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RESUMEN. El desarrollo y estandarizacion de biomodelos de isquemia cerebral para evaluar compuestos
neuroprotectores es una necesidad imperante en numerosos grupos de investigacion. La oclusién de la ar-
teria cerebral media en ratas ha sido uno de los mas empleados, sin embargo, este biomodelo es fuente de
gran variabilidad ocasionada por diferentes factores. El presente trabajo establece las condiciones experi-
mentales éptimas para lograr respuestas confiables y repetibles en nuestro laboratorio, y pueden facilitar
a otros grupos la estandarizacién de este valioso modelo. Las mejores condiciones establecidas fueron 2 h
de oclusion de la arteria cerebral media y 48 h de reperfusion, obteniendo una lesion isquémica caracteri-
zada por evaluaciones conductuales, macroscépicas e histopatolégicas.

SUMMARY. The development of animal models in stroke to evaluate neuroprotective agents is a serious need for
many research groups. The middle cerebral artery occlusion in rats has been one of the most employed, although
this model is associated with a great variability in the results. The present research establishes the optimum ex-
perimental conditions to obtain good experimental results in our model, and it can facilitate to other groups the
standardization of this valuable model. The better conditions established were 2 h of the middle cerebral artery
occlusion and 48 h of reperfusion, obtaining an ischemic injury characterized by behaviour test, macroscopic and

histopathological evaluations.

INTRODUCCION

Los accidentes cerebrovasculares son la ter-
cera causa de muerte y la primera causa de in-
capacidad permanente de los paises desarrolla-
dos, originando altos costos sociales y financie-
ros 1. Aproximadamente el 20% de los pacientes
con isquemia no sobreviven por un periodo su-
perior a 1 mes y la tercera parte de los pacien-
tes llegan a los 6 meses y se convierten en per-
sonas dependientes de otras 2. A pesar de la
elevada incidencia de esta patologia y de sus
graves consecuencias, en la actualidad no existe
un medicamento capaz de revertir o evitar las
secuelas que se presentan durante un ataque ce-
rebral isquémico. Posiblemente esta sea la prin-
cipal razon por la cual la isquemia cerebral en
la practica clinica ha estimulado el desarrollo de

diversos modelos experimentales en sus diferen-
tes formas: global y focal, completa e incomple-
ta, permanente o transitoria, ya sea para estudiar
su fisiopatologia o para probar nuevas medidas
terapéuticas 3.

De los diferentes roedores de experimenta-
cion, ha sido en la rata en la que durante los l-
timos anos se ha obtenido la mas detallada in-
formacion acerca de la organizacion normal de
varios sistemas de neurotransmisores, neuroqui-
mica y neurofarmacologia 45. La oclusion de la
arteria cerebral media en rata, constituye un bio-
modelo ampliamente utilizado para simular los
eventos neuro-fisiopatologicos presentes en la
isquemia cerebral focal en humanos ¢. A pesar
de esto, la complejidad quirdrgica de este mo-
delo, asociado con la alta mortalidad y la nece-
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sidad de contar con equipos y material quirargi-
co especializado, muchas veces constituye una
limitante para la reproduccion satisfactoria del
mismo en nuestros laboratorios.

El presente trabajo estd dirigido a estandari-
zar en nuestras condiciones experimentales el
modelo de isquemia focal en ratas, para que
pueda ser empleado en la evaluacion de firma-
cos neuroprotectores, y al mismo tiempo, que la
informacion generada le facilite a otros grupos
de investigacion, la incorporacion de este bio-
modelo para el estudio de posibles firmacos o
compuestos para el tratamiento de la isquemia
cerebral.

MATERIALES Y METODOS
Animales

En el montaje del biomodelo de isquemia
por oclusion de la arteria cerebral media
(OACM) se emplearon ratas machos de la linea
Wistar, cuyos pesos oscilaron entre 270 a 300 g
de masa corporal procedentes de la colonia de
la UCTB Control Biolégico del Centro de Inves-
tigacion y Desarrollo de Medicamentos (CI-
DEM). Las mismas fueron alojadas en salas con
condiciones de temperatura controlada de 22 *
2 °C, cama con viruta con cambio cada 48 h y
fotoperiodo de 12 h luz y 12 h oscuridad. Fue-
ron alimentados con pienso comercial pelletiza-
do CMO 1000, dieta proveniente del Centro Na-
cional para la Produccion de Animales de Labo-
ratorio (CENPALAB, Habana, Cuba), y agua aci-
dulada a libre demanda. Todos los procedimien-
tos fueron llevados a cabo de acuerdo con las
normas establecidas por el consejo canadiense
para el uso y cuidado de animales de experi-
mentacion 7.

Procedimiento experimental

En el inicio del ensayo los animales fueron
distribuidos al azar en 7 grupos experimentales
siguiendo el esquema de la Tabla 1.

Posteriormente se anestesiaron con una mez-
cla de clorhidrato de ketamina 100 mg/Kg y dia-
zepam 0.3 mg/Kg, por via intraperitoneal. A
continuacioén se les realizé una incision en la li-
nea media de la cara anterior del cuello de
aproximadamente 3 cm a partir de la horquilla
esternal, se expuso la arteria carétida izquierda
comun y se realizé la diseccion de la misma en
sentido cefalico hasta llegar a su bifurcacion y
localizar la arteria cardtida interna (ACI), externa
(ACE), la occipital (AO) y la pterigoidea (AP).

Las arteria cardtida externa (ACE) y arteria
carétida comin (ACC) fueron ligadas mientras
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Grupos Tiempo de Tiempo de Niumero de
p OACM reperfusion Animales
I 1 hora 24 h 10
I 48 h 10
111 72 h 10
v 2h 24 h 10
\% 48 h 20
VI 72 h 10

VIIO (falsos operados) Grupo Sham

Tabla 1. Esquema de distribucién en cada uno de los
grupos experimentales.

que la arteria pterigopalatina (AP) fue clampea-
da. Con una microtijera se realiz6 una pequefna
arterioctomia en la cara anterior de la ACC y se
introdujo lentamente en el vaso un filamento de
nailon 4/0 con la punta ovalada en direccion a
la base del crineo hasta que se observo una pe-
quena resistencia al recorrido del filamento, co-
mo indicativo de la oclusion de la arteria cere-
bral media (ACM). El filamento de nailon fue re-
tirado al cabo de 1 6 2 h, segin el grupo expe-
rimental y posteriormente se suturd la incision.
Durante el periodo de recuperacion de los ani-
males operados se mantuvo una temperatura
corporal constante de 37 °C 389,

Se realiz6 la evaluacion neurologica de los
animales pertenecientes a los diferentes grupos
experimentales, al inicio e inmediatamente antes
del sacrificio. Para ello se emple6 una escala
neurolégica de 6 puntos como sigue 810: 0 =
animales normales, 1 = dificultad para extender
la pata izquierda totalmente, 2 = caminata en
circulo hacia la izquierda, 3 = caida hacia la iz-
quierda, 4 = locomocién no espontanea con de-
presion en el nivel de conciencia y 5 = muerte.

Luego del sacrificio se utilizaron 10 animales
de los grupos correspondientes a 1 h de OACM
con 24, 48 y 72 h de reperfusion y de 2 h de
OACM con 24 y 48 h de reperfusion, mientras
que del grupo correspondiente a 2 h de OACM
y 72 h de reperfusion solo fueron empleados 3
animales. Todos ellos fueron reperfundidos
transcardialmente con 20 mL de solucién salina
a 4 °C, sus cerebros fueron removidos y coloca-
dos a 0 °C durante 30 min.

Pasado este tiempo se realizaron 6 cortes del
cerebro de 2 mm de grosor (+5.20 a -6.30 refe-
rente al Bregma) se colocaron en una solucion
de 2,3,5 cloruro de trifeniltetrazolio (TTC, Sig-
ma) al 2% en cloruro de sodio al 0,9 % a 37 °C
e incubados en la oscuridad durante 30 min. Los
mismos fueron escaneados y analizados con la



ayuda del programa Photoshop, version, 7.0.
Las dreas infartadas (cortical y subcortical) no
tenidas fueron calculadas de manera individual
para cada corte. El volumen de infarto de cada
corte se calculé multiplicando su area por el
grosor del corte (2 mm). El volumen de infarto
total por cada region (cortical o subcortical) fue
obtenido sumando los volimenes individuales
de los cortes de cada una. El volumen de infarto
total fue obtenida a partir de la suma de los vo-
limenes anteriores 39.

A partir de los resultados de drea de infarto,
volumen de infarto y pardmetros neurologicos
evaluados en cada uno de los grupos, se selec-
cion6 el mejor tiempo de oclusiéon y reperfu-
sion. Posteriormente, otros 10 animales fueron
sometidos al mismo procedimiento quirdrgico
bajo las condiciones de oclusion y reperfusion
escogidas, los cuales fueron reperfundidos con
20 mL de formol neutro al 10% con el objetivo
de realizar el estudio histopatolégico de sus di-
ferentes zonas cerebrales (cortes de 6 pm) em-
pleando el método de tincién con Hematoxilina
de Harris regresiva y eosina alcohodlica. Igual
numero de animales del grupo falsamente ope-
rado (Sham) fueron sometidos al estudio histo-
patolégico anterior.

El procesamiento de las muestras fue realiza-
do en un procesador automaitico de tejidos,
marca Histokinette Sakura que contiene doce
vasos: 4 de alcoholes de gradacion creciente
(deshidratacion), 4 de xiloles (aclaracion) y 4 de
parafinas licuada (imbibicion), durante 1,5 h. El
criterio de lectura al observar al microscopio 6p-
tico fue: presencia de dano celular, gliosis, ne-
crosis, edema y pérdida neuronal en diferentes
zonas cerebrales 11. El examen de las prepara-
ciones histolégicas fue realizado por un patélo-
g0, sin la previa informacion acerca de la identi-
ficacion de los grupos. Para ello se utilizé un
microscopio 6ptico Marca Olimpus. Toda la in-
formacion fue procesada en una microcomputa-
dora Pentium 4.

Todas las variables fueron procesadas en el
programa estadistico GraphPad InStat para obte-
ner los valores medios y el error estindar de la
media. Se determiné la distribucion normal de
los datos mediante un Test de Bartlett. Los datos
que mostraron distribucién normal fueron com-
parados mediante un ANOVA de clasificacion
simple y Test de Comparacion Miultiple de Tu-
key-Kramer. Diferencias de p < 0.05 fueron con-
sideradas estadisticamente significativas.

Algunas variables fisiologicas tales como
temperatura corporal, flujo sanguineo cerebral y
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la presion arterial deben ser monitoreadas. Por
falta del equipamiento necesario en el laborato-
rio, en este trabajo fue imposible realizar estas
determinaciones, no obstante, estas considera-
ciones deben ser tomadas en cuenta para la ob-
tencion de resultados mas confiables

RESULTADOS

En la Figura 1 se pone de manifiesto me-
diante la tincién con TTC al 2% el dafno del teji-
do cerebral causado por los diferentes tiempos
de oclusion de la ACM y de reperfusion y en
animales falsos operados. En la misma se obser-
van las fotografias representativas del area cere-
bral de un animal de cada grupo (falso operado;
1 hora de oclusion de la ACM con 24, 48y 72 h
de reperfusion y 2 h de oclusion de la ACM con
24, 48 y 72 h de reperfusion), seccionadas en
seis cortes y tefidas con TTC al 2%. Se puede
apreciar que en el grupo falso operado toda el
area cerebral se encuentra tenida a diferencia
del resto de los grupos donde aparecen indistin-
tamente zonas tenidas en menor o mayor grado.
Las mayores areas de infarto fueron observadas
en los grupos de 2 h de oclusion de la arteria
cerebral media y reperfundidos a las 48 h o 72
h (Fig. 1 F y G, respectivamente), manifestando-
se una extensa drea de infarto que incluye la zo-
na cortical y subcortical.
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Figura 1. Cortes (6) de dreas cerebrales representativa
de cada grupo (sham y con OACM) teiidas con TTC
2%. A: Animales falsamente operados (SHAM), B: Ani-
males sometidos a 1 h de OACM y 24 h de reperfu-
sion, C: Animales sometidos a 1 h de OACM y 48 h de
reperfusion, D: Animales sometidos a 1h de OACM y
72 h de reperfusion, E: Animales sometidos a 2h de
OACM vy 24 h de reperfusion, F: Animales sometidos a
2h de OACM vy 48 h de reperfusion, G: Animales so-
metidos a 2 h de OACM y 72 h de reperfusion.
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En la Figura 2 se representan los valores me-
dios de areas de infarto (medias + desviacion
estandar) de la zona subcortical de los diferen-
tes cortes realizados al cerebro de cada animal
correspondiente a los grupos evaluados (falso
operado); 1 hora de oclusion de la ACM con 24,
48y 72 h de reperfusion y 2 h de oclusion de la
ACM con 24, 48 y 72 h de reperfusion). En la Fi-
gura 3 se muestran los valores medios de las
areas de infarto (media + desviacion estandar)
de la zona cortical de los diferentes cortes reali-
zados al cerebro de cada animal correspondien-
te a los grupos evaluados (falso operado; 1 hora
de oclusion de la ACM con 24, 48 y 72 h de re-
perfusiéon y 2 h de oclusion de la ACM con 24,
48 y 72 h de reperfusion. Las areas de dano ce-
rebral subcortical y cortical correspondientes a
los animales sometidos a 2 h de OACM y 48 h
de reperfusion y a los animales con 2 h de
OACM y 72 h de reperfusion, fueron significati-
vamente mayores (p < 0,05) con respecto a los
cortes del cerebro de los animales del resto de
los grupos experimentales (Figs. 2 y 3).

El volumen total medio de las zonas subcor-
tical y cortical infartadas se representa en la Fi-
gura 4, en la que se puede apreciar un compor-
tamiento similar al obtenido en las figuras de las
areas calculadas (Figs. 2 y 3) donde el mayor
dano cerebral caracterizado por edema se pro-
dujo en los animales sometidos a 2 h de OACM
y 48 6 72 h de reperfusién. El episodio de is-
quemia de 1 h de oclusion y 24, 48 y 72 h de
reperfusion inducido en las ratas de la linea
Wistar tuvo como resultado un volumen de in-
farto de 29,84, 34,48 y 58,38 mm3, respectiva-
mente; en cambio la oclusién de 2 h de la ACM
con los mismos tiempos de reperfusion dio co-
mo resultado un volumen de infarto de 84,36,
294,33 y 587,36 mm3.

El comportamiento de los animales someti-
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Figura 2. Areas medias * error estindar de la media de
la zona subcortical infartada de los diferentes cortes
realizados al cerebro de los animales de cada uno de
los grupos ensayados. (Letras desiguales denotan dife-
rencias significativas en cada uno de los cortes para p
< 0,05). El grupo Sham no present6 drea de infarto.
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Figura 3. Areas medias * error estindar de la media
de la zona cortical infartada de los diferentes cortes
realizados al cerebro de los animales de cada uno de
los grupos ensayados. (Letras desiguales denotan di-
ferencias significativas en cada uno de los cortes para
p< 0.05). El grupo Sham no present6 drea de infarto.
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Figura 4. Volumen total medio de las zonas cerebra-
les subcortical y cortical de cada uno de los grupos
evaluados (Sham, 1 hora de oclusiéon de la ACM con
24, 48 y 72 h de reperfusion y 2 h de oclusion de la
ACM con 24, 48 y 72 h de reperfusion).

dos a los diferentes tiempos de oclusion y re-
perfusion fue evaluado mediante el indice de
dano neuronal (IDN) establecido por Longa et
al. 19, el cual mostré un incremento significativo
(p < 0,05) para las 2 h de OACM dependiente
del tiempo de reperfusion, mientras que el gru-
po sometido a una hora OACM solo mostrd di-
ferencia significativa para el tiempo de reperfu-
sion de 72 h con respecto a las 24 y 48 h de re-
perfusion. En la Figura 5 se observa la ecuacion
de las lineas de tendencia para cada una de las
curvas del indice de dano neuronal (1 y 2 h de
OACM), cuyos coeficientes de correlacion fue-
ron significativos (p < 0,05) con valores superio-
res a 0,9. De los resultados mostrados hasta el
momento se ha podido apreciar que las 6ptimas
condiciones experimentales en cuanto a repro-
ducibilidad del dano isquémico se alcanzaron
empleando un tiempo de OACM de 2 h y un
tiempo de reperfusion de 48 h (Fig. 6).
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Figura 5. Indice de dafio neuronal (IDN) de los ani-
males conl hora de oclusién de la ACM con 24, 48 y
72 h de reperfusion y 2 h de oclusion de la ACM con
24, 48 y 72 h de reperfusion). *Difiere para p < 0,05
con respecto al grupo falso operado (IDN = 0). ** Di-
fiere para p < 0.001 con respecto al grupo falso ope-
rado (IDN=0).

En la observacion microscépica del tejido co-
rrespondiente al hipocampo del cerebro de ani-
males sometidos a 2 h de OACM con 48 de h de
reperfusiéon se identificé la presencia de picno-
sis, edema, areas de necrosis, gliosis y pérdida
de neuronas, en las zonas CAl, CA2, CA3 y gi-
rus dentado. En el grupo de falsos operados no
se presentaron alteraciones visibles (Fig. 7).

DISCUSION

La oclusion de la ACM es la causa mas co-
mun de todos los tipos de isquemia en humano.
La introducciéon intraluminar de una sutura de
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Figura 7. Vista panoramica de un corte de tejido cere-
bral de rata (A) La imagen muestra la zona hipocam-
pal de un animal sometido a 2 h de OACM y 48 h de

reperfusion. (B) Zona hipocampal de un animal falsa-
mente operado. (100 X, H/E).

nailon para ocluir la ACM ha constituido el mo-
delo animal méds ampliamente utilizado para es-
tudiar firmacos neuroprotectores, a partir de la
década del 90. El procedimiento quirdrgico no
requiere craniotomia y muchos de los cambios
fisiopatolégicos originados se corresponden con
los observados en el hombre 12, Bisicamente, la
irrigacion arterial de los hemisferios cerebrales
de la rata es similar a la del humano, cada uno
posee arterias cerebrales anterior (ACA), media
(ACM) y posterior (ACP), que originan ramas
corticales y perforantes 3-10,

Muchos son los factores que pueden afectar
los resultados obtenidos en los biomodelos de
isquemia cerebral por oclusion de la ACM, entre
los mas frecuentes tenemos: la especie y linea
animal empleada, la experiencia de la persona
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Figura 6. A: Tincion con TTC 2% de 6 cortes cerebrales después de 48 h de reperfusion y 2 h de oclusion de
ACM. B: Tincién con TTC 2% de 6 cortes cerebrales de animales falsos operados (Sham) C: Cuantificacion del
area de infarto cortical y subcortical de 6 secciones de cerebro de animales sometidos a 2 h de OACM y 48 h de
reperfusion (** diferencia significativa p < 0.001 con respecto a los animales falsos operados - AFO). D: Volu-
men de infarto total de animales sometidos a 2 h de OACM y 48 h de reperfusion (*** diferencia significativa
p<0.001 con respecto a los animales falsos operados - AFO).
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que lleva a cabo los experimentos, el estrés al
que estin sometidos los animales, el tipo de
abordaje empleado para lograr la oclusion de la
ACM, la temperatura corporal adecuada para la
recuperacion de la operacion, el tiempo de
oclusion y el de reperfusion al que son someti-
dos los animales ©8.

Ginsberg & Busto 13 plantean que los anima-
les genéticamente hipertensos (razas SHR y stro-
ke-prone SHR) son los mas adecuados para de-
sarrollar un mayor tamano de infarto y una me-
nor variabilidad del mismo. Sin embargo, las di-
ferencias morfologicas y fisiologicas respecto a
las lineas normotensas hacen que estos animales
no sean los mas adecuados para el estudio de
terapias neuroprotectoras debido a la posible
variabilidad en la respuesta que pudieran mos-
trar a los tratamientos. En esta investigacion fue
seleccionada la linea de ratas Wistar; ya que se-
gun lo reportado por Fox et al. 14y Pérez 15, es-
ta linea presenta una mayor homogeneidad en
cuanto a tamano de infarto y reproducibilidad,
respecto a la raza Sprague-Dawley. Una posible
explicacion de ello se encuentra en la elevada
variabilidad anatomica de la arteria cerebral me-
dia descrita en ratas Sprague-Dawley 4. Ade-
mas, dentro de las posibles fuentes de variacion,
algunos autores han llegado a indicar la existen-
cia de diferencias en la respuesta a la isquemia
dentro de la misma raza dependiendo del sumi-
nistrador, e incluso entre diferentes envios del
mismo suministrador 16 por lo que se hace im-
prescindible caracterizar previamente a la reali-
zacion de cualquier estudio, el modelo que se
pretende emplear, esto justifica la necesidad de
desarrollo del modelo de isquemia cerebral por
oclusion de la ACM en nuestro laboratorio.

En este trabajo, la oclusion intraluminal fue
realizada con un monofilamento de nailon 4/0,
sutura que coincide con las empleadas por nu-
merosos grupos 39101517 para el mismo modelo
de OACM. La sutura puede ser dejada en el lu-
gar por un tiempo de duracién variable y luego
removida para producir la reperfusion. Las dura-
ciones mas comunes de oclusion de la ACM en
rata son de 60, 90, 120 y 180 min mientras que
los de reperfusion oscilan entre 20 a 72 h poste-
rior a la oclusion 101517.18; ]os tiempos de oclu-
sion (1 y 2 h) y reperfusion (24, 48 y 72 h) em-
pleados en este trabajo se encuentran dentro de
los tiempos reportados.

El TTC es una sal de tetrazolio que es usada
tradicionalmente en la determinacién del volu-
men de infarto inducido en animales de experi-
mentacion a la concentracion de 2% en cloruro
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de sodio al 0.9% por un periodo de 30 min a
temperatura ambiente 1920, Normalmente este es
incoloro, pero cuando reacciona con las enzi-
mas mitocondriales de las células del tejido ce-
rebral (especialmente con succinil deshidroge-
nasa), es reducido produciendo una coloraciéon
roja oscura que tifie la region cerebral no infar-
tada, mientras que el tejido del area infartada
cuyas enzimas mitocondriales se encuentran da-
fiadas, no es tenido y permanecen blancas
(blanco palido), resultando un excelente con-
traste entre las dreas cerebrales infartadas y las
que permanecen intactas 2!. Esto permite calcu-
lar el drea y volumen de infarto inducido en lo
animales sometidos a la OACM en el presente
modelo. Su uso es recomendado entre 6y 72 h
después de la isquemia. Cuando es usado antes
de las 6 h posterior a la induccion de la isque-
mia, esta técnica no refleja de forma segura toda
la extension del tejido danado, porque la des-
truccion de las enzimas mitocondriales requie-
ren tiempo 22, aunque en experiencias realiza-
das por Tatlisumak et al. 23, observaron que el
TTC puede ser usado confiadamente 4 h des-
pués de la oclusion de la ACM tanto en los mo-
delos de isquemia transitoria y permanente.
Después de 72 h, el volumen de infarto determi-
nado por la tincion de TTC puede ser desesti-
mado porque varias células se infiltran hacia la
periferia de la region infartada y las enzimas mi-
tocondriales en estas células reaccionan con el
TTC produciendo un oscurecimiento en los bor-
des infartados resultando un falso positivo en el
ensayo realizado. En el presente trabajo, los
tiempos de reperfusion evaluados en el modelo
de oclusién transitoria de la ACM en ratas, fue-
ron de 24, 48 y 72 h después de cada uno de
los tiempos de oclusion (1 y 2 h), por lo que los
resultados obtenidos son confiables en la estan-
darizacion del modelo en nuestro laboratorio
segin lo recomendado por Liszczak et al. 22 y
Tatlisumak et al. 23.

El patrén mas consistente de muerte celular
en el modelo de OACM sigue una progresion
bien descrita de infarto temprano en el estriado
y mds tarde en la corteza dorsolateral. Posterior-
mente al transcurso de los cinco min causa la
muerte de casi todas las neuronas de las células
piramidales CA1l, mientras que después de 20
min causa la muerte celular en neuronas CA3 vy
con menor efecto sobre células del gyrus denta-
do en el hipocampo ¢23. El infarto en el estriado
es mayormente necrdtico y ocurre rapidamente,
no responde a la mayoria de los agentes neuro-
protectores administrados después del procedi-



miento. El infarto en la zona cortical es mucho
mas retardado, incluye una apertura prolongada
y bifasica del flujo sanguineo cerebral y contie-
ne muchas menos células muertas que en el in-
farto el estriado 26. En la OACM con reperfusion,
el estriado permanece densamente isquémico,
en cambio el control del flujo sanguineo en la
corteza retorna cercano a su valor 20, Por tanto
en la OACM el infarto del estriado es un nucleo
isquémico y el infarto cortical es una region de
retardo con muerte neuronal progresiva o una
penumbra isquémica 8. En el estudio ejecutado
se observa que a medida que se avanzan en los
cortes realizados, a partir del Bregma, y poste-
riormente teniidos con TTC al 2%, los danos so-
bre las estructuras anteriormente descritas, se
van haciendo mas evidentes, principalmente en
el grupo de animales sometidos a 2 h de oclu-
sion de la ACM con 48 y 72 h de reperfusion
cuyos dafos fueron mayores. En cambio, en los
grupos de animales sometidos a 1 hora de
OACM seguidos de 24, 48 y 72 h de reperfu-
sién, se observo que los dafos se circunscribie-
ron fundamentalmente a la region cortical en
cada uno de los cortes, igual comportamiento
mostraron los animales sometidos a 2 h de
OACM con 24 h de reperfundidos, lo que habla
a favor de una menor reproducibilidad del bio-
modelo, dado el grado parcial de dano isquémi-
co.

Al someter ratas de la misma linea que la
nuestra a 90 min de isquemia por OACM y 72 h
de reperfusion, Pérez 15 obtuvo como resultado
un volumen de infarto de 185,7 mm3, mientras
que Aspey et al. 27, utilizando un tiempo de
oclusion de 2 h seguido de 22 6 70 h de reper-
fusion obtuvieron un valor de 151,7 mm3 y
238,0 mm3, respectivamente. Los resultados ob-
tenidos demuestran que el tiempo de reperfu-
sion incrementa el tamano del infarto.

En trabajos realizados por Pérez 15 utilizando
2 h de OACM, se encontré una mortalidad post-
quirdrgica cercana al 40%, mientras que ASPEC
27 no reportd mortalidad para el mismo tiempo.
En nuestro estudio no se obtuvo mortalidad en
los grupos con 1 hora de oclusion, ni en los de
2 h de oclusion seguido de 24 y 48 h de reper-
fusion, en cambio en el grupo de animales so-
metidos a la OACM de 2 h y 72 h de reperfu-
sion el porcentaje de mortalidad fue de un 70%,
este resultado puede estar relacionado con un
mayor tiempo de exposicion de las diferentes
areas cerebrales a los agentes neurotoxicos des-
pués de la repercusion 28-32,

Lipton ¢ plantea que luego de un episodio is-

Latin American Journal of Pharmacy - 28 (1) - 2009

quémico, el infarto comienza en el nucleo, pero
después de 6-24 h en caso de que el dafio con-
tinde este se incrementard a la region de pe-
numbra. Pasado un dia este continuara crecien-
do, y entre 24 y 72 h se incrementara alrededor
de un 30%. Entre 10 y 20 min de isquemia tem-
poral se produce en la zona del nicleo un es-
parcimiento de neuronas muertas, mientras que
una hora conduce al infarto. El desarrollo del
infarto en la zona de penumbra se desarrolla
cuando la oclusion es posterior a las 2 h. En es-
te trabajo se puso a relieve que a medida que
aumenta el tiempo de reperfusion con una oclu-
sion de 2 h el drea de infarto tanto cortical co-
mo subcortical se va incrementando. Los déficit
conductuales producidos por la isquemia pro-
vienen del dano neuronal de circuitos especifi-
cos de una funcion determinada del cerebro. Es
importante destacar que el tamano del infarto
producido debe ser enfocado de forma inde-
pendiente de los circuitos que fueron danados
18, Ginsberg 3% menciona la necesidad de rela-
cionar la severidad y duracion del déficit neuro-
logico después de la isquemia cerebral experi-
mental y especialmente los efectos de la reper-
fusién. Lo anteriormente expuesto es posible
corroborarlo en el estudio realizado, en el cual,
las ratas sometidas respectivamente a 1y 2 h de
oclusion seguido de 24, 48 y 72 h de reperfu-
sion, mostraron IDN segun lo detallado en la Fi-
gura 5. Las manifestaciones correspondientes a
la locomocién no espontinea con depresion en
el nivel de conciencia fueron los que se pusie-
ron de manifiesto en mayor cuantia en el grupo
de animales con 2 h de oclusién seguida de 48
h de reperfusion, mientras que en los animales
con 72 h de reperfusiéon mostraron una elevada
mortalidad como anteriormente se explico. Cabe
resaltar que en el inicio del experimento, los
animales de todos los grupos evaluados presen-
taron comportamientos conductuales y locomo-
tores normales. Las evaluaciones realizadas de-
mostraron que el esquema de tratamiento de 2
h de OACM vy 48 h de reperfusién resulté ser el
que mejor reproduce el dano isquémico en
cuanto area y volumen de infarto, indice de da-
fio neuronal y supervivencia de los animales pa-
ra nuestras condiciones experimentales por lo
que fue seleccionado para el andlisis histopato-
logico de su tejido cerebral de esa forma culmi-
namos la estandarizacioén del biomodelo.

La isquemia focal produce una extensa area
de dano neuronal caracterizado fundamental-
mente por necrosis, en la que la muerte neuro-
nal es acompanada por gliosis, muerte de célu-
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las vasculares y pérdidas de elementos celula-
res, aspectos que fueron observados en el pre-
sente estudio histolégico de los animales some-
tidos a 2 h de OACM con 48 h de reperfusion.
En la fase temprana, la espongiosis y el incre-
mento de la celularidad son rasgos prominentes,
las neuronas aparecen truncadas. En la fase tar-
dia las neuronas estin irreversiblemente dafa-
das y aparecen eosinodfilos. Los resultados del
estudio histopatoldgico realizado al grupo de
animales, coinciden con los reportados por
otros grupos 11,24,

Nuestros resultados muestran tanto la meto-
dologia empleada como las condiciones experi-
mentales necesarias para lograr respuestas re-
producibles y confiables, asi como propias de
un proceso hipoxico después de la oclusion de
la ACM en ratas. Segin nuestros hallazgos, en
las condiciones experimentales de nuestra
UCTB, los mejores resultados se logran emple-
ando un tiempo de oclusion de la ACM de 2 h'y
un tiempo de reperfusion de 48 h.
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