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1. RESUMEN

La isquemia cerebral es una alteracion hemodinidmica que resulta en una rcduccién del flujo
sanguineo cerebral y con ello, en la suspension transitoria del aporte de oxigeno y glucosé al cerebrb.
Esta condicion da lugar a un conjunto de fenémenos capaces de provocar dafio cercbral: ahcmcién de
los mecanismos de transporte de jones a través de la membrana ante la faita de energia, liberacion
masiva de neurotransmisores excitadores, produccién de radicales libres, inhibicién de  sintesis
proteica, acidosis intracelular, despolarizaciones espontincas repetitivas, inflamacién, mecanismos de
apoptosis y alteraciones en la reparacién del ADN. De esta manera, si la isquemia se mantiene por
varios minutos, causa dafio irreversible a diversos grupos neuronales de regiones cerebrales
especificas, cuya magnitud varfa de acuerdo a la vulnerabilidad selectiva de estos grupos neuronales,
asf como a la severidad y duracién de la isquemia. Entre las células méas vulnerables a la isquemia
cerebral se encuentran las neuronas piramidales del drea CA1 del hipocampo. Existe una variedad de
modclos de isquemia cercbral global aguda en animales de experimentacién. Entre ellos, el modelo de
“oclusién de los cuatro vasos™ en la rata ofrece varias ventajas. El modelo de oclusion de los cuatro
vasos ha sido modificado por diferentes autores a partir de la descripcion original, en el intento de
obtener resultados de dafio cerebral mis reproducibles y predecibles, asi como de reducir la mortalidad
de los individuos. Este modelo se implementd en el laboratorio con diversas variantes a fin de
seleccionar ef procedimiento mas adecuado en fincién de los requerimientos experimentales, Las
variantes fueron: Grupol) ¢l modelo tal como sc describi6 originalmente con periodos de 30 minutos
de oclusion de las carétidas; Grupo 2) el modelo modificado en el que se limita la circulacidn colateral
hacia el cerebro por compresion de la musculatura cervical, con periodos de oclusidén de 13, 20 0 30
minutos; Grupo 3) el mismo modelo con limitacion de la circulacion colateral, con 13 o 20 minutos de
oclusién, pero bajo anestesia con halotano; Grupo 4) el modelo de isquemia breve repetida, de 3 x°3;
consistente en tres episodios de 3 minutos a intervalos de una hora. Se utilizaron 162 ratas macho de

400 a 550 g de peso corporal, que se asignaron al azar a cada uno de estos grupos. Se evaluaron Y



compararon entre los grupos los porcentajes de sobrevivencia de los animales, la duracién del periodo
de inconsciencia post-isquemia y el grado de dafio en las neuronas piramidales del drea CA1 del
hipocampo. En el grupo 1, 30 minutos de oclusion de las cardtidas sin comprimir la musculatura
cervical para limitar la circulacion colateral al cerebro no provocd una isquemia severa ya que la mayor
parte de los animales no perdieron la conciencia durante ni después de la oclusion, ni tuvieron dafio
neuronal en CAl, resultado que si se obtuvo en los animales en los que se realizé la compresion
muscular (grupo 2). No se encontré una relacién directa entre la duracion del periodo de oclusion de
las cardtidas y la duracién de los periodos de inconsciencia post-isquemia o el grado de dafio en el
hipocampo. En cambio, la duracién del periodo de inconsciencia post-isquemia fue un buen indicador
del dafio cerebral, ya que ratas con periodos de inconsciencia post-isquemia menores a 10 minutos no
tuvieron dafio en el hipocampo (grado 0) o este fue moderado (grado 1) y ratas con periodos de
inconsciencia mayores a 30 minutos tuvieron una alta mortalidad (55 a 75%) y un daio neuronal mis
severo (grado 2 o 3 en 77% de los sujetos). Trece minutos de oclusién provocaron periodos de
inconsciencia post-isquemia de 9 a 38 minutos y dafio neuronal moderado pero consistente en todos los
animales (grado 1 en el 67% y grado 2 cn el 33% de las ratas) en tanto que 20 o 30 minutos de
oclusion provocaron periodos de inconsciencia post-isquemia mis variables (0 a 120 minutos) y un
dafio neuronal también mds variable (0 a 3). Trece o 20 minutos de oclusién dc las cardtidas bajo
anestesia con halotano (grupo 3) provocaron periodos de inconsciencia post-isquemia y grados de dafio
en cl hipocampo similares a los obtenidos luego de periodos de oclusion de duracion similar, sin
anestesia (grupo 2), pero provocaron una menor mortalidad de los sujetos (5%). El modelo de isquemia
breve repetida (3 x 3) no provocd una isquemia severa, ya que no se encontré dafio ncuronal
significativo en el hipocampo. De los resultados se concluye que ¢l modelo de 13 minutos de oclusion
de las carétidas sin anestesia y limitando la circulacion colateral al cerebro mediante ta compresion de
fa musculatura cervical es el mas adecuado para provocar un dailo consistente en el drea CAl del

hipocampo. pudiéndose utilizar en estudios de neuroprotecceién,



2. INTRODUCCION
La isquemia cerebral es una alteracién Hemodinémica resultante de la reduccién de los valores

de flujo sanguineo cerebral por debajo de 10'm]/min/I(;10 gﬂz-je léjido y con cllo la suspensidn transitoria
del aporte de oxigeno y glucosa al cerebro. Si ésta es mantenida por varios minutos, causard dafo
irreversible a diversos grupos neuronales de regionéspcreb’raics especificas, cuya magnitud variara de
acuerdo a la vulnerabilidad selectiva de estos ‘g\fupos' neuronales, a la severidad y a la duracién de la
isquemia. El mecanismo descncadenado pdr la isquemia puede ser modificado por la aplicacion
oportuna de procedimientos fisicos o farmacolégicos eficaces contra el dafio neuronal (Nakano y cols,
1990; Cotrell, 1995; Siesjo y cols, 1995; Roine, 1997; Sarraf-Yazdi, 1999).

La isquemia cerebral global estd asociada con situaciones como el paro cardiaco, en el que todo
el érgano cercbral se encuentra en hipoperfusion, o bien situaciones en las que existiendo una isquemia
regional amplia, no es posible el {lujo sanguineo colateral hacia los tejidos isquémicos. La isquemia
focal, por su parte, se reficre a la oclusion de una arteria distante al circulo de Willis tal como la arteria
cerebral media, de modo que en este tipo de isquemia, localizada en un drea mds restringida, puede
existir flujo sanguineo colateral en la periferia (drea de penumbra) y los tejidos cerebrales presentan

diferentes grados de hipoperfusion y por lo tanto, de dafio neuronal (Sarraf-Yazdi, 1999).

Fisiopatologia de Ia isquemia

El cercbro es un érgano complejo cuya integridad funcional y morfoldgica no ¢s compatible con
un evento isquémico, debido a sus reservas limitadas de glucosa y a su alto requerimicento de este
compucsto para ¢l aporte de encrgia necesaria para mantener sus funciones y su metabolismo (Wagner
y Lanier, 1994). Diversas investigaciones han mostrado que numerosos fendmenos criticos determinan
¢l dafio cercbral provocado por la isquemia (Figura 1), algunos de los cuales ocurren durante los

primeros minutos de isquemia y otros posteriormente, en el transcurso de la reperfusion, Entre los

fenémenos inmediatos provocados por la isquemia estdn la falta de energia, la liberacién masiva de



neurotransmisores excitadores y la apertura de canales idnicos que pertun;ban la homeostasis cclular,
Fenémenos subsecuentes comprenden al edema celular citotéxico, produccién de radicalcsi libres,
inhibicién de sintesis proteica, acidosis intrace]ular, despolarizaciones esponiéﬁcas repetitivas,
inflamacidn, inicio de procesos dec apoptosis y alteraciones en la reparaci‘()n:del ADN (Hara y cols,

1993; Siesjo, 1995; Sarraf-Yazdi, 1999).

ISQUEMIA® (4 glucosa; 4 0,)

Despolarlzaclén :

TAc. Lactico
T[Na+]| [Cl] ; [H+])i

[Fe++ libre)

: Radlca!es libres

Proteolisis  Dano glial
- reparacion o 'dafo : L -

. . _“Radlcales libres
. "Recuperacién 7 LT

e Dafio Vlrre’vke'i'slble‘ Modit. de Putsineln, 1692

FIGURA 1.  Fisiopatologia de la isquemia (Modificado de Pulsinelli, 1992.)

El dafio ncuronél ocurre nl’m cuaﬁdo él'ﬂuja sdngu;'néd c&fcﬁfa] y. cl suminislro de encrgia se
hayan restaurado de<pues del episodio dc lsquemm, dc modo que ln fa]tn dc cnergla no'es la causa
inmediata de la muerte celular pero si es el fenomcno quc inicia los mecanismos que conduccn al dafio
neuronal irreversible y que una vez mu:mdos. conlmuan su desarrollo hasta culmmar ¢on la muerte

neuronal (Pulsinelli, 1992).



La magnitud de dichos fendmenos fisiopatolégicos depende también de la duracion del periodo
de isquemia, algunos de los fendmenos de dafio se manifiestan de inmediato y dan origen a la muerte
neuronal temprana que ocurre en las primeras 5 horas post-isquemia mientras que otros fendmenos se
hacen evidentes al cabo de horas o dias posteriores a la isquemia y participan en la muerte neuronal por
maduracién (5 o 24 horas post-isquemia) y muerte neuronal retardada (1 a 7 dias post-isquemia). Un
periodo de isquemia menos severo o ¢l hecho de que algunos grupos celulares poscan una menor
vulnerabilidad permite la sobrevivencia neuronal (Pulsinelli y cols, 1982; Susuki y cols, 1985; Kogure
y cols, 1988; Murakami y cols, 1997).

Las consecuencias iniciales de la falta de energia son las alteraciones de la actividad de diversos
mecanismos intercambiadores de jones a través de la membrana, dependientes de energia, que
normalmente mantienen los gradientes de sodio, potasio y calcio intra ¥ extracelulares y con ello el
potencial de membrana en las ncuronas; su altcracion provoca un desbalance i6nico y la
despolarizacién membranal (despolarizacion andxica) (Hansen y Lundbaek, 1989; Wagner y Lanier,
1994; Hara y cols, 1993). El gradiente de sodio a través de la membrana, por ejemplo, es necesario
para cl transporte de otros iones mediante la actividad de los intercambiadores Na+/H+ y Na+/Ca++ de
modo que durante la isquemia ingresan sodio y calcio en forma masiva al interior de la célula, a través
de canales dependientes de voltaje. El ingreso masivo de sodio atrae al cloro al interior de la neurona
con lo que aumenta la osmolaridad y sc origina la entrada de agua (edema celular) y eventualmente la
ruptura de la membrana celular (Mitani y cols, 1994). La despolarizacién anéxica también provoca la
liberacion de neurotansmisores incluyendo a los aminodcidos excitadores glutamato y aspartato por un
mecanismo dependiente de calcio o a través del funcionamiento inverso de sus transportadores (Hansen
y Lundback, 1989; Haddad y Jiang, 1993; Mitani y cols, 1994). Estos neurotransmisores actian sobre
receptores especificos de alta afinidad como los receptores ionotrépicos NMDA (N-metil-D-aspartato)
y AMPA/kainato (dcido o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico), asi como. con los

receptores mctabotropicos (mGluR). La interaccion de los aminodcidos excitadores con los receptores




NMDA provoca e} ingreso de calcio, en tanto que la interaccién con los receptores AMPA resulta en
un ingreso masivo de sodio, a través de canales i6nicos asociados a estos receptores.

El calcio intracelular también se incrementa por su liberacién a partir de las pozas intracelulares
(Choi, 1987). El incremento de calcio intracelular puede desencadenar varios fenémenos de daiio al
activar diversas enzimas: fosfolipasas A2 que hidrolizan a los fosfolipidos que forman parte de la
membrana celular incrementando la cantidad de 4cidos grasos libres como el dcido araquidénico,
protecasas que destruyen proteinas estructurales y funcionales, Ja sintasa del 6xido nitrico con lo que se
inician algunos mecanismos de daiio por radicales libres de oxigeno al ocurrir la reperfusién y
nucleasas que daiian las cadenas de los dcidos nucleicos, fendmenos que en su mayoria determinan la
muerte celular por necrosis (Sicsjo, 1995; Sarraf-Yazdi, 1999). Adicionalmente, se induce la expresion
de genes especificos que dan lugar a la sintesis de proteinas que pueden actuar como factores de
transcripcion para la sintesis de RNA’s y proteinas aparentemente relacionadas con procesos de

reparacién o bien con fendmenos de muerte neuronal tardia o de apoptosis (Sarraf-Yazdi, 1999).

Alteraciones vasculnres

Al concluirel péh’édo de isquemia se prcscntén‘ a]leraciones vasculares que originan cambios en
el flujo sanguineco ccrebral.' La hiperemia es uineylifas'c brevcbdc aumento del flujo sanguineo que se
presenta al elimiﬁarsé ¢l bloqueo vascular, Esta es ,s‘cguida‘porv un largo periodo de hipoperfusién post-
isquemia y un fendmeno de no. reflujo que pucdén—oéurﬁr aln cuando se hayan restaurado las
condiciones adecuadas para la reperfusién y oxigcnacién cercbral, La hipoperfusion resulta de una
depresion metabolica cerebral quc;‘ocurrc dcspuc_':s de ‘la isquemia y que se acompafia de falia de
reactividad vascular para llevar al cabor los ajusfcs \'aéomolorcs compensatorios, asi como de una
obstruccién microvascular. El f'ehén;lqh'o'de no rcﬁujo sc refiere a la reperfusion incompleta del tejido

cercbral al terminar el periodo de isquemia, Este fendmeno se debe a varios factores: aumento de la

viscosidad de la sangre, compresion microcirculatoria por el edema perivascular de las células giiales,



formacién de microvellosidades endoteliales, incremento de la presién intracrancal, hipotensién arterial
post-isquemia y coagulopatia vascular diseminada. El fenémeno de no reflujo incrementa su duracién

al prolongarse ¢l periodo de isquemia (Hossman, 1990; Davies y Hagen, 1993),

f\’ulncrabilidnd sclectiva

No todas las dreas cerebrales y todos los tipos ce]ularcs son igdﬁlrﬁente dafiados por la isquemia.
‘Entre las ncuronas mds vulnerables a la isquemia cerebral se éncﬁchtran las neuronas piramidales del
Cuerno de Ammion del hipocampo (CA), cn particular las regiones ‘(;..‘AI y.CA4, las neuronas espinosas
medianas de la porcion dorso lateral del cuerpo estriado, las neuronas de la pars reticulata de la
substancia negra, las neuronas de las capas IIl y V de la corteza prefrontal cerebral y las células de
Purkinje del cerebelo. V '

Se ha propuesio que la vulnerabilidad selectiva esta relacionada con la abundante inervacién :
excitadora que reciben estas neuronas. En las dreas vulnerables se ha descrito la presencia de ‘unar
mayor cantidad de receptores NMDA (N-mclil-D-Aspanato), a ‘AMPA/kainato 'y -a quiscualato
respecto a las dreas de menor vulnerabilidad (Wieloch, 1985). De este modo el dafio provocado por la
isquemia resulta de la excitotoxicidad causada por la liberacion presindptica masiva de
ncurotransmisores excitadores (glutamato y aspartato) o de la liberacién glial a través de los
transportadores de aminodcidos cxcitadores, que despolarizan intensamentc a estas neuronas causando
un scvero desbalance entre las entradas excitadoras e inhibidoras a las neuronas. La duracién del
periodo de isquemia influye también en Ia vulnerablidad de las estructuras cercbrales, por cjemplo
algunas cstructuras que no se daian con un periodo de 5 minutos de isquemia, si presentan un dafio .

cuando la duracion del periodo de isquemia se incrementa (Wieloch, 1985; Kogure y cols, 1988).



- Modeclos de isquemia cerebral global en diferentes especies

Se ha desarrollado una diversidad de modelos experimentales de isquemia cerebral global aguda
en la busqueda de aquél que reproduzea de manera mds adecuada las condiciones que se presentan
espontineamente cuando un individuo sufre una isquemia global por paro cardiaco, por arritmias o por
una hipotensién severa, de modo que permita estudior la fisiopatologia de esta condicion y las
alternativas de reducir ¢l daflo. Por otra parte, se busca que el modelo sea altamente reproducible,
accesible metodologicamente, econémico y que permita realizar diversas evaluaciones funcionales y
morfolégicas del dafio como para permitir una evaluacidn precisa de su magnitud asi como de la
posible accion neuroprotectora de un procedimiento terapéutico o de un farmaco.

Se han desarrollado modelos de isquemia cerebral global en algunas especies de primates,
mediante la aplicacién de torniquetes pedidtricos colocados alrededor del cuello en los que se aplica
una presion de 1,500 torr (1,500 mm Hg) para provocar isquemia por compresion de las principales
arterias que llevan flujo sanguineo al cerebro (Bleyaert y cols, 1978; Gisvold y cols, 1984). Este tipo
de modelo experimental ha sido poco utilizado por motivos éticos y econémicos,

Se han utilizado modelos de paro cardiaco por compresion de los principales vasos de acceso al
corazon en ratas (Ito y cols, 1975), asi como paro cardiorrespiratorio por fibrilacion ventricular en
gatos (Todd, 1982; Cervantes y cols, 1989). Sin embargo, estos procedimicntos requieren una
instrumentacién precisa durante la realizacion de los cxperimentos, consistente en la aplicacién de
ventilacion mecdnica controlada y en el registro continuo de la presion arterial y del EEG para' la
validacién del paro cardiaco y de su recuperacion, asi como el registro periddico de los gases (O, y -
CO:) en sangre para la correccion oportuna de la acidosis luego de los procedimientos de ;éanin1acién.
Esta instrumentacion no es siempre accesible y ademds requiere de la participacién de mas de tres
personas en el momento del experimento. Por otra parte, los estudios en gatos y en perros, ademis de

que son mas costosos que los estudios en roedores y de avance mds lento por la imposibilidad de



trabajar simultdineamente con grupos de varios animales, se han visto limitados recientemente por las
normas €ticas de utilizacidn de animales de laboratorio.

Entre los modelos de isquemia global en roedores, el de uso mids comin en las pasadas décadas
ha sido el de la ligadura de las arterias car6tidas en el gerbo por uno o varios periodos de 3 a 5 minutos
(Kirino, 1982; Kirino y cols,, 1985; Shuaib y cols, 1992). La exposicién de los gerbos a episodios
repetidos de isquemia a intervalos de una hora incrementa el dafio neuronal en comparacién con el
provocado por un episodio unico (Kato y cols, 1989; Tomida y cols, 1987). Este rocdor, en un
porcentaje importante de los individuos, no presenta comunicacién arterial entre ambos heﬁ‘lisferios
cercbrales al carecer det poligono de Willis por ausencia de las arterias comunicantes posteriores. De
este modo, se le utilizd inicialmente con la intencién de provocar isquemia global en un hemisferio
dejando al otro hemisferio como testigo. Sin embargo, dado que esta falta de circulacién
interhemisférica sélo se presenta en un 60 a 70% de los individuos, se dej6 de utilizar este modelo para
provocar isquemia hemisférica. Por otra parte, dada la limitada posibilidad.de. realizar. pruebas
funcionales y conductuales en esta especie en comparacién con la rata y dada’la frecuencia con la que
se prescntan crisis convulsivas, que inducen a su vez un daflo neuronal pdiciqndl al provocadé por la
isquemia. Por estas razones, el empleo del gerbo como modelo de isquemia cerebxjal gldbal se ha visto

reducido en los afios recientes (Hunter y cols, 1998).

Modclos de isquemia global en ratas por dclusfén dke lo; éuhtro vasos

El modelo de isqucymia cerebral global en roedores que parece ofrécer las mayores ventajas en
cuanto a su mangjo, a la accesibilidad del procedimiento quirtirgico y a la posibilidad de experimentar
simultineamente con varios animales, ademas de ofrecer la posibilidad de realizar una serie de
cvaluaciones funcionales en los individuos, es el llamado “modelo de oclusién de los cuatro vasos” en

ratas. Este ticne adicionalmente la ventaja de que, cuando se provoca cl episodio de isquemia en el



animal sin anestesia, permite verificar en forma directa, no invasiva, a través de la pérdida de la
conciencia, la scveridad de la isquemia (Pulsinelli y cols, 1979; 1982; Capdcville y cols, 1984).

Sin embargo, este modelo, en los diferentes laboratorios que describen su empleo para estudios
de neuroproteccion, ha sido modificado (Kameyama y cols, 1985; Pulsinelli y Buchan, 1988; Sugio y
cols, 1988; Nakano y cols, 1989; Schmidt-Kastner y cols, 1997; Herguido y cols, 1999) para permitir
su realizacion dentro de las condiciones mas adecuadas que den como resultado efectos consistentes y
reproducibles buscando ademas el menor porcentaje de mortalidad posible de los sujetos.

Por ejemplo, el grupo de Pulsinelli, luego de describir resultados exitosos con su modelo original
(Pulsinelli y cols, 1979), propuse una modificacion consistente en la compresion de la musculatura
paravertebral y cervical durante el periodo de oclusion de las carétidas (Pulsinelli y Buchan, 1988) con
la finalidad de limitar e! flujo sanguineo al cercbro a través de circulacién colateral localizada entre
esos musculos y lograr una isquemia mds severa. Algunos autores sugicren el empleo de anestesia
durante el episodio de isquemia para reducir la incidencia subsecuente de crisis convulsivas
generalizadas (Schmidt-Kastner y Freund, 1991; Schmidt-Kastner y cols, 1997) y para contrarrestar ¢l
aumento de la presion arterial que ocurre ante la oclusion de las cardtidas y que permite un aporte
suficiente de flujo sanguinco al cercbro a través de la circulacién colateral, impidiendo el dafio
neuronal. Otros grupos de investigacion utilizan un modelo de oclusién de dos vasos (cardtidas) o de
cuatro (vertebrales y cardtidas) en condiciones de hipotension por cl retiramiento de un volumen de
sangre durante el periodo de oclusién de las cardtidas y su restitucion posterior (Beck y cols, 1993;
Mcbean y Kelly, 1998). Owros autores exponen los animales a episodios cortos, no letales de isquemia
repetida por tres o mas veces a intervalos de una hora (Nakano y cols, 1989), en un modelo similar ai
que se utiliza en gerbos (Kato y cols, 1989).

Estos modelos, ademds de proporcionar informacién precisa ;nc'erca de’la’ ﬁsiohatologia de 15 N

isquemia, permiten definir condiciones controladas del episodio de isquemia cerebral que provoquen




un dafio predecible que se pueda utilizar como punto de comparacién para la evaluacion de agentes

neuroprotectores.

Agentes neuroprotectorcs

Existen CDndlClOnCS que pcm‘ulcn tolerar, dentro de ciertos limites, las COndlCIODES impuestas
por la falta de oxigeno y glucosa en el cerebro. Asi, sc ha demostrado que la hlpogcmnn ;educe el dafio
provoéado por la isquemia (Busto y cols, 1987; Clifton y cols, 1989; Moller y cols, 1989; Minnn;uisawa
y cols, 1990). La protecciéon cjercida por 4-8°C de hipotermia en modclds ‘de isquemia es
substancialmente mayor y mds consistente que la proteccién atribuible a ngcnlcsy‘fannacolégicos
(Clifion y cols, 1989). Por lo tanto, para que los modelos de isquemia en gerbos 'y en ratas puedan ser
empleados en la evaluacién de farmacos, la temperatura cerebral y corporal néccsita ser registrada y
mantenida cuidadosamente dentro de valores normales, especialmente durante el periodo de isquemia
(Busto y cols, 1987; 1989). Una reduccién de la temperatura corporal a 35 °C o menos, durante y en ‘lns
primeras horas posteriores a un episodio de isquemia, reduce signi»ﬁ;:aliy‘an?eme, el dafio a l:;s neuronas
piramidalcs del hipocampo. : P B ‘f" i e :

La administracién previa o inmediata (dentro de los pnmeros 60 mmutos a an' del ep' Dle de

isquemia-anoxia) de fiarmacos que disminuyan o comrarrestcn uno o vanos dc los mccamsmos

fisiopatologicos dependientes de la duracion de la |squcm1n anoxia puede rcducnr cl daﬁo ncurorml
Con cste objetivo se han utilizado agentes anestésicos gcneralcs que rcduccn la tasa metnbohcn yel
consumo de oxigeno, bloqueadores de los canales de calcio, annconvu]sxvos, farmncos que reducen la
liberacién de neurotransmisores excitadores, antagonistas de los reccptox"cs de glulam;no, agonistas del
receptor GABA,, incluyendo esteroides sintéticos y naturales, asf como antagonistas de receptores de
opioides y agentes antioxidantes. (Hallmayer y cols, 1985; Shapiro, 1985; TCtrzrg'a'ntcs y cols, 179879;
1995; Johansen y Diemer, 1991; Kenneth, 1994; Shuaib y cols, 1995; Cotrell, 1995; Jiang y ;:ols, 1996;

Gonzilez-Vidal y cols, 1998; Letechipia-Vallejo y cols, 2001; Cervantes y cols, 2002),




3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLENMA

En la literatura se han descrilo diversas variantes del “modclo de oclu;ién de los cuatro vasos™
para inducir isquemia cercbral global aguda en la rata. Sin embargo, no existe un acuerdo en las
consecuencias que dichas variantes pueden tener en la magnitud del dafio observado en la poblacidén
neuronal de estructuras cerebrales especificas y en diversos aspectos funcionales del sistema nervioso.
Por ello, es de la mayor importancia para la linea de invéstigacion de nuestro laboratorio, referente al
estudio de compuestos neuroprotectores, establecer de la manera mis precisa las consecuencias de las
variantes del modclo de oclusién de los cuatro vasos, en la poblacién neuronal de las estructuras

cerebrales mas vulnerables a Ja isquemia.

4. OBJETIVO GENERAL

Comparar la efectividad de diversas variantes del modelo de isquemia cerebral global aguda poby
oclusién de los cuatro vasos en la rata, que permitan la sobrevivencia de los sujctos a largo p]az;) y ql;\t
provoquen dafio sc\'t;ro dela ;:apa de ﬁeuroﬁns pil;a'midalcs del cuerno de Ammon (CA) del hiporcan}po.

"'Orb_:icli'\r'rc;s es’p'ckc'iﬁcbvs‘ ' 3

Comparar el cfccl‘o de cuatro variantes del modelo de isqucmia cércbral ‘global ‘agud‘a por
oclusién de los cuatro v;.\sos en la rata, sobre la sobrevivencia de los sujetos, sobre ¢l éumplimicnto de
los criterios de severidad de la isquemia (pérdida de la conciencia durante el épisddio de isqﬁcmin y'
duracidn del periodo de inconsciencia post-isquemia), asi como sobre la sobrcvivcﬁcia dé la pobl’acién

de neuronas piramidales del drca CA1 del hipocampo dorsal de la rata.




5. HIPOTESIS

Las cuatro variantes utilizadas del modelo de oclusién de los cuatro vasos (4VO) en ratas, dardn
diferente resultado en cuanto a la sobrevivencia de los animales, al cumplimicento de los criterios de
severidad de la isquemia y al grado de pérdida o dafio de neuronas piramidales en el hipocampo.

1) Dada la informacidn acerca del aporte de flujo sanguinco colateral al cerebro, el modelo que
incluye la restriccién de la circulacién colateral que se localiza en la musculatura cervical y
paravertebral, durante el episodio de isquemia por 4VO en las ratas, permitird obtener una mayor
severidad del dafio, en comparacién con el modelo en el que no se limita esta circulacién, que se

_ manifiestard por periodos més largos de inconsciencia post-isquemia y por una mayor despoblacién del
cuerno de Ammén del hipocampo.

2) El efecto sobre estos indicadores tendra relacion con la duracién del episodio de isquemia.

3) La anestesia con halotano durante cl episodio de isquemia facilitard el mancjo de los
animales, reduciendo su mortalidad y por sus efectos hipotensores permitird la reduccién del flujo
sanguineo cerebral durante la oclusion de las carétidas, dando como resultado periodos mas largos de
inconsciencia post-isquemia y una mayor despoblacion del cuerno de Ammoén del hipocampo.

4) El modelo de isquemia breve (3 min) repetida (3 veces, a intervalos de una hora) provocara
menor mortalidad, pero una severidad del dafio similar a la provocada por un solo periodo prolongado

de isquemia en los otros moedelos.




6. MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron un total de 162 ratas macho Sprague-Dawley de 400 a 550 g de peso corporal, que
fueron mantenidas en un cuarto del Bioterio Central del CMN Siglo XXI del IMSS, con temperatura y
ciclos de luz-obscuridad controlados (20 a 22°C, 12 h luz:12 h obscuridad, con luz de las 06:00 a las
18:00 h) y que fucron colocadas antes de las cirugias, en cajas colectivas con 4 o 5 ratas por caja y
luego de las cirugias en cajas individuales, con acceso libre al agua y alimento (Purina). Todos los

procedimicntos quirtirgicos y experimentales se llevaron al cabo en los quiréfanos del Bioterio Central.

Grupo 1,- Modelo de i;i(|uc‘rﬁia cercbral global aguda en la rata por oclusién de los cuatro
"= Tvasos (4V-0). ‘

: Sec utilizaron 19 ratas (450 =550 g) en las que se realizaron los procedimientos quirtrgicos
correspondientes a este modelo, de acuerdo con la descripcion de Pulsinelli y cols (1979). Cada rata
fue anestesiada con clorhidrato de xilazina (10mg/Kg im, Rompun, Bayer de México) y clorhidrato de
ketamina (90mg/Kg im, Temikal, Helber de México). Habiendo rasurado y desinfectado la piel de la
nuca y del cucllo, se realizé una incisién en la piel de la nuca por detrds del hueso occipital y se
separaron de la linca media los musculos paracspinales hasta lograr ¢l acceso al misculo triangular que
sc inscrta en su base, en cl hueso occipital y que sc extiende caudalmente cubriendo las primeras
vértebras cervicales, de modo que su dpice se inserta en la apéfisis espinosa de la cuarta vértebra
cervical, Bajo el microscopio de cirugia se practicd una incisién por discccién roma en cada extremo
de la base de este musculo hasta lograr el acceso a las apéfisis transversas de la primera vértebra
cervical (Atlas). Sc localizé a uno y otro lado en cllas, 1a arteria vertebral en su punto de emé?gcncia a
través del foramen alar y se cauterizd con un electrocauterio manual (Aaron, Medica] lﬁdustriés, Inc.

EEUU), con lo que quedd ocluida permanentemente. Se suturd la herida. Se hizo otra incisién en la




region ventral del cuello y se disccaron el tejido adiposo y las glindulas submaxilares para localizar a
tos musculos esternohioideos que cubren a la triquea, separando entre éstos y los esternomastoideos
para acccﬁer a las arterias cardtidas comunes; éstas se aislaron del nervio vago que corre
paralelamente, en un espacio de aproximadamente 6 mm, de modo de evitar su cstimulacién al
manipular la arteria en los procedimicntos posteriores, Jo que provocaria un paro respiratorio. Se
verificd que la arteria aislada fuera la carétida comun y no una ramificacion de ésta (cardtida intema o
externa) y se insertd por debajo de cada cardtida comtin una porcion de 4 cm de hilo de seda calibre
tres ceros (000) como referencia; ésta permitié un ficil acceso a las arterjas carétidas comunes durante
la sepunda cirugia, dos dias después. Se suturé la herida y se permitié la recuperacion total del animal.
Se le administraron 10 m) de solucion salina subcutdnea para prevenir deshidratacién y 120,000 Ul de
penicilina benzatinica para prevenir infecciones.

A las 48 horas, se anestesio ligeramente cada rata con éter, previa administracién intraperitoneal
de atropina (0.1 mg en 0.1ml, Atropisa, Lab. PISA México) 10 minutos antes, para evitar la formucién
de scereciones en las vias respiratorias por la inhalacién del éter, que comprometerian la respiracion de
la rata. Para anestesiarla se introdujo en una cdmara de aneslesia consistente en un recipiente de
pldstico transparente en el cual se colocaron torundas de algodon envueltas en una gasa sobre las que s¢
vertié el éter; se dejo vaporizar unos scgundos y se introdujo a la rata. En cuanto la rata dejé de ofrecer
resistencia se sac6 de la cdmara y fuera de clla se mantuvo la anestesia utilizando un vial pequefio con
una torunda de algodon con éter, el cual se mantuvo cerca de las narinas de la rata para que inhalase el
anestésico y se mantuviera inconsciente. Sc retiraron los puntos de sutura realizados cn la primera
cirugia para abrir la incision ventral del cuello, se disecd el tejido conjuntivo que sc hubiera formadoy
sc localizaron y aislaron los hilos de cada referencia previamente insertada bajo las cardtidas comunes;
csto permitid el acceso a ambas cardtidas y su liberacion del tejido adyacente para dejar libre el espacio
en el cual sc encontraban separadas del nervio vago. Se retird el éter para permitir (iue la rata

recuperara parcialmente la conciencia, o sca, que presentara reflejo corneal y movimicnto de las
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vibrisas pcfo sin movimientos corporales vigorosos ni enderezamicnto. Bajo estas condiciones se
ocluyeron ambas cardtidas mediante la colocacion de clips quirtirgicos que obstruycron el flujo
sanguinco, lo cual se verificé bajo el microscopio de cirugia. Es un requisito del modelo experimental,
que la rata no csté bajo anestesia al momento de ocluir las cardtidas para que la pérdida de la
conciencia sea un indicador de la falta de aporte sanguineo al cerebro. Se mantuvo la oclusién de las
cardtidas durante 30 minutos y solo se considerd exitoso ¢l episodio de isquemia si la rata perdié el
estado de conciencia durante todo ¢! periodo de oclusién y no mostrd movimientos voluntarios,
Habiendo concluido los 30 minutos de isquemia, se retiraron los clips quirtrgicos de las arterias
cardtidas para permitir el reinicio del flujo sanguineo hacia el cerebro. Se registré el tiempo en el que la
rata recuperé la conciencia tomando como criterio para cllo, el reflcjo de enderezamiento. Se le
ancstesio ligeramente con éter para suturar la herida y se permitié la recuperacion de la rata, vigilando
esle proceso durante por lo menos 2 horas para registrar cualquier anormalidad como la presentacién
de posibles crisis convulsivas, movimientos anormales, alteraciones del tono muscular, paros

respiratorios, etc.

Grupo 2. ‘Modeclo de isquemia cercbral global aguda en la rata por oclusion de los cuatro
vasos (4\'-0) modircndo parn limitar la circulacién colmcrnl al ccrchrn '

Se uuhznron 104 rntas (400 -500 g.) que fucron somcndns alos mnsmos proccdlmlcnlos descritos
. para el grupo nmcnor en: cunnto a la anestesia, la cautcnzacnon dc las anenas vcrlcbralcs y la
..veferencia : de las nrlcrins cardtidas comuncs . durante.. la pﬁhcra cirugia,. Ademis. de cstos
procedimientos, se hizo una modificacién que consistié en i,nlrodncir un hilo de scda quiriirgica grucsa
(calibre 0) a través de la incision ventral del cuello, inmediatamente después dec haber referido las
arterias carétidas comunes, el cual se hizo pasar por detrds de la triquea, esdéfago, arterias cardtidas
comunes y nervios vagos, pero anterior a los misculos cervicales y paravertebrales. Los cab;)s del hilo

sc pasaron por debajo de la picl hasta la nuca de modo de salir por un punto de la incision dorsal,



cuidando que las venas yugulares quedaran adheridas a la piel, en una posicién superficial con respecto
al paso del hilo. Los cabos externos del hilo se ataron entre si para evitar que sc retrajeran. Se suturd la
piel. Sc administraron 10 ml de solucién salina subcutdnea para prevenir deshidratacion y 120,000 Ul
de penicilina benzatinica para prevenir infecciones.

Dos dias después, al igual que en el grupo anterior, se anestesio a la rata con éler previa
administracién intraperitoncal de 0.1 mg de atropina y se irrigé clorhidrato de lidocaina al 1%
(Xilocaina, 500 mg/S0 ml, Astra, México) en la incisidn cervical en donde se hallaban los cabos
anudados del hilo de seda calibre cero, para anestesiar localmente y evitar dolor al rclrucrlé. Los
siguientes procedimientos experimentales se realizaron manteniendo la temperatura corporal de los
sujetos dentro de valores normales (35.5 a 37.5 °C). Para ello, se colocé la rata sobre un cojin eléctrico
que le transmitid calor en forma constante, se midid la temperatura rectal con un termémetro digital y
se mantuvo la temperatura en los valores mencionados ajustando la transmision de calor por el cojin
eléctrico o suplementando con una limpara de 60 Watts colocada cerca de la rata para impédir que la
temperatura bajara. Bajo estas condiciones se ocluyeron las arterias carétidas comunes aplicando los
clips quirirgicos y sc retrajeron los cabos del hilo de seda en la nuca para comprimir. los misculos
cervicales y paravertebrales y evitar el flujo sanguineo colateral a través de la red vascular que se
encuentra entre csos misculos. La fuerza que se aplicd durante la traccién de este hilo sélo debié ser
suficiente para lograr que la rata mantuviera el estado de inconsciencia pero sin provocarle problemas
respiratorios derivados de una posible estimulacion de la triquea. Para comparar el efecto de cpisodios
de isquemia de diferente duracion, en este grupo se incluyeron ratas que fucron s;)metidas a periodos
de 30, de 20 y de 13 minutos. Se verificd que durante ¢! periodo isquémico se cumplicra con cl
requisito de inconsciencia al no obscrvarse movimientos corporales de resistencia o movimientos de
las vibrisas, Finalizando cl periodo de isquemia, se retiraron los clips quirirgicos de las arterias
cardtidas comunes y se dejé de comprimir los miisculos cervicales y paravertebrales; de esta .mancra se

restituyé el flujo sanguineo hacia cl cercbro de la rata. Al concluir e) periodo isquémico, la rata fue



mantenida sobre el cojin eléctrico hasta que recuperara la conciencia tomando como criterio para ello,
el reflejo de enderezamiento; Se le anestesid ligeramente con éter para suturar la herida y se coloco en
su jaula para que se recuperara totalmente, vigilando este proceso durante por lo menos 2 horas para
registrar la presentacion de posibles crisis convulsivas, movimicntos anormales, alteraciones del tono

muscular, paros respiratorios, etc.

- Grupo 3. Modelo de isquemia cerebral global aguda en la rata por oclusiéon de los cuatro
.vasos (4\'-0) modlﬁcado ¥ bajo anestesia con halotano.

Se cmplcaron 20 ratas macho (400-500g) que fueron sometidas a procedimientos similares a los
de los grupos anteriores; anestesia, cauterizacion de las arterias vertebrales, referencia de las arterias
carélidas comunes y colocacién del hilo de seda quirurgica gruesa (calibre 0) alrededor de los
mitsculos de la regién cervical,

La segunda fase del procedimicnto, en la cual se ocluyeron las cardtidas para ocasionar el
episodio de isquemia, se realizd también bajo control de 1a temperatura corporal de los sujetos, pero
bajo anestesia con halotano. La fase inicial de la anestesia se realizé colocando a la rata dentro de una
cdmara de induccién de acrilico, de 12 x 12 x 22 em en la que se hizo pasar una corriente de halotano
al 1.5 0 2.5% en O, durante 2 a 3 min. Una vez anestesiada, sc colocd sobre un cojin eléctrico (en
posicion dectbito dorsal) que Je transmitié calor en forma constante y se mantuvo la anestesia con
halotano al 1 - 1.5% cn O; a través de una mascarilla. Se registrd la temperatura rectal con un
termémetro digital y sélo hasta que la temperatura oscilé entre 35.5°C y 37.5°C se procedid a colocar
tos clips quirdrgicos que ocluyen el flujo sanguineo de las arterias cardtidas durante 13 (n=4) o 20
(n=15) minutos, Sc mantuvo la temperatura rectal en el rango mencionado durante ¢l periodo de
isquemia.-Un minuto antes de concluir este periodo se retird la anestesia, Ia rata fue mantenida sobre el
cojin eléctrico hasta que recuperara ¢l reflejo de enderezamiento, se le suturd la herida y sc: coloco en

su jaula para que se recuperara totalmente, vigilando este proceso durante por lo menos 2 horas para




registrar la presentacidn de posibles crisis convulsivas, movimientos anormales, alteraciones del tono

muscular, paros respiratorios, elc.

Grupo 4. Madelo de isquemia cerebral global :y\ygu‘(la rcpvctilif'n en larata po‘r’oclusidn de

los cuatro vasos (4V-0): Modelo de 3 x 3.
Se emplearon 19 ratas macho (400-500g) que fueron sometidas a'procedimiéﬁtbs isiniilare:s alos
del grupo anterior: anestesia, cauterizacion de las ancrfas vertebrales, referencia de las érterias
cardtidas comunes, colocacién del hilo de seda quirtirgica gruesa (calibre 0) alrededor de los musculos
de la regién cervical y control de la temperatura entre 35.5°C y 37.5°C durante la oclusion,
Este grupo, al que en forma simtilar a los grupos anteriores se le cauterizaron permanentemente

las arterias vertebrales, fue sometido a 3 periodos de isquemia por oclusidn transitoria de las carétidas

comunes y compresion de la musculatura paravertebral con duracion de 3 minutos a intervalos de una |

hora (3 X 3 min, 1 h), de acuerdo con la descripcion de Nakano y cols, 1989).

Habiendo anestesiado con éter a la rata, se colocé sabre un cojin eléctrico que le transmitié calor
en forma constante, se midié la temperatura rectal con un termdmetro digital y sélo hasta que la
temperatura oscilé entre 35.5°C y 37.5°C se procedid a colocar los clips quirtirgicos para ocluir el flujo
sanguineo de las arterias cardtidas. Durante cada periodo isquémico (3 minutos) se¢ midié la
temperatura rectal y se mantuvo en ¢l rango mencionado ajustando la transmisién de calor por el cojin
eléctrico o suplementando con una lampara de 60 Watts. Al concluir el primer periodo de isquemia, la

rata fue mantenida sobre cl cojin cléctrico hasta que recuperara el reflejo de cnderczamlcnto, se co!oco

en su jaula para que sc recupcrara totalmente y en ésta se continud el regxstro y conlrol de la

temperatura rectal a fin de mantencrla en el rango: mencionado medxantc,,el accrcamnemo de ‘una

lampara cléctrica.
Una hora después de haber mlcmdo el pnmer penodo de’ lsquemm y luego de ancstcslar

nuevamente con éter a los ammales se pl’OCCdIO de lgual m:mera ‘a renhzar un segundo pcnodo de




oclusién de las carétidas y una hora mds tarde, un tercer periodo. Al concluir cada uno de estos
periodos, la rata fue igualmente mantenida sobre el cojin eléctrico hasta que recuperara cl reflejo de

enderezamiento y se colocd en su jaula para que se recuperara totalmente.

Seguimiento de los animales y obtencién dc los ‘cc‘rc‘l’)vros'p:lqu su estudio lli.;itoléglco

En todos los grupos, las raias se mantuvieron en sus jaulas por 30 dias después de 1a oclusién de
los cuatro vasos y se registré su recuperaciéon o, en su caso, la incidéncia de muertes, tratando de
idcﬁtiﬁcar si la’ muerte tuvo relacidn coﬁ la severidad de la isquemia (periodos prolbngados de
inconsciencia, crisis convulsivas, etc.) o con alguna causa diferente (hemorragia, infeccion de vias
respiratorias, etc.). Pasado este periodo, las ratas sobrevivientes fueron ancstesiadas con tiopental
sédico por via intraperitoncal (0.5 a 1.0 g; Sodipental, Lab. PISA, México) y se les perfundié por via
cardiaca con solucién salina (200 ml) seguida por formol al 10% en buffer de fosfatos (350 ml) para
fijar ¢l cerebro y realizar el procesamiento histolégico. El mismo dia o al dia siguiente se extrajo el
cerebro y se continué su fijacién por inmersién en el mismo tipo de fijador. Luego de por lo menos tres
dias, se cortaron rebanadas de aproximadamente 3 mm correspondientes al hipocampo, entre las
coordenadas Bregma ~2.30 a Bregma —4.52 de acuerdo con el atlas de Paxinos y Watson (1986). Se
deshidrataron ¢ incluycron en parafina, se cortaron con un microtomo obteniendo cortes de 10 micras
que se tifieron con violeta de cresilo. Mediante esta técnica histoldgica (Apéndice A) se obtuvieron

laminillas con los cortes tisulares para su andlisis en el microscopio.

Parimetros evaluados y anilisis estadistico -

Se evaluaron los siguicntes pardmetros: la proporcion de sujetos que murieron durante o después
del episodio de isquemia por severidad de la misma; la proporcion de sujetos que cumplieron los
criterios de pérdida de 1a conciencia durante el episodio de isquemia (que no presentaron movimicntos

corporales indicativos de alertamiento); la duracién del periodo de inconsciencia post-isquemia (el
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tiempo que tardd cada rata en recuperar la reaccion de enderezamiento); y el grado de dafio neuronal en
¢l campo CA1 del hipocampo dorsal considerando cuatro categorias de dafio: 0 = ningubna neurona
dafiada; 1 = menos del 20% de neuronas dailadas (encogidas, poligonales, o con contenido obscuro; 2 =
de 20 a 50% de ncuronas dafadas; 3 = mds del 50% de neuronas dafiadas o despoblacién neuronal y
proliferacion glial.

La proporcion de sujetos que murieron durante o después del episodio de isquemia por severidad
de la misma, asi como la proporcion de sujetos que cumplicron los criterios de pérdida de la conciencia
durante el episodio de isquemia se compararon entre los diferentes grupos mediante ANOVA seguido
de la prucba post hoc de Fisher. La duracion de los periodos de inconsciencia post-isquemia se
comparé entre los grupos mediante pruebas U de Mann-Whitney. Se evalué el grado de dafio neuronal
en el drea CA1 del hipocampo en los sujetos de cada grupo experimental y este grado de dafio se

comparé entre los grupos mediante pruebas U de Mann-Whitney.




7. RESULTADOS
Las variantes ;iel modeld de ‘isquemia cerebral global aguda por "oclusidn de los cuatro vasos"
‘uyxvicroni aiférénlcs r'cs‘uhz’:dos en cuanto a la supervivencia de los animales, al cumplimiento de los
" criterios de e\no del modelo por pérdida de la conciencia durante y post-isquemia, a la duracién del
penodo de ‘inconsciencia post-isquemia, asi como a la despoblacién o dafio de la capa de neuronas

piramidales del hipocampo.

Supcrvivencia/mkortnIidnd de los animales

Mortalidad no asac:ada al eplsodm de :squemm

De las 16" ratas uuhzadns en los dlfcrenles grupos experimentales, 42 (2s. 9% del total)

murieron durante o dcspues de Iu cautenzacnon de las arterias vertebrales y referencia de las carétidas,

pero antes de.la ocluslqn dc las carélldas, por causas no relacionadas con la isquemia, tales como

manipulacién. quirtirgica (anestesin,” hemorragia durante la cauterizacién de las arterias vertebrales,

cslimulacién“ de]'nervio‘vagb dliran'te la’ diseccion de las carétidas) o post-quirurgica inadecuadas

(dcshndratacxén, expos éna fno). o bnen por desarrollo y manifestacion o agravamiento dc

i i_mfcccnones rcsplratorms en parucu]ar en aquc]los sujetos que no recibieron medicacién preventiva o
: i‘.'que estuvieron sometidos a una cirugia mas prolongada. Estas causas dieron como resultado que los
animales no se recuperaran adecuadamente y que murieran. La mayor parte de estos problemas, como
la hémorragia durante la cauterizacién de las arterias vertebrales, la estimulacion del nervio vago o la
deshidratacion, se redujeron substancialmente luego de la etapa dc eslablcc‘i'mienlo del modelo
experimental, pero otros, como las infecciones respiratorias.r persistieron’ especialmente en alygunos
lotes de ratas de} Bioterio y cn algunas épocas del afio, '

La mortalidad por causas no relacionadas con Ia isquemia se pfcséh(é‘;:ﬁ 'gfaao variable entre los

diferentes grupos experimentales, con una tendencia a presentarse en mayor proporcién en los grupos
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de las ctapas iniciales, pero sin una relacién aparente con el procedimiento quirtrgico, no existiendo
diferencias significativas entre los grupos (Tabla 1).

Esta mortalidad constituyd un problema grave para el avance del proyecto, pero dado que
ocurrio antes de la oclusion de las carétidas, no se consideré asociada al episodio de isquemia y por lo
tanto no se incluyen estos animales en la estimacién de la mortalidad por isquemia, ni en el grupo final
en estudio. Doce animales mas (7.4 %) murieron después de la oclusion de las carétidas, pero
igualmente por causas no relacionadas con la isquemia (principalmente por infecciones respiratorias).
Estos tltimos animales tampoco se incluyeron en el estudio. Los datos de los 162 animales totales se
presentan cn la Tabla 1, en donde aparecen en el lado izquierdo los 54 animales que murieron por
causas inespecificas y en el lado derecho los 108 que se incluyeron en el estudio, identificando los que
murieron durante o después del episodio de isquemia por causas relacionadas con la severidad de este
cpisodio (con las manifestaciones que sc describen mas adelante) y los que sobrevivieron. El cilculo de
los porcentajes de mortalidad en el lado izquierdo de la tabla se basa en el nimero total de animales
utilizados en cada grupo, en tanto que los porcentajes presentados en el lado derecho de la tabla se
calcularon con relacién al niimero final de animales incluidos en el estudio, luego de descartar los que
murieron por causas no relacionadas con la isquemia.

TABLA 1. Mortalidad (niimero de animales y porcentajes) de las ratas sometidas a las cuatro
variantes del modelo de isquemia cerebral global aguda por "oclusion de los cuatro vasos™.

Grupo y N Murieron por causas no N Murieron por causas Sobre-
duracién relacionadas con la isquemia relacionadas con la isquemia vivieron
dela Antes del Después del Durante el Después, por
oclusion eplsedio de episodio de cpisodio de severidad de
162 isquemia isquemia 108 isquemia la isquemia
1: 30 min 19 |4 21.1% |1 S53% J14_ {2 14.3% {1 7.1% 111 78.6%
2: 104 |35 33.7% {11 10.6% |58 |7 12,1% (14 24.1% |37 63.8%
13 min 0 0% 12 |0 0% 3 25.0% |9 75.0%
20 min 7 11.9% 132 |6 18.8% |6 18.8% {20 62.5%
30 min 4 12.1% |14 1 7.1% |5 35.7% |8 57.1%
3: 20 |1 5.0% |0 0% 119 |0 0% |1 5.3% |18 94.7%
13 min 0 0% |4 0 0% |0 0% 4 100%
20 min 0 0% 15 10 0% 11 6.7% 114 93.3%
4:3x3min| 19 (2 10.5% 10 0% 17 |4 23.5% |1 5.9% |12 70.6% _,




Mortalidad a.\'oéiada al episodio de isquemia

Dec los 108 animales experimentales ir;cluidos en el estudio, 78 sobrevivieron y 30 murieron
durante la oclusion de las carétidas (n=13), o dentro de las 48 h siguientes (n=17), por causas
relacionadas con la severidad de la isquemia: la mortalidad ocurrida durante la oclusion de las carétidas
gencralmente sc manifesté por complicaciones respiratorias como presentacion de ruidos respiratorios,
signos de apncea (insuficiencia respiratoria). disminucién de la frecuencia respiratoria y finalmente paro
respiratorio. La mortalidad que ocurrié después del episodio de isquemia se produjo bajo tres
diferentes circunstancias: 1) por un periodo prolongado de inconsciencia en el que los animales
mostraron signos de insuficiencia respiratoria en los primeros 60 o 90 minutos y después del cual no
lograron recuperar adecuadamente la conciencia. apareciendo muertos a la mafiana siguiente; 2) por la
aparicién de crisis convulsivas dentro de las primeras 24 horas post-isquemia, muriendo dentro de ese
periodo; o 3) por causas no determinadas, una vez habiendo sobrevivido 24 h y sin manifestar signos
de insuficiencia respiratoria ni de actividad convulsiva. La aparicién de crisis convulsivas estuvo
asociada a periodos prolongados de isquemia (20 o 30 minutos) de gran severidad (con pérdida total de
la conciencia), luego de los cuales los animales permanecieron inconscientes por un periodo
prolongado. Los animales que sobrevivieron 48 h después de la isquemia, generalmente lograron
sobrevivir hasta los 30 dias o mis.

La mortalidad durante la oclusion no se presentd en el grupo 3 y tuvo una frecuencia similar en
los animales de los grupos 1 y 2, como se observa en la Tabla 1. Por su panc,‘ en el grupo 4, somptido a .
tres periodos breves de isquemia, se observé una mayor incidencia, no signiﬁcafiva, de'px"oblcm‘as
respiratorios y muerte durante cl episodio de isquemia en comparacién con los otros grupos, que
ocurrié principalmente durante el segundo o tercer periodo de oclusién de Jas cardtidas. S
La mortalidad ocurrida después del episodio de isquemia se presenté con mayor frég:ucncia enel

grupo 2 que cn los otros grupos, especialmente luego de episodios de 30 minutos de isquemia, pero la
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diferencia con respecto a los otros periodos de oclusion (13 y 20 minutos) o a otros grupos no fue
estadisticamente significativa, La mortalidad post-isquemia en este grupo no tuvo relacidn directa con

la duracién del periodo de oclusién de las cardtidas (Tabla 1).

C.umplimicnto de los criterios de éxito del modelo (inconsciencia durante y post-
isquemin)

En muchos casos los animales presentaron movimientos de resistencia durante el primer minuto
lucgo de ocluir las cardtidas, sometiéndose al cabo de este tiempo y permancciendo inconscicntes por
ﬁeriodos parciales o durante todo el periodo de oclusién. En cada uno de los grupos se considerdé que
los animales cumplicron el criterio de inconsciencia cuando no mostraron ningiin movimiento o tan
s6lo tuvieron ligero movimiento de vibrisas o movimientos corporales débiles en periodos breves (de
menos de | minuto) dentro del periodo de oclusion de las carétidas.

Al cabo de este periodo y después de que se restituy6 ¢l flujo en las carétidas, la mnybf parte de
los animales permanecieron inconscientes por periodos de duracién variable en tanto due algunos
recuperaron inmediatamente la conciencia y la reaccion de enderezamiento. De estos ﬁltimds, sélo muy
pacos quedaron después inconscientes, con pérdida de la reaccion de enderezamiento.

Los animales que no cumplicron el criterio de inconsciencia durante el periodo de isquemia
generalmente no quedaron inconscientes mis que por periodos menores a 10 min post-isquemia. Sélo
se consideré cumplido ¢l criterio de inconsciencia post-isquemia y exitoso el modelo cuando los
animales permanecicron sin recuperar la reaccion de enderezamiento por periodos de mas de 1§
minutos, dado que s6lo ¢n estas condiciones se presenté un dafio significativo en el hipocampo, como
sc describe mas adelante,

Como se observa en la Tabla 2 y Figura 2, 30 minulbsfde‘ ro‘crlusiénrde las g:h%étidas én ci grﬁpo 1,
sélo provocaron la pérdida de la concicnceia en' 5 de 12 animales durante la oclusiénv (41.7%) y solo 2

permanecieron inconscientes después de ésta, por 15 y 35 minutos respectivamente, -




Las ratas del grupo 2 cumplieron mis adecuadamente los criterios de permanecer inconscientes
durante la oclusion de las cardtidas y en el periodo post-isquemia, que los grupos 1 y 4 (Tabla 2). Es
interesante sefialar que en este grupo, ni el porcentaje de sujetos que quedaron inconscientes, ni la
duracidn del periodo de inconsciencia post-isquemia tuvieron relacion con la duracién del episodio de
oclusién de las cardtidas. Puede observarse que un mayor porcentaje de sujetos sometidos a sélo 13
minutos de oclusién permanccicron inconscientes durante este episodio, en comparacién con los que
fueron sometidos a 20 o 30 minutos de oclusién, presentando periodos de inconsciencia post-isquemia
similares en los tres casos. Los valores de duracion de la inconsciencia posl-isqucmizyl;luégo_ de "l3
minutos de oclusién fueron en todos los casos mayores a 9 minutos y tuvieron una dispersién mycnor
que los de los animales sometidos a periodos de oclusién mas largos.,

En este grupo, los periodos de 13, de 20 y de 30 minutos dé oclusién Vde‘]z-xsb ca}étidas prévoéaron
muerte de los sujetos, especialmente asociada a periodos de inconsciencia post-isquemia mayores a 30

minutos (Fig. 2).

TABLA 2. Cumplimiento dc los critcrios de inconsciencia durante el episodio de isquemia y post-
isquemia y duracion de los periodos de inconsciencia post-isquemia, de las ratas sometidas a las
diferentes variantes del modelo de isquemia cercbral global aguda por “oclusion de los cuatro vasos™.

Grupo y duracion N Inconsciencia Inconsciencia post- | Duracion de inconsciencia
dela durante la isquemia isquemia (No. %) post-isquemia (min: Md,
oclusion (min) (No. % rangos intercuartiles)
1: 30 12 5/12 41.7 212 16.7 25.0 15.0-35.0
2: 13 12 11/12 91.7 1212 100 19.8 10.3-29.8
20 26 14/26 53.8 2626 100 17.5 6.2-420
30 13 1013 76.9 10/13 76.9 30.0 15.0-61.0
3 13 4 ---- 44 100 15.7 12.7-345
20 14 -mae 11414 100 11.1 5.9-18.0
4 3x3min/lh 13 5/13+ 38.5 [ 713+ 53.8 1.3 00-55

* Solo se incluyen los animales que permanecicron inconscienies durante o después de por lo menos dos de los
tres periodos de isquemia.

En el grupo 3, en ¢l que 1a oclusion de las carétidas se realizé bajo anestesia con halotano, no fue

posible, por esta razén, determinar la pérdida de la conciencia durante este episodio; sin embargo, la



mayor parte de los animales mostraron inconsciencia post-isquemia por periodos cuya duracion no fue
estadisticamente diferente a la que mostraron los animales del grupo 2 sometidos a periodos de
oclusién de la misma duracidn, sin anestesia (Tabla 2, Figura 2). Sin embargo, en este grupo, lucgo de
20 minutos de oclusion, sélo dos animales presentaron periodos de inconscicncia mayores a 25
minutos y solamente un animal murié luego de presentar asfixia y convulsiones en los primeros 20

minutos post-isquemia.
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..:FIGURA 2. Duracién de los pericdos de inconsciencia post-isquemia mostrados por cada sujeto de los
grupos 1, 2 y 3, sometidos a 13, 20.0 30 minutos de oclusion de las carétidas. La cruz (+) identifica a
los animales que murieron después de la isquemia, por severidad de la misma, -
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En el grupo 4, los periodos breves de oclusion de las cardtidas no siempre estuvieron asociados a
una pérdida total de la conciencia y sdlo 5 de las 13 ratas estuvieron inconscientes durante o después (7
ratas) de por lo menos dos de los tres periodos de oclusion. Los periodos de inconsciencia post-

isquemia fueron en general muy breves (Tabla 2. Figura 3).

GRUPQ 4, MODELO DE 3 X 3 min
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FIGURA 3. Duracidn de los periodos de inconsciencia post-isquemia mostrados por cada sujeto del
grupo 4 sometido al modelo de 3 x 3, luego de cada uno de los tres episodios de oclusion de las
carotidas. Los periodos de inconsciencia post-isquemia fueron en todos los casos, muy breves,

Daifio neuronal en el drea CA1 del hipocampo.

Las figuras 4 y 5 muestran imdagenes representativas de los diferentes grados de dafio (0 a 3)

provocade a la capa de neuronas piramidales del drea CA1 del hipocampo en los cerebros de los

animales sometidos a las diferentes variantes del modelo de oclusién de los cuatro vasos.
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SANO ISQUEMIA

FIGURA 4. Cortes coronales teflidos con violeta de cresilo, representativos de cerebros de una rata
sana y de una rata sometida a isquemia por oclusion de los cuatro vasos con dafio severo en la capa de
neuronas piramidales del area CAl del hipocampo. Se observa, a diferentes aumentos (A: 40x, B: 100x
y C: 400x), la despoblacion neuronal y reaccion glial en el area CAl del hipocampo del animal
sometido a isquemia, en comparacion con el hipocampo del animal sano que muestra numerosas
neuronas con morfologia normal y niicleo de contenido claro. Escala de barras; A: 1000um, B: 500um,
C: 100um.
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GRADO 2 GRADO 3

FIGURA 5. Imagenes representativas de los diferentes grados de dafio en el drea CAl del
hipocampo de ratas sometidas a isquemia por las diversas variantes del modelo de oclusién de los
cuatro vasos. En el grado 0, sin dafio, las neuronas son numerosas y con morfologia normal, niicleo
redondo y contenido claro. En el grado | de dafio se observan algunas neuronas dafiadas, alargadas,
con nucleo ovalado y contenido denso. En el grado 2 se observa un mayor porcentaje de neuronas
daiiadas (20 — 50%). En la imagen del grado 3 se observa una despoblacion neuronal severa y reaccion
glial intensa. (Tincion con violeta de cresilo, 400x). Escala de barras: 100pm.



L.a Tabla 3 y la Figura 6 muestran la distribucion de los grados de dafio neuronal cn los animales
sametidos a las cuatro variantes del modelo de oclusion de los cuatro vasos. Los grados de dafio en el
hipocampo difirieron de acuerdo con la variante del modelo y con la duracién del periodo de oclusion

de las cardtidas y estuvieron especialmente relacionados con la duracién de los periodos de
iﬁcpnscicncia post-isquemia.

Asi, en el grupo | sélo los dos sujetos que mostraron inconsciencia post-isquemia tuvieron dafio
en cl drea CAl del hipocampo, que afectd a menos del 20% de las neuronas. (grado 1) en ambos Easés
(Tabla 3, Fig.6). ‘ :

En comparacion con este resultado, un periodo similar, de 30 minutos ‘dé oclusién d‘e las
cardtidas, pero con compresion de la musculatura ccr\'icﬂ (grupo 2).prd§§c6 daﬁo neuronal ’eny el
hipocampo de 6 de los 8 animales, siendo la difer;enci;‘ ehtr:e Iosi ‘dos ‘gruiaos, ;cstadlsticaymen;e

© significativa (p<0.05).

TABLA 3. Grados de daiio neuronal en el drea CA1 del hipocampo de las ratas sometidas a las
diferentes variantes del modelo de isquemia cerebral global aguda por “oclusién de los cuatro vasos™.

Grupo y N Grado de dafio neuronal en el area CA1 del hipocampo

duraciéq Fic la 0 1 5 3
oclusion

1: 30 1l P 2 [} 0
2: 13 9 0 6 3 Q0
20 20 6 8 4 2
30 § 2 2 1 3
3: 13 4 0 3 1 0
20 14 4 N 2 0
4 3x3min‘lh 12 10 2 0 0

En el grupo 2, 13 minutos de oclusion de las cardtidas provoco dafio a las'neuronas piramidales
del drea CA1 del hipocampo en todos los animales, cuya magnitud vari6 entre grado 1 y 2. Por su

parte, 20 y 30 minutos de oclusién provocaron mayores grados de dafio neuronal (grado 3) en algunos




animales, especialmente en los que sobrevivieron Juego de haber presentado periodos de inconsciencia
post-isquemia mayores a una hora; en contraste, un 30% y un 25% de las ratas, respectivamente, no
presentaron ningtin dafio (grado 0) (Tabla 3, Figura 6). No hubo diferencias estadisticamente

significativas al comparar el resultado de los tres periodos de oclusion (13 20 y 30 minutos).
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FIGURA 6. Porcentajes de animales, en cada grupo experimental sometido a las diferentes variantes
del modelo de oclusién de los cuatro vasos, que presentaron distintos grados de dafio neuronal en el
drea CA1 del hipocampo. Se observa que los animales de los grupos 2 y 3 presentaron mayores grados
de daiio neuronal.

En cl grupo 3, 13 y 20 minutos de oclusién bajo anestesia con halotano provocaron dafio
neuronal de similar magnitud al provocado por periodos de oclusién de la misma duracién en el grupo
2, sin anestesia.

En el grupo 4 sélo 2 animales presentaron dafio neuronal en ‘el area CA1 del hipocampe (Tabla 3,

Fig. 6), siendo este resultado similar al dé] grupo 1 y estadisticamente diferente a los grupos 2y 3

(p<0.05).
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8. DISCUSION

Los resultados de este estudio mostraron difcrcnéiné entre las variantes del modélo de oélusién
de los cuatro vasos en cuanto a la mortalidad de los sujetos, a la duracién de los periodos de
inconsciencia post-isquemia y al grado de dafio en el hipocampo,

En la descripcién original del modelo de oclusion de los cuatro vasos, (Pulsinelli y cols, 1979)
mencionan una incidencia de convulsiones del 40% en los animales sometidos a 30 minutos de
oclusién de las carétidas y un alto porcentaje de sujetos con dafio severo (grado 2 o 3) en el
hipocampo. Los animales sometidos a este mismo procedimiento en nuestro estudio (Grupo 1) no
mostraron convulsiones y sélo dos animales permaneccieron inconscientes Juego de la oclusion y
tuvieron dafio en el hipocampo. Esta diferencia podria deberse a la cepa de ratas utilizada, ya que
aquellos autores emplean ratas Wistar, al igual que otros autores. Existen pocos estudios en los que se
utiliza el modelo de isquemia por 4VO en ratas Sprague-Dawley y se ha sciialado (Pulsinelli y cols,
1979; Pulsinelli y Buchan, 1988) que pudieran existir diferencias entre cepas ¢ incluso entre diferentes
lotes de las mismas ratas Wistar, debidas a la participacion del flujo sanguinco colateral al cerebro, a
través de pequefias ramas de las arterias espinal anterior y arterias colaterales que se localizan entre los
miusculos cervicales y paravertebrales.

En virtud de lo anterior, se utilizé en los grupos 2, 3 y 4 de este estudio, la modificacion
propucsta por Pulsinelli y Buchan (1988) de comprimir la muscu]aluifa cerﬁgal y pa;évenebral durante
¢l periodo de oclusion de las cardtidas. Los resultados oblicnidosi cny‘;e‘slé.skééndic‘:io'ﬁés. especialmente
en los grupos 2 y 3, fueron mejores que los obtenidos en el grupo 1’. 5

Aunque la mortalidad asociada a la severidad de la isquemia no mostré diferencias significativas

entre los grupos, cabe resaltar que cuando los animales permanecieron inconscicntes por mas de 30

minutos post-isquemia, la mortalidad fue Velc\iada'(SO%V o mis) y en los animales que sobrevivieron se
presentd el mayor grado de dafio neuronal (grado 2 o 3). Esto fue especialmente evidente en el grupo 2,

en el que un numero importante de los sujetos presentaron largos periodos de inconsciencia post-




isquemiz. -Sin embargo, 25 a 30% de las ratas sometidas a 20 o a 30 minutos de oclusién dc las
cardtidas, no permanecieron inconscientes luego de la isquemia o sélo por periodos menores a 10
minutos, sin dafio evidente en el drea CAl del hipocampo. Algo similar ha sido obtenido en los
estudios det grupo de Pulsinclli (Pulsinelli y cols, 1979), ya que un alto porcentaje de sus animales
presentan convulsiones (40%) y los autores establecen como un requisito para incluir a los animales
sobrevivientes cn el estudio, que permanczcan inconscientes por mis de una hora post-isquemia,
condicién que permite que sc presente severo dafio en el hipocampo. Esto ofrece la ventaja de obtener
un grado severo de dafio neuronal, pero tiene la gran desventaja de que, en relacion con el nimero de
ratas totales utilizadas, se reduce considerablemente el niimero de ratas incluidas en ¢l estudio. Por otra
parte, es importante mencionar que en nuestro estudio, periodos de 13 minutos de oclusién de las
cardtidas fueron mas exitosos, ya que cstuvieron asociados con periodos mas largos de inconsciencia
post-isquemia (mayores a 10 minutos) que los periodos de 20 o 30 minutos de oclusién y provocaron
un dafio neuronal menos severo (1 o 2) pero més uniforme en el hipocampo. Este hecho se puede deber
a que, en los animales que fucron sometidos a 20 o 30 minutos de oclusion; a pesar de haber
comprimido la musculatura cervical y paravertebral, el flujo colateral incrementado por el aumento de
la presidn arterial al ocluir las carétidas permitid un aporte sanguineo al cerebro suficiente como para
restituir gradualmente la funcion cerebral y por tanto no se presentd un periodo prolongado de
inconsciencia post-isquemia. Sélo en los animales en los que esto no ocurrid, se presentd un periodo
prolongado de inconsciencia y un dafio neuronal severo. En los animales sometidos a 13 minutos de
oclusién, posiblemente el flujo colateral no se incrementé en forma suficiente como en los anirﬁalcs
sometidos a 20 y 30 minutos de oclusion.

El modelo en ¢l que se realizd la oclusion de las cardtidas bajo anestesia con halo@nd (grupo 3),
que tuvo, en términos generales, un resultado similar a la oclusion ‘sin éﬁcéiesi;\,‘éfrcéné la ;;Eniaja de’
que se presentara una mortalidad muy baja, que coincide con lo descrito por‘Schmidt-Késther y cols

(1997), quienes observaron en un modelo similar, una menor incidencia de crisis convulsivas post-
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isquemnia. Sin embargo, la baja mortalidad tal vez sea debida al hecho de que la severidad de la
isquemia fuera menor, a juzgar por la ausencia de periodos prolongados de inconsciencia post-
isquemia. Ademds, este procedimicnto tiene la desventaja de no poder identificar, durante el episodio
de isquemiia, el grado de supresidn de la jrrigacién cerebral a partir de la pérdida de la conciencia.

El modelo de isquemia breve repetida (3 x 3) utilizado en este estudio en el grupo 4, ademis de
ser e} que toma mds tiempo para su realizacion, no fue exitoso ya que se obtuvieron resultados muy
limitados en cuanto al dafio neuronal en el hipocampo. Esto contrasta con lo reportado por otros
autores (Nakano y cols, 1989) quicnes 7 dias después de la isquemia describen una reduccién a menos
del 20% en el nimero de neuronas piramidales en CAl. Esta diferencia podria atribuirse a una mayor
participacion del flujo colateral hacia el cerebro en la cepa de ratas que se utilizo en el presente estudio
a diferencia de la utilizada por los otros autores (Wistar),

Basados cn estos resultados, la variante del modelo de isquemia cercbral que ofrece las mayores
ventajas es la utilizada en el grupo 2, con 13 minutos de oclusién sin:anestesia y limitando ‘la

circulacion colateral al cerebro mediante la compresion de 1a musculatura cervical,



9. CONCLUSIONES

1) La compresién de la musculatura cervical para limitar la circulaéﬁén cbjaieral al ccfebré
durante la oclusién de las cardtidas permitié un rﬁayor cumplifhienté dé ios crilcﬁps de
inconsciencia durante y post-isquemia y un mayor dnﬁo néuronal enel hipocambo. : ’

2) No se encontré una relacion dnrecta entre Ja’ duracmn d;:l “periodo de oclusién de las
cardtidas y la duracién de los pcnodos de i mconsc:cncna posl-lsquemla oel grado de dafio
en el hipocampo. 7

3) lLa durﬁcién del periodo de inconsciencia post-isquemia tuvo relacién con la severidad de
la isquemia y por lo tﬁnlo fue un buen indicador del dafio neuronal en el hipocampo.

4) ' La anestesia con halotano durante la oclusién de las cardtidas estuvo asociado con una
menor mortalidad de los sujetos, pero no redujo el flujo sanguincd colateral al qgrcbrb, a’
juzgar por la duracién similar de los periodos de inconsciencia post-isqgcﬁ?‘iabé 165_ dc’ los
sujetos sin anestesia. : 7 = »

5) El modelo de isquemia breve repetida (3 x 3) estuvo :jsqciaéo cqﬁ una baja ﬁio;ta]idad
post-isquemia pero no provocd una isquemia—sevcfa, no éﬁcqﬁfténdosé daﬁo" ﬁgurona]
significativo en el hipocampo. ‘

6) El modelo de 13 minutos de oclusién de las carélid'as sin_anestesia 'y Iimilandd la
circulacion colateral al cerebro mediante la compresién de la musculatura cervical es el
mds adecuado para provocar un dafio moderado pero consistente en ¢l drca CAl del -

hipocampo, pudiéndose utilizar en estudios de neuroprotecccion .

APENDICE
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10. APENDICE

Procesamiento histolégico de los cerebros.

Se decanté el formol en el que se fijé el corte de cerebro y se enjuagd con agua destiladg. Enlos .
pasos siguientes se midi6é ¢l tiempo con cronémetro y se mantuvo la muestra th uﬁ horﬁo cuya
temperatura fue de 60°. Sc agitaron los frascos cada 3 minulqs aproximadamente p:ifn ir recambiando
la superficie de contacto del tejido con medio liquido rcnovadb.

a) alcohol de 70°, 30 minutos

b) alcohol de 96°, 30 minutos

¢) alcoho! de 96°, 30 minutos

d) alcohol absoluto, 30 minutos

¢) alcoho! absoluto, 30 minutos

f) xilol-alcohol absoluto (1:1), 20 minutos

g) xilol, 20 minutos

h) xilol, 20 minutos

i) parafina, 30 minutos

j) parafina, 30 minutos

k) inclusion en parafina.

En un molde sc vertié parafina liquida, sc colocé el bloque de cercbro y se acomodé para que
quedara plano. Al transcurrir algunos minutos, s¢ sumergid una etiqueta de réconocimienlo de la

muestra ¥ se permitio la solidificacion de la parafina,

Tincion con violeta de cresilo:

Se acomodaron los cortes tomados del microtomo en un portaobjetos y se extendié con un
pincel. Se adhirieron los cortes con solucién de albiimina y se dejé secar.

Se desparafiné en un horno a 60°,



Los pasos siguicntes se efectuaron midiendo el tiempo con un cronémetro.

a) xilol, 5 minutos

b) «xilol, 5 minutas

c) alcohol absoluto, 5 minutos
d) alcohol de 95°, 5 minutos

¢) alcohol de 95°, 5 minutos

f) alcohot de 70°, 5 minutos

g) agua destilada, 5 minutos

h) violeta de cresilo, 10 minutos
i) agua destilada, 15 minutos
j) alcohol de 75°, 15 minutos
k) alcohol de 95°, 5 minutos

1) alcohol hbsolu(o. 5 minutos
m) alcohol absoluto, 5 minutos
n) xilol, 5 minutos

o) xilol, 5§ minutos

p) Montaje con resina y cubrir con cubreobjetos

38



39

11. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Beck T, Lutz B; Thole U, Wree A. Assessing chronic brain damage by quantication of

regional volumes in postischemic rat brains. Brain Res 1993; 605:280-286.

Bleyaert AL, Nemoto EM, Safar P, Stezoski W, Mickel JJ, Moossy J, Rao GR. Thiopental
ameclioration of brain damage afier global cerebral ischemia in monkeys. Anesthesiol
1978; 49:390-398.

Busto R, Dictrich WD, Globus MY-T, Valdés 1, Scheinberg P, Ginsberg MD. Smmalil
differences in intraischemic brain temperature critically determine the extent of ischemic

neuronal injury. J Cereb Blood Flow Metab 1987; 7:729-738.

Busto R, Dietrich WD, Globus MY-T, Ginsberg MD. Postischemic moderate hypothermia

inhibits CA1 hippocampal ischemic neuronal injury. Neurosci Lett 1989; 101:299-304.

Capdeville C. Méthodes d* appréciation du déficit neurologique induit par une ischémie

cérébrale transitoire chez le rat éveillé, J Pharmacol (Paris) 1984; 15:231-237,

Cervantes M, Ruelas R, Sénchez R, Alvarez-Resendiz G. Brain injury fo]lo\\'iﬁg
cardiorespiratory arrest in cats. Effects of Alphaxolonc-Alphadolone. Bol Estud Mecd Biol
1989; 37:17-27. :

Cervantes M, Ruclas R, Chavez-Carrillo I, Contreras-Gomez A, Antonio-Ocampo A. Effects
of propofol on altcrations of multineuranal activity. of limmbic and ‘mesencephalic
structures and neurological deficit elicited by acute globnl écrcl?ral i‘schemia. Arch Med

Res 1995; 26:385-395.

Cervantes M, Gonzilez-Vidal MD, Ruelas R, Escobar A, Morali G. Neuroprotective effects
of progesterone on damage clicited by acute global cercbral ischemia in neurons of the

caudate nucleus. Arch Med Res 2002; 33:6-14,

ESTA TESIS NO 35
DE LA RIBLIOTE




40

Choi DW. Jonic dependence of glutamate neurotoxicity. J Neurosci 1987; 7:369-379.

Clifton GL, Taft WC, Blair RE, Choi SC, Dclorenzo RJ. Conditions for pharmacologic

evaluation in the gerbil model of forebrain ischemia. Stroke 1989; 20:1545-1552.

Cottrell JE. Possible mechanisms of pharmacological neuronal protection. J Neurosurg
Anesthesiol 1995; 7:31-37.

Davies MG, Hagen P. The vascular endotelium. Annals Surg 1993; 218:593-609.

Dunn SM, Botenson AN, Martin IL. Moleccular neurobiology of the GABAA reqeptoy. En:
International review neurobiol 1994; 36:51-93.

Gisvold SE, Safar P, Hendrick HL, Rad G, Moosy J, Alexander H. Thiopental treatment
after global brain ischemia in pigtailed monkeys. Anesthesiol 1984; 60:88-96.

Gonzilez-Vidal MD, Cervera-Gaviria M, Ruelas R, Escobar A, Morali G, Cervantes M,
Progesterone: Protective effects on the cat hippocampal neuronal damage due to acute

global cerebral ischemia. Arch Med Res 1998; 29:117-124.

Haddad GG. Jiang C. O: deprivation in the central nervous system: On mechanisms of :

ncuronal response, differential sensitivity and injury. Progr Neurobiol -1993; 40:277-318.

Hallmayer J, Hossman A, Mies G. Low dosc of barbiturate for prevention of hippocampal =

lesion after brief ischemic episode. Act Neuropathol 1985; 68:7-31.

Hansen AK, Lundback J. Ion distributions in brain- during ischemia.; J. Neurosurg

Anesthesiol 1989; 1: 353-356.

Hara H, Sukamolo T. l\ogure K Mcchamsm and pmhogcncsxs of 1schcm1a induced

ncuronal dama;,c Progress in Neurobxology 1993 40 645-670.

Herguido MJ, Cnrccller F Rodn JIM, Avcndaﬁo C. Hippocampal cell loss in transicnt global

ccrcbral lschemm in rals a crmca] assessment, Neuroscience 1999 93: 71 SO



Tar

Hossmann KA.. Hemodynamics of postischemic reperfusion of .the brain, En: Current

neurosurgical practice: Protection of the brain from ischemia. Weinstein PR, Faden AL,

(Eds). Williams and Wilkins. Baltimore. 1990. pp. 21-36.

Hunter AJ, Mackay KB, Rogers DC. To what extent have t‘uhclibnal siu_di ' jbf‘fsbhcmia in

animals been useful in the assessment of potential neuroprbbl'ect'iv\'ré agents? TIPS 1998, 19

59-66.

Ito U, Spatz M, Walker JT, Klatz 1. Experimental ccrcbra,‘l"sél'cnjné i

Acta Neuropath (Berl.) 1975; 32:209-223.

Jiang N, Chopp M, Sleln D Feit H, Progesterone‘ :neuroprolcctive after-transient middle
cerebral artery occlusron ln male rats. Bram Res 1€ :

Johansen . FF, . Diem rvNH Enhancement of GABA neuro&mnsmlssnon aflcr cerebral

lschcmm in lhe rat reduccs lossof. h\ppocampal CAl pyramldnl cells. Acta Ncuro] Scand
1991; 84:1-6.

Kameyama M. S‘L;suki J, Shirane R, Ogawa A. :»\Vne\’\" mddclr of bi]ate;al hemispheric
ischemia in the rat- Three vessel occlusion model. Stroke 1985; 16:489-493.

Kato K, Kogure K, Nakano S. Neuronal damage following repeated ischemia in the gerbil,
Brain Res 1989; 479:366-370.

Kenneth PM, Effects of y-aminobutyric acid modulation o‘n neuronal ischemia in rabbits.

Stroke 1994; 25:2271-2275.

Kirino T. Delayed neuronal death in the gerbil hippdcﬁhpus following fschenﬂia.ﬁ Brain Res .

1982; 239:57-69. e

Kirino T, Tamura A, Sano K. Selccn\'e vulnerablllty of lhe hlppocampus to lschemm-

reversible and irreversible types of |schem1a ccll damage En Mo]ecumr mechamsms of

M golian ‘gerbils:




ischemia brain damage. Kogure K, Hossman KA, Siesjo BK, Welsh FA, (Eds). Progress
in Brain Res. New York. Vol 63, 1985, pp.39-58. ‘
Kogure K, Tanaka J, Araki T. The mechanism of ischemia-induced brain cell injury,

Ncurochem Pathol 1988; 9:145-170,

Letechipia-Vallejo G, Gonzalcz-Burgos I, Cervantes M. Neuroprotective effect of melatonin
on brain damage induced by acute global cerebral ischemia in cats. Arch Med Res 2001;
32:186-192.

McBean DE, Kelly PAT. Rodent models of global cerebral ischemia: A compar‘ison of two-
vessel occlusion and four-vessel occlusion. Gen Pharmac 1998; 30;431-434,

Minamisawa HL,‘Nbrdstrom CH, Smith ML, Siesjb BK. The inﬂuéncé'bf mild body and

'Vbra'inr hypﬁthéﬁnin‘on ischemic brain damage. J Cevrc;b Blood Flow Mctab 1990; 10:365-

Mildm’ ‘A ’ Andou Y. Malsuda’ S, Arai T, Sakanaka M Kataokn ’ Origin of ischemin-

: mduccd g,]utamale efﬂux in the CAI fc]d of lhe gcrbll hlppocampus An in vivo bram

mncrodm]ysus sludy J Ncurochcm 1994; 63:2152-2164,

Moller I‘ Smlth ML Siesjo BK. Effcct of hypothermia on ischemic brain damage, a
companson between preischemic and postischemic cooling. Neurosci Res Commun 1989;
5.87-94.

‘Murakami K, Kondo T, Epstein CL, Chan PH. Overexpression of CuZn-superoxide
dismutase reduces hippocampal injury after global ischemia in transgenic mice. Stroke
1997; 28:1797-1804.

Nakano S, Kato H, Kogure K. Neuronal damage in the rat hippocampus in a new model of

repeated reversible transient cerebral ischemia. Brain Res 1989; 178-180.



437

Nakano S, Kogure K, Fujikura H. Ischemia-induced slowly progressive neuronal ddmage in

the rat brain. Neuroscience 1990; 38:115-124,

Paul SM, Purdy RH. Neuroactive steroids. FASEB J 1992; 6:2311.

Paxinos G, Watson C. The Rat Brain in Stereotaxic Coordinaleé. Academic l’réés. FN.\'ork.
1986. o

Pulsinelli W, Patophysnology of acute ischaemic stroke. Stroke 1992 339:533-536.

Pulsinelli WA Bner]cy JB A new - model of. bllalcral hemlsphenc lschemla in-the

unancstheuzed rat Slrokc 1979 10:267- ”72

I’ulsmelll W Bncrley JB “Plum F. Temporal prof'le of neuronnl damage m a modcl of‘

. lransncnt forcbrmn 1schem1a Ann Neurol 1982 11: 491-498

Pulsmc]ll WA Buchan AM :The four-vessel occlus:on ra modcl Method for comp]ele

occlumon of vcrlcbral nrtenes and conlro] of collateml cxrculullon Stroke 1988; 19: 913-

914,

- Roine RO. "Global o reb'ra] ‘ischemia. En: Fisher M, Bogouslavsky J, eds., Current Rev

Ccrcbrovasculnr D:s Currenl Medicine. Philadelphia, 1997, pp. 159-164.

- Rupprccht R,. :Holsboer F. Neuroactive steroids: mechanisms of :action and

ncuropsychopl1nhnacologica] perspectives. Trends Neurosci 1999 5 22:410-416. -

~ Saji'M, Ryeis DJ. Delayed transneuronal death of substantia nigra ncurons prevented by v-

nmlnobulyrlc acid A agonist, Science 1987; 235:66-69.

- San'af Yazdl S, Laskowitz D, Warner DS, Palhophysnology of 1schcm|c bram dnmagc En:

" Shuaib’ A, Goldstcm LB, eds., Managcment of Acute Stroke‘ Mnrcel Dckker N York

1999, pp. 243-277.



44

- Schmidt-Kastner R, Fliss H, Hakim AM. Subtle neuronal death in striatum after short
forcbravin‘ischcmia in rats detected by in situ end-labeling for DNA damage. Stroke 1997;

28:163-170.

- Schmidt-Kastner R, Freund TF. Seclective vulnecrability of the hippocampus in brain

ischemia, Neuroscience 1991; 40:599-636.

~ Selye H. Anaesthetic effects of steroid hormones. Proc Soc Exp Biol' Med 1941; 46: 116-

121

- Sicsj6 BK, Kalsura K, Kristi4n T. The biochemical basis of écrcb}-a] ischemic damage. J

g Neurosurg Anesthesxol 1995; 7:47-52,
- Shnp:ro HM. Barblturales in bram lschemm BrlJ Anacst 1985 57 82.95,

- Shumb A l_paz S, Hasan S Ka]ra iR Gamma-vyml GABA prevenls hlppocampnl and

subs!antm mgra reucula(a dnmage in rcpelmv : transncnt forcbram lSChCl‘l‘llﬂ Brain Rcs

1992 590: 13 17

- Shualb A, Ijaz S, Kanthan R, Clomethxazolc protects the brzv\inv in trnhsieni"fofebfain
ischemia when used up to 4 h after the insult. Neurosci Lett 1995; 197:169-1 2. .

- Smith SS. Progesterone administration attenuates excitatory amino acid responses of
cerebellar Purkinje cells. Neuroscience 19915 42:309-320.

~ Sugio K, Horigome N, Sakaguchi T, Goto M. A model of bilateral hemispheric ischemia-
Modificd four-vessel occlusion in rats (letter), Stroke 1983; 14:832-833.

= Susuki R, Yamaguchi T, Inaba Y, Wagner HG. (1985). Microphysiology of selectively
vulnerable neurons. En: Molecular mechanisms of ischemic brain damage. Kogure K,
Hossman KA, Siesjo BK, Welsh FA. (Eds.). Progress in Brain Research. Elscvier Science

Publ. Co., New York. 63:59-68.




5T

- Todd MM, Chadwick HS, Shapiro HM, Dunlop BJ, Marshall LF, Dueck R. The neurologic
effects of thiopental therapy following experimental cardiac Ancst in cats. Anesthesiology
1982; 57:76-87.

- Tomida S, Nowak J, Vass K, Lohr JM, Klatzo 1. Experimental mode) for. repeiiﬁve
ischemic attacks in the gerbil: the cumulative effect of fepcnted ischchﬁic i'rrasulgs.?J Cereb 7
Blood Flow Metab 1987; 7:773-782. o

- Wagner SR, Lanier WL. Metabolism of glucose, glycogen, and hu,h encrgy phosphates

during complete cerebral ischemia. Anesthesiol 1994; 81:1516- 1526

- Wieloch T, Neurochemical correlates to selective neuronal vulnerabi]ity. Progress in Brain

Res 1985; 63:69-85.



	Portada
	Índice
	1. Resumen
	2. Introducción
	3. Planteamiento del Problema   4. Objetivos
	5. Hipótesis
	6. Material y Métodos
	7. Resultados
	8. Discusión
	9. Conclusiones
	10. Apéndice
	11. Referencias Bibliográficas



