de aprendizaje espacial y memoria, medido mediante el
19



laberinto acuatico de Morris (Bondi, et al., 2014; Lajud, et al., 2019; Leary, et al.,
2017; Matter, et al., 2011; Monaco, et al., 2014). En esta prueba, los animales
mostraron que tardan un menor tiempo en alcanzar la plataforma de escape y un
mayor tiempo explorando el cuadrante objetivo durante la fase de transferencia; lo
que indica que, los animales en EE poseen una mayor adquisicion de aprendizaje
espacial y memoria (Lajud, et al., 2019). Estos descubrimientos en conjunto
sostienen que el EE es un sdlido correlato en roedores de la rehabilitacion clinica
en pacientes adultos con TBI (Bondi, 2014; Garcia, 2011). Es por esto que Monaco
y colabs. (2014) propusieron al modelo de EE como estrategia terapéutica en
animales con pTBI al PND 17, encontrando que conduce a una mejora significativa
en el aprendizaje espacial y a una reduccién del volumen de la lesion en

comparacion con animales en condiciones STD.
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5. JUSTIFICACION

Una TBI es un insulto de naturaleza muy variada, ya sea por un golpe,
sacudida, choque a la cabeza o una lesion penetrante en esta que interrumpe la
funcién normal del cerebro (Centers for Disease Control and Prevention, 2015). Las
causas de estos traumas son muy variadas; pueden incluir desde impactos durante
combates de guerra hasta accidentes automovilisticos, caidas, asaltos vy

concusiones durante la practica de algunos deportes (Ji, et al., 2012).

Se ha reportado que los paises latinoamericanos son los que presentan una
mayor incidencia de TBI en todas las edades (150 por cada 100, 000), pero dentro
de estas, en la poblacion de nifilos mayores de 3 afios es particularmente mayor,
donde los nifios muestran tasas mas altas de TBI que las nifias y la TBI leve (mTBI)

constituye >80% de las lesiones (Dewan, et al., 2016; Hyder, et al., 2007).

Debido a lo complejas y heterogéneas que son las TBI en humanos, se ha
conducido al disefio de una gran variedad de modelos animales que reproduce un
aspecto del dafio observado en la clinica. Actualmente el modelo de TBI mas
utilizado es el CCI, ya que permite cuantificar el impacto de manera precisa
(Kochanek, 1995; Sozda, 2010). El EE es una estrategia experimental en la cual
varios sujetos de investigacion, principalmente murinos, son expuestos a multiples
objetos de diversos tamafos y formas en un habitaculo amplio; este ambiente brinda
la oportunidad de enriquecer mediante la integracion de estimulos fisicos,
exploratorios y sociales (Bondi, 2014). Trabajos recientes de nuestro grupo de
investigacion han demostrado que el EE es un modelo de rehabilitacion clinica que

previene que animales sometidos a una TBI presenten déficits motores, ademas de
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que acelera su recuperacion funcional confiriéndoles un efecto benéfico en el
aprendizaje espacial y los analisis histopatolégicos (Bondi, et al., 2014; Lajud, et al.,
2019). Por estas entre otras razones, el EE se ha logrado establecer como un
modelo en roedores que se correlaciona con la rehabilitacion en la practica clinica

en pacientes adultos con TBI (Bondi, 2014; Garcia, 2011).

Es por esto que se ha propuesto evaluar esta estrategia terapéutica en
individuos pediatricos con TBI. EI modelo de EE ha sido probado en ratas sometidas
a una pTBI al PND 17, la cual simula lo observado en los bebés humanos de 0-3
afios (Monaco, et al., 2014). No obstante, nunca se ha reportado el efecto del EE
en ratas con pTBI al dia del destete (PND 21), que se correlaciona con una pTBI
humana presentada en nifios de entre 3 y 5 anos (Kochanek, 2017; Semple, et al.,

2016).
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6. HIPOTESIS

El enriquecimiento ambiental promueve el desempefio cognoscitivo después de una

lesidn cerebral traumatica en ratas pediatricas.

/7. OBJETIVOS

General:

Evaluar el efecto del enriquecimiento ambiental sobre el desempefio cognoscitivo

después de una lesion cerebral traumatica en ratas pediatricas.
Particulares:

1. Evaluar el efecto del enriquecimiento ambiental sobre la adquisicion del
aprendizaje espacial en el MWM después de una lesion cerebral traumatica en ratas

pediatricas.

2. Evaluar el efecto del enriquecimiento ambiental sobre la memoria dependiente de
hipocampo mediante la prueba de transferencia en el MWM después de una lesién

cerebral traumatica en ratas pediatricas.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Animales

Se utilizaron ratas hembra de la cepa Sprague-Dawley gestantes
sincronizadas, provenientes del Bioterio del Instituto de Neurobiologia de la UNAM
que se habituaron por una semana en el bioterio del Centro de Investigacion
Biomédica de Michoacan (CIBIMI-IMSS) antes del parto. Los animales se
mantuvieron en condiciones de temperatura controlada, con un ciclo de
luz/oscuridad de 12 hrs y comida y agua ad libitum. El dia del nacimiento fue
considerado como el dia postnatal (PND) 0. Al PND 1 se ajustaron las camadas a 8
crias por madre de manera aleatoria. Al PND 21 los animales fueron destetados y
se asignaron aleatoriamente al grupo TBI o al grupo sham. Después de la cirugia,
los animales se alojaron en condiciones de EE o STD durante su recuperacién (PND
21-42). Se conformaron cuatro grupos de 10 animales cada uno (Figura 2). Los
animales se dejaron recuperar por dos semanas y se evaludé el desempeno

cognoscitivo en el MWM a partir del PND 35 (Figura 3).
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TBI+STD
(n=10)

TBI+EE

=10
Ratas macho (n=10)
Sprague-Dawley ST

(n=10)

Sham+EE
(n=10)

Figura 2. Grupos experimentales. TBI: lesion cerebral traumatica; sham: animales con las
mismas condiciones que los del grupo TBI pero sin lesion; STD: en condiciones estandar
de bioterio; EE: enriquecimiento ambiental.

Se monitored el peso de los individuos durante todo el experimento para
determinar la necesidad de establecer punto final humanitario. El cuidado y
mantenimiento de los animales se llevd a cabo siguiendo la norma oficial de uso y
cuidado de animales de Ilaboratorio (NOM-062-Z0O0O-1999). Todos los
procedimientos fueron aprobados por el comité de ética de la Comisién Nacional de

Investigacion en Salud del Instituto Mexicano del Seguro Social (R-2016-785-054).
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PND PND 21 PND 35 PND 39PND 40  PND 42

Trans/Vis

Condiciones de alojamiento (STD/EE)

Nacimiento Destete y cirugias Sacrificio
(CCliSham)

Figura 3. Esquema del disefio experimental. CCI: impacto cortical controlado; EE:
enriquecimiento ambiental; MWM: laberinto acuatico de Morris; PND: dia post-natal; STD:
condiciones estandar de bioterio; Trans: ensayo de transferencia; Vis: ensayo con
plataforma visible.

8.2 Impacto cortical controlado

Para el CCl, se indujo y mantuvo la anestesia a las ratas con 4% y 2% de
isoflurano respectivamente en oxigeno (Oz; por vaporizacién). Las ratas se
aseguraron a un marco estereotaxico y se les realizd una incision en la parte
superior de la cabeza retrayendo la piel para exponer el craneo. Posteriormente, se
realizdé una craneotomia a la altura del hemisferio derecho, entre bregma, lambda y
las comisuras sagital y coronal. La pieza de hueso cortada fue removida dejando
cabida a la insercion de la punta de un impactador electromagnético (5 mm de
diametro). Con el impactador se realizé una lesion moderada, con un impacto de
2.5 mm de profundidad a una velocidad de impacto de 4 m/s e inmediatamente se
suturo la incisidon. Para las ratas sham, se realizaron los mismos procedimientos a
excepcion del impacto como ha sido anteriormente descrito (Diaz-Chavez, et al.,

2020; Lajud, et al., 2021).
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8.3 Evaluacion neuroldgica aguda

Inmediatamente después de la cirugia, las ratas se sometieron a la medicion
de parametros neurologicos agudos. Esta evaluacion consiste en registrar el tiempo
que tardan los animales en presentar reflejo en cada una de las patas anteriores
después de un pinchazo suave (izquierda y derecha) y el tiempo que tardan en
enderezarse después de ser retirada la anestesia.

8.4 Enriquecimiento ambiental

Las ratas de ambos grupos experimentales (sham y TBI) fueron divididas y
asignadas aleatoriamente a las dos condiciones de alojamiento. Para el EE las ratas
fueron colocadas en una caja de (75 cm x 75 cm x 155 cm) que consta de dos pisos
y posee una plataforma intermedia, una rampa y un tunel en cada piso, ademas
contd con juguetes de distintas formas, tamafos y colores (pelotas, cadenas,
llantas, figurillas, tubos; figura 4). Se suministré comida en base a la dieta estandar
de bioterio (nutricubos Labdiet 5001) y agua ad libitum. Los juguetes fueron
reordenados diariamente para mantener la novedad y se cambiaron por juguetes

limpios dos veces por semana al igual que el material de cama.
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T

Figura 4. Imagenes de nuestro modelo de EE en el Centro de Investigacion Biomédica
de Michoacan (CIBIMI-IMSS). Se observa la combinacion de elementos tanto sensoriales
como de mayor interaccién social y espacio exploratorio (A y B) en relacion a las cajas de

condiciones STD (C).
8.5 Desempefio coghoscitivo

El desempefio cognoscitivo se evalu6 del PND 35 al 40 mediante el MWM, el
cual consisti6 en una tina de plastico (180 cm de diametro) dividida en cuatro
cuadrantes con sefales visuales extra-laberinto y se colocd una plataforma
sumergida como ha sido descrito anteriormente (Morris, 1984). La fase de

entrenamiento se realizé durante 5 dias consecutivos (PND 35-39). Cada sesion
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diaria de entrenamiento consistié en cuatro ensayos; un ensayo por cada uno de los
cuadrantes, con un intervalo interensayo de 4 minutos. Para cada ensayo, si al
término de los dos minutos de exploracion la rata no encontraba la plataforma, se le
llevaba manualmente hasta ella. En todos los casos, una vez que la rata se
encontrara en la plataforma, se le dejé ahi durante 20 segundos para que se
familiarizara con las sefiales visuales extra-laberinto (Morris, 1984). Al PND 40 se
realiz6 una prueba de transferencia, que consistié en un solo ensayo de 30
segundos, pero con la plataforma removida. Posteriormente, se ejecutoé una prueba
con una plataforma visible, con el fin de determinar la contribucion de factores no-
espaciales en el desempefio cognoscitivo (De la Tremblaye, et al., 2017; Lajud, et
al., 2019; Radabaugh, et al., 2016). Cuantificamos el tiempo que tardaron los
animales en encontrar la plataforma (latencia de escape) y el tiempo que
permanecieron explorando el cuadrante objetivo durante la prueba de transferencia.
8.6 Analisis estadistico

La ganancia de peso, y la latencia de escape en el MWM se analizaron
utilizando un analisis de varianza (ANOVA) de medidas repetidas utilizando el
tiempo como factor repetido y la lesién y las condiciones de alojamiento como
fatores independientes. Los parametros neuroldgicos agudos, la latencia de escape
en la prueba visible, el tiempo de exploracion en el cuadrante objetivo y la velocidad
de nado en la prueba de transferencia, se analizaron mediante una ANOVA de dos
vias utilizando. La significancia estadistica se establecié como p< 0.05. En los casos

que la ANOVA lo indico apropiado se utilizoé una prueba post-hoc de Newman-Keuls.
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9. RESULTADOS

La TBI causo un retraso en el reflejo de enderezamiento después del cese de

la anestesia

Comparamos los parametros neurologicos de los animales sham y TBI antes
de la aleatorizacion de los grupos mediante una prueba de Student y observamos
un tiempo de enderezamiento significativamente mayor en los animales TBI (p<
0.05). Al dividir a los animales en las diferentes condiciones de alojamiento
observamos que no existen diferencias significativas en neuroldgicos agudos

evaluados (Tabla 3).

Tabla 3. Parametros neuroldgicos agudos de los animales asighados a cada
grupo.

Reflejo de pata Reflejo de pata Reflejo c_ie
Grupo . . enderezamiento
derecha (s) izquierda (s) (s)

Sham + STD 1141+ 14 107.0+£14.0 205.5+£6.720
Sham + EE 116.4+ 158 116.0 £ 16.8 198.5+324
TBI + STD 1212+ 174 133.1+£18.7 430.8 £ 143.2

TBl + EE 116.8 + 12.6 1243+ 13.7 256.3+ 394

*Promedio £+ EST, ANOVA. Tiempo (s) que tardaron los de animales sham o sometidos a
una lesién cerebral traumatica (TBI) en condiciones de alojamiento estandar (STD) o de
ambiente enriquecido (EE) en presentar una respuesta de reflejo en las patas anteriores
derecha e izquierda (después de un breve pinchazo) o en el tiempo de enderezamiento
después del cese de la anestesia. (sham+STD: n= 9; sham+EE n=10, TBI+STD, TBI+EE,
n=10).
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El enriquecimiento ambiental disminuyé la ganancia de peso corporal de los

animales sham.

El peso corporal de los animales fue monitoreado durante todo el
experimento y se determiné la ganancia de peso (peso final-peso inicial). El analisis
estadistico mostro un efecto significativo del EE sobre la ganancia de peso
(F1,35:17.40, p< 0.01), pero no de la TBI (p> 0.05). Las comparaciones multiples
indicaron que los animales del grupo sham+EE presentaron una ganancia
significativamente menor de peso en comparacion con los animales STD; no
obstante, los animales del grupo TBI+EE no difirieron de los animales STD (Figura
5).
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Figura 5. El EE disminuyé la ganancia de peso en los animales sham. Ganancia de
peso corporal de los animales sham o sometidos a una lesion cerebral traumatica (TBI) que
se mantuvieron en condiciones de alojamiento estandar (STD) o de ambiente enriquecido
(EE). (Promedio + EST, ANOVA, **p< 0.01 vs. sham+STD, “p< 0.05 y *p<0.01 vs.
sham+EE. n= 9-10).

A aquellos animales que mostraron una pérdida de peso por debajo del 80% de su
peso previo a la cirugia, se les aplicd el punto final humanitario de acuerdo a lo

especificado en la guia para el uso y cuidado de animales de laboratorio (Guide for
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the Care and Use of Laboratory Animals, 1996) y la norma oficial de uso y cuidado

de animales de laboratorio (NOM-062-ZO0-1999).

El enriquecimiento ambiental promovié la adquisicién de aprendizaje espacial

después de una pTBI

La adquisicion del aprendizaje espacial se evalu6 durante la fase de
entrenamiento del laberinto acuatico de Morris. El analisis estadistico mostré un
efecto significativo de la TBI (F1,34: 5.91, p< 0.05), del EE (F1,34: 6.68, p< 0.05) y del
tiempo (F4,34:32.57, p< 0.01). Las comparaciones multiples mostraron que el grupo
TBI + STD obtuvo un menor desempefio comparado con ambos grupos sham (p<
0.05) y que el grupo TBI + EE mostro latencias de escape significativamente
menores que los animales TBI + STD (p< 0.05). Adicionalmente, observamos que
no existen diferencias significativas entre los grupos sham y el grupo TBI + EE (p>
0.05). Las comparaciones multiples por dia mostraron que el grupo TBI+STD mostro
latencias de escape significativamente mayores los primeros tres dias (p< 0.05) que
el grupo sham+EE, y al dia 3 (p<0.05) y al 5 (p< 0.05) en comparacion con el grupo

sham+STD (Figura 6).
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Figura 6. El EE promueve la adquisicion del aprendizaje espacial después de una TBI
pediatrica. Latencia de escape durante la fase de entrenamiento del laberinto acuatico de
Morris de animales sham o sometidos a una lesién cerebral traumatica (TBI) que se
mantuvieron en condiciones de alojamiento estandar (STD) o de ambiente enriquecido
(EE). (Promedio + EST, ANOVA, *p<0.05 vs. Grupo sham+STD, *p<0.05 vs. Grupo

sham+EE y p<0.05 vs. TBI+STD. Sham+STD, TBI+EE, n=9; sham+EE, TBI+STD, n=10).

Por otro lado, el analisis estadistico para la prueba de transferencia no mostro
efecto significativo de la TBI o el EE sobre el porcentaje de tiempo que los animales
pasaron explorando el cuadrante objetivo (Figura 7). No obstante, al realizar una
comparacién simple (prueba t de Student) observamos que los animales TBI + EE

exploraron mas tiempo el cuadrante objetivo que los TBI + STD (p< 0.05).
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Figura 7. EL TBly el EE no influyen sobre la memoria espacial. Porcentaje de tiempo
de exploracion en el cuadrante objetivo en la prueba de transferencia de animales sham o
sometidos a una lesion cerebral traumatica (TBI) que se mantuvieron en condiciones de
alojamiento estandar (STD) o de ambiente enriquecido (EE). (Promedio + EST, t de Student:

8p<0.05 vs. TBI+STD. Sham+STD, TBI+EE, n=9; sham+EE, TBI+STD, n= 10).

Ni la TBI ni el EE afectaron lavelocidad de nado ni la agudeza visual evaluadas

en el laberinto acuatico de Morris

Se evalué la velocidad de nado como un control de las capacidades motoras,
asi como el tiempo que los animales tardan en encontrar la plataforma visible para
descartar estrategias no-espaciales de busqueda durante el MWM. El analisis
estadistico no mostré efecto significativo de la TBI o del EE (p> 0.05) en ninguno de

los dos parametros evaluados (Figura 8).
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Figura 8. Capacidades motoras y visuales. A) velocidad de nado en la prueba de
transferencia y B) tiempo en la plataforma visible de animales sham o sometidos a una
lesion cerebral traumatica (TBI) que se mantuvieron en condiciones de alojamiento estandar
(STD) o de ambiente enriquecido (EE). (Promedio £ EST, ANOVA. Sham+STD, TBI+EE,
n=9; sham+EE, TBI+STD, n= 10).
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10. DISCUSION

En el presente trabajo, evaluamos por primera vez el efecto del
enriquecimiento ambiental en ratas sometidas a una lesion cerebral traumatica al
destete (PND21). Los resultados mostraron que la TBI causé dafio cognitivo en

ratas adolescentes y este efecto fue revertido por el enriquecimiento ambiental.

En el presente trabajo realizamos una evaluacion neurolégica aguda como una
medida de control para garantizar la homogeneidad de la lesién. Esta, es una
medida aceptada de la intensidad de la lesién en modelos animales de TBI. El
tiempo que tardan los animales en mostrar un reflejo en respuesta a un pinchazo en
la pata y el tiempo de enderezamiento son parametros que se consideran como
correlatos del tiempo de inconciencia evaluado mediante la escala de coma de
Glasgow en humanos (Fujimoto, et al., 2004). Como era de esperarse, observamos
que los animales lesionados mostraron un incremento en el tiempo de
enderezamiento con respecto a los sham. Adicionalmente, observamos que no
hubo diferencias significativas entre el grupo TBI+STD y TBI+EE, indicando que

ambos grupos recibieron lesiones de intensidades similares.

Observamos que los animales sham que se mantuvieron en condiciones de
EE mostraron una menor ganancia de peso que los animales sham+STD. Estos
datos se encuentran en congruencia con estudios previos que demostraron que el
EE disminuye la ganancia de peso en animales adolescentes (Zaias, et al., 2008).
Este efecto no se observo en los animales TBI+EE. Esta falta de efecto podria ser
debida a que la lesion pudiera disminuir la locomocién y la actividad fisica; sin

embargo, esto es poco probable debido a que no observamos diferencias en la
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velocidad de nado al finalizar las pruebas de conducta. Por esto, consideramos que
es importante realizar estudios de seguimiento que nos permitan determinar si esta
falta de efecto es debida a variaciones intrinsecas de los animales (p.ej. efecto de

camada) o a la interaccion entre el EE y el TBI.

Nuestros datos indicaron que los animales TBI+STD mostraron latencias de
escape significativamente mayores al compararlos con ambos grupos sham en la
fase de entrenamiento del MWM. Lo cual, indica que existen deficiencias en la
adquisicion de la memoria espacial. Este efecto no se observé en los animales
TBI+EE, quienes mostraron latencias de escape similares a las de los grupos sham
y significativamente diferentes al grupo TBI+STD. Estos datos se encuentran en
congruencia con resultados previos que mostraron que el EE promueve la
recuperacion cognitiva después de una TBI al PND17 (Matter, et al., 2011; Monaco,
et al., 2014). Se ha sugerido que el EE promueve el desempefio cognitivo al
compararse con animales en condiciones STD; no obstante, en el presente trabajo
no observamos diferencias entre el grupo sham+EE y el grupo sham+STD. Esta
falta de efecto ha sido previamente reportada por nuestro grupo (Lajud, et al., 2019),
y proponemos que es debida a que los estudios que demuestran efecto del EE en
animales normales comunmente incluyen una rueda de ejercicio; la cual, no fue
incluida en nuestro modelo. Se sabe, que el ejercicio voluntario y el EE que incluye
una rueda de ejercicio mejoran el aprendizaje espacial y aumentan la neurogénesis
en animales normales (Grégoire, et al., 2014), mientras que el EE sin rueda,
promueve el aprendizaje, pero no la neurogénesis en animales TBI (Lajud, et al.,

2019). Esto indica que existen efectos diferenciales del ejercicio, el enriquecimiento
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social/sensorial, y la plasticidad en animales intactos con respecto a los lesionados

(Lambert, et al., 2004; Will, et al., 2004).

Nuestros resultados no mostraron diferencias en el tiempo que los animales
pasan explorando el cuadrante objetivo durante la prueba de transferencia. No
obstante, al realizar una comparacion sencilla (prueba T de Student), observamos
que los animales TBI+EE pasan mas tiempo explorando el cuadrante objetivo que
los animales TBI+STD. Esta falta de efecto podria ser debido a que en nuestras
condiciones los animales sham+STD y sham+EE no muestran una preferencia por
el cuadrante objetivo con respecto a los otros, indicando una deficiencia en la
retencion de memoria espacial que ya se ha observado con anterioridad (Monaco,

et al., 2014).

Como informacion adicional, se determind la velocidad de nado durante la
prueba de transferencia y las latencias de escape en la prueba visible. Estos datos
se determinaron como controles de la funcion motora y la agudeza visual
respectivamente y no se observaron diferencias significativas entre ninguno de los
grupos. Esto, indica que todos los animales sometidos al MWM lo hicieron en
igualdad de condiciones, por lo que los resultados del desempefio no se encuentran
sesgados ni por déficits motores ni por factores extra- espaciales. Ningun individuo

fue excluido del estudio por la misma razon.

Se cree que los mecanismos mediante los cuales la exposicion al EE confiere
las mejoras reportadas se dan a través de una serie de cambios neuroplasticos tales
como un aumento en la neurogénesis hipocampal y la supervivencia celular,
fortalecimiento sinaptico, una mayor cantidad de vesiculas sinapticas y el
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incremento de factores neurotréficos que inician justo después de someter a los
individuos al ambiente estimulante (Folweiler, et al., 2016; Nakamura, et al., 1999;
Nilsson, et al., 1999; Mohammed, et al., 2002). Sin embargo, Lajud y colaborares
(2019) compararon dos modelos de EE de diferentes duraciones y reportaron que
la recuperacion funcional mediada por EE después de una TBI no depende de un
aumento de la neurogénesis, ya que ambos grupos de EE mejoraron el rendimiento
conductual por igual, pero solo el grupo que fue sometido a EE continuo aumento la
neurogénesis en relacion con los controles STD. Otra interesante propuesta del
mecanismo de efectividad del EE se basa en reportes que relacionan a la actividad
inmunoldgica local con el aumento de la neurogénesis hipocampal promovida por el
EE. Las células T involucradas en la neurogénesis reconocen proteinas del CNS;
no atacan el cerebro, sino que reclutan a las propias células inmunitarias residentes
para combatir cualquier salida de sustancias toxicas de forma segura desde los
tejidos nerviosos dafados. Por lo tanto, la funcion principal de las células T del
sistema inmunolégico en el cerebro es permitir que las regiones neurogénicas
(como el hipocampo) se mantengan activas y conserven la capacidad cognitiva del

individuo (Jain, 2011).

Un mecanismo menos estudiado se encuentra en el eje intestino-cerebro,
entendiendo este como la principal comunicacion bidireccional entre ambos
sistemas (Zhu, et al., 2018). Se ha encontrado que los pacientes que sufrieron una
TBl también exhiben trastornos metabdlicos y anormalidades en funciones
intestinales como la motilidad, permeabilidad e inflamacién (Urban, et al., 2019).

Estas alteraciones provocan cambios en la composicion de la microbiota, o que ha
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relacionado a la disbiosis intestinal con la aparicion de neuropatologias (Matharu, et

al., 2019; Rice, et al., 2019)

Durante una TBI, se puede producir la interrupcion del eje intestino-cerebro,
adicionalmente, se ha propuesto que la microbiota intestinal podria ser un blanco
terapéutico en el tratamiento de las secuelas cognitivas de una TBI debido a que se
ha reportado que algunas especies bacterianas juegan un papel en la recuperacion
después de una TBI (Treangen, et al., 2018). Estos antecedentes dan pie a futuras
investigaciones sobre el efecto del EE sobre la microbiota intestinal después de una
TBI, asi como el efecto aditivo a esta que puede tener la disbiosis intestinal sobre el
desempefio cognitivo, ya que podria ayudarnos en los esfuerzos de incrementar la

efectividad del EE en la recuperacion funcional de una TBI.
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11. CONCLUSION

Los resultados obtenidos indican que el enriquecimiento ambiental promueve la
recuperacion funcional después de una TBI pediatrica en ratas. Este descubrimiento
tiene una relevancia traslacional debido a que el modelo de TBI en ratas al PND 21
simula los mecanismos fisiopatolégicos de las TBI suscitadas en nifios de 3 a 5
anos, ademas de que el EE es un correlato de la rehabilitacion en humanos, lo que

da pie a la investigacion clinica de esta estrategia terapéutica en nifios con TBI.
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13. ANEXOS

13.1. Abreviaturas

BBB: Barrera hematoneural

CCI: Impacto cortical controlado

EE: Enriquecimiento ambiental

FPI: Lesion por percusion por fluido

GCS: Escala de coma de Glasgow

LOC: Pérdida de la consciencia

MWM: Laberinto acuatico de Morris

PND: Dia post-natal

PTA: Amnesia post-traumatica

pTBI: Lesion cerebral traumatica pediatrica

STD: Estandar

TBI: Lesion cerebral traumatica

WD: Modelo de lesion por caida de peso
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