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RESUMEN

La investigacion de la isquemia cerebral focal requiere de modelos animales
relevantes al infarto cerebral en humanos. La oclusién intraluminal de la arteria
cerebral media (MCAO) en ratas es uno de los modelos mas utilizados en estas
investigaciones. Sin embargo entre las disimiles lineas de ratas existen diferencias
en cuanto al volumen de infarto inducido por esta lesion. El objetivo de este trabajo
fue establecer el procedimiento quirdrgico para establecer este modelo en nuestro
laboratorio y determinar la linea de rata a utilizar en la futura evaluacion de
agentes neuroprotectores. Se formaron dos grupos de ratas Wistar y Sprague
Dawley (n=10 cada uno), las cuales se lesionaron por MCAO, se evaluaron
clinicamente a las 48 horas y se sacrificaron. Las areas cerebrales infartadas se
midieron con el programa ImageJ para calcular el volumen de tejido lesionado y el
porciento de edema. En cuanto a la supervivencia, esta fue mayor en el grupo de
ratas Wistar y el déficit neuroldgico fue mayor en las Sprague Dawley. Con relacion
al daro tisular, se observé una tendencia a un mayor volumen de infarto en la linea
Wistar. El edema fue similar en los dos grupos. Conclusiones: se logr6 establecer el
procedimiento quirdrgico para lograr una isquemia cerebral focal permanente en
ratas y se seleccioné la linea Wistar para la evaluacion de agentes neuroprotectores

en el modelo de isquemia cerebral focal.
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INTRODUCCION

La disponibilidad de modelos experimentales de las diferentes enfermedades
humanas ha contribuido en gran medida a comprender mejor la fisiopatologia de
las mismas, asi como a desarrollar nuevas alternativas terapéuticas y mejorar su
diagnodstico. Tal es el caso de la enfermedad cerebrovascular, condicién
devastadora que afecta anualmente 15 millones de personas en todo el mundo, y
es la tercera causa de muerte y la primera de discapacidad en los adultos de paises
industrializados y en Cuba [4,9].

El modelo de isquemia cerebral focal permanente obtenido por la oclusion
intraluminal de la arteria cerebral media (MCAO, por siglas en inglés) en ratas o
ratones es uno de los modelos mas utilizados, debido a su gran similitud con el
infarto cerebral tromboembdlico en humanos [12]. Sin embargo la evolucién de la
isqguemia después de un dafo por MCAO varia considerablemente entre las
diferentes lineas de ratas [3], lo cual influye considerablemente en los resultados
de las investigaciones en isquemia cerebral experimental. Esta variabilidad podria
explicarse por factores como el anestésico empleado, el tamafio y tipo del
filamento, y modificaciones de la técnica [2].

Con el propdsito de crear las condiciones en nuestro laboratorio para la evaluacion
de agentes neuroprotectores en este modelo, nos planteamos los siguientes
objetivos:

Establecer el procedimiento quirdrgico de oclusion permanente de la arteria
cerebral media por insercion de un filamento de polipropileno.

Determinar posibles diferencias en la evaluacion clinica y el volumen de infarto

entre las lineas de ratas Wistar y Sprague Dawley (SD).

MATERIALES Y METODOS

Todo el trabajo se condujo en conformidad con el programa para el uso y cuidado
de animales de laboratorio para uso experimental del Centro de Ingenieria Genética
y Biotecnologia (CIGB, La Habana, Cuba). Los protocolos se aprobaron por el
Comité para el Cuidado y Uso Animal del CIGB.

Se emplearon ratas Wistar y SD (n=10 por grupo) las cuales se obtuvieron del
Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB, Cuba).
Los animales, alojados individualmente, se mantuvieron en un ciclo de luz /
oscuridad de 12 horas, con acceso libre al agua y la comida y se adaptaron a las

condiciones de laboratorio una semana antes de iniciar el experimento.
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Procedimiento quirdrgico para la isguemia cerebral focal permanente en ratas

Luego de colocar al animal en decubito supino y fijar sus extremidades, se realiz6
una incision de 3cm en la linea media de la cara anterior del cuello a partir de la
horquilla esternal. Con ayuda de una sutura de seda 2/0 se aislaron las glandulas
salivales y el musculo esternohioideo; esto permite visualizar el paquete vascular
del cuello rodeado de tejido conectivo. La arteria cardtida comun (ACC) se diseco
en sentido cefélico hasta la bifurcacion de las arterias carétidas interna y externa
(ACl y ACE), teniendo en cuenta que la rama dirigida hacia afuera es la ACI (
Fig. 1A). Con seda 4/0, se ligbé la base de la ACC y de la ACE para evitar el flujo
retrégrado desde la ACE. Luego se procedid a colocar un microclip y una ligadura
4/0, sin ajustar alrededor de la ACI (Fig. 1B) para fijar la sutura insertada en la
arteria y evitar el flujo retrégrado.

Con una microtijera, se realiz6 una pequefa arteriotomia en la ACC hasta obtener
un ligero sangrado (indicativo que el corte incluyé todas las capas arteriales).
Lentamente y con ayuda de la micropinza se introdujo el filamento de polipropileno
3/0, a todo lo largo de la ACI (Fig. 2), dirigiéndolo medialmente hacia la base del
craneo, para asegurar que no se introduzca en el tramo pterigoideo. El filamento se
introdujo una distancia de 22 mm [8].

Evaluacion clinica y morfolégica

Luego de la oclusion permanente de la arteria cerebral media, los animales se
dejaron evolucionar 48 horas. En ese momento se evalud el déficit neuroldgico
empleando una escala segun Walberer, et al. (2006) y Schmid-Elsaesser et al.
(1998) con algunas modificaciones [13,10] (Tabla 1). Luego se anestesiaron,
sacrificaron y se extrajo el encéfalo. Se realizaron cortes coronales de 3 mm de
grosor, los cuales se tifieron en una solucién de TTC al 0.5%, a 37°C durante 20
minutos en la oscuridad.

Para el estudio morfométrico se utilizé el programa ImageJ (National Institutes of
Health, Maryland, USA). Con imagenes previamente calibradas se midieron las
areas de necrosis y el area de los hemisferios ipsilateral y contralateral a la lesion.
Finalmente, el volumen de infarto y el edema se calcularon segun las féormulas de la
figura 3 [6].

En el caso del volumen de infarto se introduce una correccidén por la presencia de
edema, muy importante en este modelo.

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos se utiliz6 el programa GraphPad Prisma
(Graphpad Software Inc., San Diego, CA, USA). Los datos de supervivencia se
analizaron mediante la prueba exacta de Fischer. Las variables paramétricas fueron

procesadas mediante la prueba t de student, en tanto que a las no paramétricas se
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les aplicod la prueba U de Mann-Whitney. Para todos los andlisis se considerd un

nivel de significacion del 5% (a=0.05).

RESULTADOS

Se logro realizar la técnica de la oclusion intraluminal de la arteria cerebral media
en 17 de los animales (3 ratas Wistar murieron antes de la intervencidon quirdrgica
por efectos del anestésico). La mayor dificultad se presentd en introducir el
filamento por la ACI y no por la arteria pterigopalatina. Este aspecto se supero6
cuando la diseccion del paquete vascular se realizé hasta visualizar esta rama de la
ACI. De esta manera se pudo confirmar por observacion directa que el filamento se
introducia por la ACI hacia la base del craneo.

En el analisis de la supervivencia, esta fue mayor en la linea Wistar (Fig. 4A) que en
la SD. En la primera, de siete animales isquémicos solo uno murié, en tanto que de
las 10 ratas SD isquémicas murieron seis animales en las 48 horas posteriores a la
generacion del infarto.

En cuanto al déficit neuroldgico, este fue mayor en la linea SD (Fig. 4B). En este
parametro debemos considerar que en este grupo se produjeron seis muertes por
lo que a esos animales se les asignd la maxima puntuacién. De forma general, la
sintomatologia clinica se caracterizd por poca resistencia a un empujoén lateral,
movimientos circulares y en algunos casos se observé ausencia de actividad
espontanea con un nivel de conciencia reducido.

Con relacion al dafio tisular, aunque no se registraron diferencias significativas
entre las dos lineas estudiadas, se observd una tendencia a un mayor volumen de
infarto en la linea Wistar (Fig. 5A). El porciento de edema fue similar en los dos

grupos experimentales (Fig. 5B).

DISCUSION

En el presente estudio se logré establecer el modelo de isquemia cerebral focal
permanente en ratas mediante la técnica de la oclusién intraluminal de la arteria
cerebral media. Ademéas se estudiaron las diferencias en cuanto al déficit
neuroldgico y la extension de la lesiéon en las lineas de ratas Wistar y SD.

La técnica de la oclusién intraluminal de la ACM por un filamento es aceptada como
modelo valioso en las investigaciones relacionadas con el “stroke” experimental,
desde su introduccién por Koizumi et al, 1986 [7]. Sin embargo, la extensién del
area afectada difiere notablemente entre los diferentes grupos de investigacion.
Esta heterogeneidad se ha atribuido a factores como la linea y edad de los
animales, asi como las caracteristicas del filamento (longitud, tipo y diametro)

[15,11]. Mas recientemente, la mediciéon del flujo sanguineo cerebral para controlar
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la ubicacion correcta del filamento y lograr una oclusion arterial suficiente [10,14],
ha conducido a una mayor aceptacion y uso de esta técnica.

En la evaluacion de la sintomatologia clinica de los animales se establecié una
escala para la cual se unificaron los criterios utilizados por Walberer, et al., 2006 y
Schmid-Elsaesser et al.,1998 [13,10], donde la mayor puntuacion se le asigna al
evento de muerte (tabla 1). En este trabajo el mayor nimero de animales muertos
se registro en el grupo de ratas SD, y cada uno de ellos recibié la mayor puntuacion
posible. Este pudo haber sido un factor importante que determindé un mayor déficit
neuroldgico en esta linea, aunque es importante sefialar que los infartos de gran
extension se asocian a una alta mortalidad [15]. En el grupo de ratas Wistar,
también hubo un déficit neurolégico importante como expresiéon de un dafio
cerebral.

Debido a la baja mortalidad registrada en la linea Wistar, asi como el desarrollo de
un déficit neurolégico y un infarto cerebral importante, se escogio esta linea de rata

para futuros estudios de neuroprotectores.

La implementacion del modelo de isquemia cerebral focal es de gran importancia
como herramienta en las investigaciones relacionadas con la enfermedad
cerebrovascular, especificamente con la isquemia y el infarto cerebral. Las guias de
conducciéon de estudios preclinicos para el desarrollo de candidatos
neuroprotectores recomiendan con fuerza la inclusion de este tipo de biomodelo en
las evaluaciones de los agentes candidatos ([1,5]). Adicionalmente, este modelo
por su gran similitud y relevancia con relaciéon al infarto cerebral tromboembélico en

humanos es uno de los mas usados por los diferentes grupos de investigacion.

CONCLUSIONES

Se logré establecer el procedimiento quirdrgico para lograr el modelo de isquemia
cerebral focal permanente en ratas.

La linea de ratas Wistar tuvo menor mortalidad y mayor volumen de infarto que la
linea Sprague Dawley.

Se selecciond la linea Wistar para la evaluacion de agentes neuroprotectores en el

modelo de isquemia cerebral focal.
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ANEXOS. Pie de figuras

Tabla 1. Escala de evaluacion del estado neurolégico

Figura 1. Sistema arterial carotideo en la parte ventral del cuello. A) Se distinguen
las arterias: (1) carétida comidn (ACC), (2) carétida externa (ACE) y (3) carétida
interna (ACI). B) La ACC y la ACE se han ligado de forma permanente con sutura

de seda 4/0. En la ACI se ha colocado un microclip y una sutura sin ajustar.

Figura 2. Esquema del arbol vascular donde se observa el filamento en la ACI hasta
bloguear el origen de la ACM (ACC: arteria cardtida comun; ACE: arteria carétida

externa; ACI: arteria carétida interna; ACM: arteria cerebral media).

Figura 3. Férmulas empleadas para el célculo del porciento del volumen de infarto

con respecto al lado contralateral (A) y el porciento de edema (B).

Figura 4. A) Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier. B) Déficit neurolégico para

las dos lineas de ratas estudiadas.

Figura 5. A) Volumen de infarto corregido por el edema B) Porciento de edema para

ambos grupos experimentales.
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ANEXOS.

Tabla 1. Escala de evaluacién del estado neurolégico

Figura 1. Sistema arterial carotideo en la parte ventral del cuello. A) Se distinguen
las arterias: (1) carédtida comun (ACC), (2) carétida externa (ACE) y (3) cardtida
interna (ACI). B) La ACC y la ACE se han ligado de forma permanente con sutura

de seda 4/0. En la ACI se ha colocado un microclip y una sutura sin ajustar.
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Figura 2. Esquema del arbol vascular donde se observa el filamento en la ACI hasta
bloquear el origen de la ACM (ACC: arteria cardtida comuUn; ACE: arteria carétida

externa; ACI: arteria carotida interna; ACM: arteria cerebral media).

Figura 3. Férmulas empleadas para el célculo del porciento del volumen de infarto

con respecto al lado contralateral (A) y el porciento de edema (B).
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Figura 4. A) Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier. B) Déficit neurolégico para

las dos lineas de ratas estudiadas.

Figura 5. A) Volumen de infarto corregido por el edema B) Porciento de edema para

ambos grupos experimentales.
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