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Efectos neurológicos de la ligadura de la carótida común 

izquierda e hipoxia inducida en ratas neonatas. 

 

RESUMEN 

Introducción: La encefalopatía hipóxico-isquémica es causa de discapacidad 

en la población infantil. Uno de los modelos animales más utilizados de 

encefalopatía hipóxico-isquémica en un cerebro inmaduro es la preparación de 

Levine aplicada por Rice en ratas neonatas y que consiste en ligadura de 

arteria carótida común izquierda e hipoxia. 

Objetivo: Estudiar los efectos neurológicos de la ligadura de la carótida común 

izquierda e  hipoxia inducida en ratas neonatas. 

Material y métodos: Se incluyeron 5 ratas control, 5 ratas sham y 5 ratas con 

lesión hipóxico-isquémica mediante la aplicación de la preparación de Levine a 

ratas de 7 días de edad. A los 42 días se evaluaron todas las ratas mediante el 

tiempo de agarre de una varilla, la prueba del reflejo posterior y el análisis de la 

actividad locomotora espontánea (bipedestaciones, número de casillas pisadas, 

tiempo de acicalado). Se realizó el análisis estadístico mediante pruebas post 

hoc. 

Resultados: El grupo con lesión presentó menor tiempo de agarre, menor 

número de respuestas adecuadas en el reflejo posterior y  menor número de 

casillas pisadas (p=0.024, 0.002 y 0.0001 respectivamente). No se encontraron 

diferencias estadísticamente significativas en el tiempo de acicalado ni en el 

número de bipedestaciones, aunque en éste último parece que la variable peso 

por sexo fue confusora. 



Conclusiones: Las ratas neonatas en quienes se aplicó la preparación de 

Levine presentaron alteraciones clínicas que pueden semejar  algunos de los 

signos que acompañan a la parálisis cerebral infantil (problemas en prensión, 

respuesta a reflejos posturales y locomoción). 

 

INTRODUCCIÓN 

 La encefalopatía neonatal ocurre en 1-6 de cada 1000 recién nacidos de 

término y es una de las principales causas de discapacidad en el neuro-

desarrollo (1). El 25% de los pacientes que sobreviven  a la encefalopatía 

neonatal presentan déficit clínicos permanentes, particularmente motores y 

cognitivos, que en conjunto representan a la parálisis cerebral infantil (PCI) (2). 

El avance en los cuidados intensivos neonatales ha sido un factor determinante 

en el aumento de la frecuencia de esta patología, debido a la viabilidad 

temprana de los productos (3). Actualmente, se reporta una incidencia en 

Estados Unidos de PCI moderada y severa de  2.5 por mil nacidos vivos (4). En 

México, en el año de 1995, habían 2 121 365 personas con PCI, con una tasa 

nacional para el grupo de 6 a 12años de 11.55 por cada mil habitantes (5). De 

acuerdo al programa de prevención y rehabilitación de la discapacidad 

(PeverR-DIS), la incidencia anual de discapacidad por PCI es de 12,000. El 

compromiso del personal médico y paramédico es la prevención, el diagnóstico 

y el tratamiento de esta patología así como la propuesta y el diseño de nuevas 

técnicas terapéuticas (2). 

 

 El uso y producción de modelos animales en la investigación científica 

biomédica, tiene como finalidad esclarecer los mecanismos básicos del 



mantenimiento, pérdida y restablecimiento de la salud. Los modelos de lesión 

hipóxico-isquémica (HI) prenatal/neonatal se han utilizado desde hace más de 

20 años y se han realizado revisiones periódicas de los mismos con el objetivo 

de generar información relacionada con la variedad, la frecuencia de uso y lo 

apropiado de los modelos animales en especies grandes y pequeñas para el 

estudio de lesión cerebral en el periodo perinatal (6, 7). 

 

 Son pocos los estudios que describen un verdadero modelo de lesión HI 

intra-uterina. De éstos, el modelo en ovejas de hipoxemia materna (8, 9) o de 

oclusión de cordón umbilical (10, 11) ha sido el más estudiado. Este modelo 

presenta algunas desventajas: las ovejas gestantes son costosas y de gran 

tamaño. Si sobreviven, las crías suelen tener poca evidencia clínica de daño 

neurológico, lo que limita su uso en seguimiento a largo plazo (6). Finalmente, 

no se ha realizado una adecuada comparación del neuro-desarrollo  entre las 

ovejas y el humano (12). 

  

 Recientemente se ha descrito un modelo de lesión cerebral perinatal en 

conejos pre-término, este trabajo simula una insuficiencia placentaria 

observada en humanos, en donde los recién nacidos que sobreviven presentan 

hipertonía persistente y déficit motor que simulan las manifestaciones clínicas 

de la PCI (13). Se han publicado estudios bioquímicos del modelo que sugieren 

posibles mecanismos fisiopatológicos de la lesión nerviosa (14, 15). Un estudio 

comparativo del neurodesarrollo entre especies demuestra que la etapa 

neurológica de un conejo de 22 días de gestación, fecha en la que se realiza la 

lesión HI en el modelo, corresponde a la de  un humano de 16 a 18 semanas 



de gestación (12). La técnica experimental es difícil y requiere de equipo y 

material sofisticado ya que la isquemia uterina se logra mediante la colocación 

de un catéter arterial de embolectomía en la arteria uterina del conejo gestante, 

con monitoreo de la presión sanguínea en la extremidad inferior mediante un 

mini-Doppler (14). 

  

 Cai y cols. en el 2000 (16), desarrollaron un modelo de lesión en fetos de 

rata mediante la administración materna de un lipopolisacárido. El modelo 

demostró que puede ser apropiado para explorar los mecanismos involucrados 

en los efectos neurológicos de la infección materna, aunque no existen más 

estudios que lo utilicen. 

 

 Uno de los modelos más recientes es en ratones al día 15 de gestación 

(que corresponde a la semana 28-29 de gestación en el humano), con 

inflamación intra-uterina localizada mediante la aplicación de un 

lipopolisacárido en el cordón umbilical (17). El modelo es técnicamente difícil y 

no ha sido replicado.  Sin embargo, tiene la ventaja de poder ser utilizado en 

ratones transgénicos, que cada día son más utilizados (6). 

 

 En cuanto a la lesión HI en animales neonatos, se han estudiado 

principalmente modelos en especies pequeñas. Algunos autores argumentan 

que las ratas son menos apropiadas que otros animales para los modelos 

sintomáticos de la enfermedad neurológica, sin embargo, el análisis 

comparativo de la mecánica del movimiento en las ratas y los primates muestra 

similitud en varios patrones (20).  



  

 Rice (1981, 18) fue el primero en utilizar la preparación de Levine para 

producir un modelo de lesión HI en un cerebro inmaduro en ratas. El modelo 

consiste en la ligadura de la carótida común izquierda seguida de un periodo de 

una hora y media en un ambiente hipóxico en ratas de 7 días de vida. Esta 

edad en la rata es equiparable a una edad gestacional de 26-28 semanas en el 

humano (6, 12). Existen varios estudios de revisión de éste y otros modelos 

relacionados (6, 7, 19, 21, 22, 23, 24). 

 

 Este modelo ha permitido esclarecer algunos de los mecanismos 

fisiopatológicos que llevan la lesión nerviosa HI en el cerebro inmaduro (6, 7). 

En particular, se ha dado un papel importante a las cascadas de la inflamación, 

la coagulación y el complemento, como parte de los procesos que llevan a este 

tipo de lesión nerviosa (25, 26).  Se ha demostrad también una sobre-expresión 

de receptores de AMPA y NMDA, inducida por la producción de un grupo de 

proteínas recientemente descritas y llamadas pentrexinas (27). 

 

 Una de las características más importantes del modelo es que ha sido la 

base para la investigación de alternativas terapéuticas en la prevención del 

daño neurológico en humanos (21, 28, 29). El uso de la hipotermia en niños 

con encefalopatía HI, basado en estudios previos con el modelo de Rice ha 

demostrado disminuir la mortalidad y las alteraciones en el neurodesarrollo 

(30,31, 32, 33). 

 



 El modelo también ha sido usado para la investigación del manejo con 

estatinas (34) y cicloheximida (35) en ratas neonatas. Los resultados de estos 

estudios son prometedores, sin embargo aún falta su uso en humanos. 

 

 El uso de un modelo animal de encefalopatía HI en el Instituto Nacional 

de Rehabilitación (INR) podría ser la base para  el desarrollo de tratamientos 

específicos que ayuden a prevenir el daño neurológico, y por ende la 

discapacidad, en pacientes pediátricos con alto riesgo neurológico. 

 

 Debido a la ausencia de estudios conductuales relacionados con este 

modelo que permitan sugerir semejanzas con alteraciones neurológicas en 

humanos, el objetivo de este trabajo es estudiar los efectos neurológicos de la 

ligadura de la carótida común izquierda e  hipoxia inducida en ratas neonatas. 

 

 



MATERIAL Y MÉTODOS 

 

Sujetos. Para formar los grupos de estudio se utilizaron 3 ratas Wistar 

gestantes del bioterio del Instituto Nacional de Rehabilitación alojadas en cajas 

de 50cm x 30cm x 15cm, con un periodo de luz-oscuridad de 12 horas, 

iniciando la luz a las 8:00hrs. La temperatura ambiente se mantuvo a 22+-2°C. 

Se les proporcionó agua y alimento comercial ad libitum.   Las ratas fueron 

manejadas bajo la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZOO-1999). Se 

obtuvieron 24 crías de 7 días de edad de ambos sexos que se dividieron 

aleatoriamente  en 3 grupos: 1) 5 ratas control sin cirugía; 2) 5 ratas sham o 

cirugía en falso, con cirugía y sin daño hipóxico-isquémico y; 3) 5 ratas con 

daño hipóxico-isquémico. Se incluyeron la misma cantidad de machos y 

hembras en los grupos para evitar sesgos asociados al sexo.  

 

  Lesión hipóxico-isquémica. Se provocó daño hipóxico-isquémico en 

ratas neonatas de acuerdo a la técnica empleada por Rice (1981), (18). Al día 7 

de nacimiento, las ratas se anestesiaron con ketamina (0.5 mg/kg), se hizo una 

incisión en cuello en la línea media de 0.5cm de longitud. Se disecaron los 

músculos rectos anteriores del cuello para localizar la tráquea y a su izquierda 

la arteria carótida común izquierda. Se ligó la arteria con Vicryl 5-0 y se cortó.  

Posteriormente los animales se mantuvieron en recuperación durante 1-2 

horas, tras las cuales se colocaron por 100 minutos en una caja de 50cm x 

30cm x 15cm con una llave para la entrada de una mezcla comercial de gas 

con 7.7% de oxígeno en nitrógeno y una llave para la salida del mismo a un 

flujo constante. Las ratas del grupo control de operación en falso, fueron 



anestesiadas con ketamina a 0.5mg/Kg y se hizo una incisión de la piel del 

cuello en la línea media de 5mm de longitud para localizar la arteria carótida 

común izquierda, que no se manipuló, y se suturó la piel con un punto de Vicryl 

5-0. 

 

 Evaluación neurológica. A los 42 días de edad un mismo observador 

realizó la valoración clínica que consistió en las siguientes pruebas: 

 

Se evaluó capacidad de agarre de las patas delanteras midiendo el 

tiempo que la rata se mantiene sujetada de una varilla de metal de 0.5cm de 

diámetro  a 80cm de la mesa (18, 36), como se observa en la figura 1. 

Figura 1. Capacidad de agarre de las patas delanteras 

 

 La prueba del reflejo posterior se evaluó mediante el número de 

respuestas normales en 10 repeticiones. La rata se sostiene de la cola a 50cm 

de la mesa y se realiza un movimiento rápido hacia la mesa. Una respuesta 

normal es la de extensión de las patas delanteras hacia la mesa.  Una 

respuesta inadecuada es cuando la rata flexiona una de las patas delanteras o 

un hemi-cuerpo, como se demuestra en la figura 2 (18, 36, 37). 



 

Figura 2. Respuesta alterada al reflejo posterior 

 

 

 Finalmente, se evaluó la actividad locomotora espontánea filmando 

durante 15 minutos en un espacio determinado de 100 cm x 60cm x 30 cm. En 

el análisis del video se contaron tiempo de acicalado (lavado del cuerpo por 

ellas mismas), número de bipedestaciones y de casillas pisadas (37). 

 

 Análisis estadístico. Se determinó el tipo de distribución de los datos y 

los resultados con una distribución no normal, se analizaron mediante la prueba 

de Kruskal-Wallis, mientras que las que presentaron una distribución normal se 

analizaron con  la prueba de Bonferoni (40). 

 



RESULTADOS 

 

 De las 9 ratas neonatas lesionadas, 2 murieron durante la hipoxia y 2 

fueron devoradas por su madre. Las 5 restantes fueron evaluadas clínicamente 

a los 42 días de edad y posteriormente sacrificadas a las 6 semanas para el 

análisis histológico. Las 5 ratas control y 5 ratas con cirugía en falso fueron 

evaluadas clínicamente a los 42 días de edad.  

 

 El peso de las ratas no siguió una distribución normal (Kolmogorov-

Smirnov, p= 0.05). De acuerdo a la prueba de Kruskal-Wallis los pesos 

promedio de los tres grupos no fueron significativamente diferentes (p=0.36) y, 

aunque los grupos estuvieron pareados por sexo, el peso de las ratas según el 

sexo no presentó diferencias significativas (p=0.06) (Tabla 1). 

Tabla 1. Promedios de peso por grupo y sexo. 

Grupos Sexo Media Desv. Típ. N 

Con lesión Hembra 133.3333 5.7735 3 

 Macho 135.0000 7.0711 2 

 Total 134.0000 5.4772 5 

Cirugía en falso Hembra 130.0000 0.0001 3 

 Macho 140.0000 0.0001 2 

 Total 134.0000 5.4772 5 

Control Hembra 136.6667 5.7735 3 

 Macho 140.0000 0.0001 2 

 Total 138.0000 4.4721 5 

Total Hembra 133.3333 5.0000 9 



 Macho 138.3333 4.0825 6 

 Total 135.3333 5.1640 15 

 

 La potencia estadística observada para estimar las diferencias de peso 

entre los grupos según el sexo de las ratas fue del 57.9%. 

 

 Con excepción del tiempo de acicalado, en el resto de los resultados 

sobre la valoración neurológica de las ratas del grupo con lesión tuvieron 

promedios significativamente menores que los grupos de comparación. En 

todas las variables, las diferencias entre los grupos de cirugía en falso y de 

control no fueron significativas. El reflejo posterior no siguió una distribución 

normal (K-S= 1.38, p=0.044), por tal razón se analizó con la prueba de Kruskal-

Wallis (tabla 2). 

 

Tabla 2. Promedios (DS) de las variaciones neurológicas por grupos. 

Grupo Valoración 

neurológica 1. Con 

lesión 

2. Cirugía 

en falso 

3. 

Control 

 

P 

Bipedestaciones 40.4 (18.5) 61.8 (12.5) 82.2 

(28.3) 

 1 vs 2 = 0.39 

1 vs 3 =0.024* 

2 vs 3= 0.44 

Tiempo de 

acicalado 

149.2 (36.1) 125.8 (18.7) 140.4 

(19.3) 

1 vs 2 = 0.54 

1 vs 3= 1.0 

2 vs 3= 1.0 

Número de 41.2 (19.8) 65.4 (5.1) 65.4 (3.7) 1 vs 2 = 0.024* 



casillas 1 vs 3 =0.024* 

2 vs 3= 1.0 

Reflejo posterior 3.2 (1.3) 10.0(0.0) 9.8 (0.4) 0.002* 

Tiempo en 

varilla 

8.0 (3.6) 23.6 (3.2) 23.0 (5.3) 1 vs 2 = 0.0001* 

1 vs 3 =0.0001** 

2 vs 3= 1.0 

  

 Al controlar la posible influencia del peso por sexo de las ratas (tabla 3), 

la diferencia en los promedios de bipedestaciones por grupo fue cancelada a 

través del análisis de covarianza (p=0.09), para una potencia estadística 

observada de 67.7%. 

 

 

Tabla 3. Promedio de bipedestaciones por grupo y sexo. 

Grupos Sexo 

Con lesión Cirugía en falso Control 

Hembra 50.6 (11.0) 67.6 (12.6) 89.0 (37.5) 

Macho 25.0 (18.3) 53.0 87.0) 72.0 (5.6) 

Covariable peso: p=0.08 

Grupo: p=0.09 

Sexo: p=0.023 

 Los datos muestran que la tendencia sistemática es que las ratas 

hembras pesen menos y realizen mayor número de bipedestaciones y lo 

contrario para los machos. En relación al número de bipedestaciones, es 



probable que el peso*sexo sea una variable confusora para diferenciar a los 

grupos experimentales (gráfico 1). 

 

Gráfico 1. Promedio de bipedestaciones por grupo y sexo de ratas. 
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 En el resto de los resultados neurológicos el peso por sexo no influyó 

para variar significativamente las diferencias o no diferencias encontradas entre 

los grupos experimentales. 

 

 Exceptuando la variable “tiempo de acicalado” que no contribuye a 

diferenciar los grupos adecuadamente, si se considerara el resto de las 

variables como los ítems de un test, éstas guardan una muy buena correlación 

interclase (tabla 4), con un coeficiente alpha de Cronbach de 0.735 (Intervalos 

de confianza del 95% desde 0.420 hasta 0.900, p=0.0004). Es decir que las 

mediciones muestran una buena confiabilidad.  



 

Tabla 4. Coeficientes de correlación entre las variables de valoración 

neurológica. 

 Bipedestación Número de casillas Reflejo posterior 

Bipedestación 1.000   

Número de casillas 0.652 1.000  

Reflejo posterior 0.635 0.761 1.000 

Tiempo en varilla 0.547 0.828 0.913 

 

  

 Debido a lo anterior, contemplando las cuatro variables expuestas en la 

tabla 4, el análisis discriminante pronostica que hasta el 80% de las ratas 

estarían correctamente clasificadas en sus grupos pertenecientes originales 

(tabla 5). 

Tabla 5. Resultados de la clasificación por análisis discriminante. 

   Grupo de pertenencia 

pronosticado 

Total 

  Grupos Con 

lesión 

Cirugía 

en falso 

Control  

Original Recuento Con 

lesión 

5 0 0 5 

  Cirugía 

en falso 

0 4 1 5 

  Control 0 2 3 5 

 % Con 100.0 .0 .0 100.0 



lesión 

  Cirugía 

en falso 

.0 80.0 20.0 100.0 

  Control .0 40.0 60.0 100.0 

a Clasificados correctamente el 80.0% de los casos agrupados originales 

 

 De acuerdo a los resultados del análisis discriminante, sólo las 5 ratas 

que originalmente se clasificaron pertenecientes al grupo “con lesión” se 

pronostica que pertenecerían a ese mismo grupo; en cambio, una del grupo 

“cirugía en falso” pertenecería al “control”  y, de las 5 control, 2 pertenecerían al 

de “cirugía en falso”. 

 

 No obstante, al incluir el peso de las ratas más las cuatro variables antes 

mencionadas, el análisis discriminante predice que hasta el 93.3% de los casos 

quedarán correctamente clasificados (tabla 6). 

 

Tabla 6. Resultados de la clasificación por análisis discriminante. 

   Grupo de pertenencia 

pronosticado 

Total 

  Grupos Con 

lesión 

Cirugía 

en falso 

Control  

Original Recuento Con 

lesión 

5 0 0 5 

  Cirugía 

en falso 

0 5 0 5 



  Control 0 1 4 5 

 % Con 

lesión 

100.0 .0 .0 100.0 

  Cirugía 

en falso 

.0 100.0 .0 100.0 

  Control .0 20.0 80.0 100.0 

a Clasificados correctamente el 93.3% de los casos agrupados originales 

 

 Véase en la tabla 6, que el total de las ratas originalmente clasificadas 

como “con lesión” quedaría en el mismo grupo por compartir las características 

neurológicas medidas, lo mismo sucede para las 5 ratas de “cirugía en falso” y, 

por último, sólo una de las 5 ratas “control” se pronostica que pertenecería al 

grupo de cirugía en falso. 

 



DISCUSIÓN 

 

 El principal objetivo de este estudio fue estudiar los efectos neurológicos 

de la ligadura de carótida interna izquierda e hipoxia en ratas neonatas. 

Clínicamente, las ratas con lesión tuvieron menos movilidad espontánea, más 

alteraciones en la respuesta al reflejo posterior y permanecieron 

significativamente menos tiempo en la varilla. 

  

 Cabe mencionar que todos los animales lesionados presentaron ptosis 

moderada del ojo ipsilateral al sito de la lesión.  Esta alteración se debió 

probablemente a una lesión asociada del nervio simpático pericarotídeo 

durante la ligadura de la carótida común (38). 

 

 Los resultados encontrados son similares a los descritos por otros 

autores (18, 36, 37). Bona y col. en 1997 estudiaron  ratas neonatas a las 

cuales sometieron a ligadura de una carótida común e hipoxia. Evaluaron 

periódicamente a las ratas durante el desarrollo mediante el reflejo posterior y 

encontraron que las ratas con lesión mostraban alteración en la respuesta a 

diferencia de las ratas control (36). 

 

 Por su parte, Puurunen y cols. en el 2001 estudiaron el comportamiento 

de ratas adultas en las que se había aplicado la preparación de Levine. Estos 

autores encontraron que el comportamiento espontáneo era diferente al de las 

ratas control, lo que corresponde con los resultados del presente trabajo (37). 

 



 En cuanto al número de bipedestaciones, se identificó al peso por sexo 

como una variable confusora, ya que la tendencia fue que las ratas con menor 

peso (hembras) realizaran un mayor número de bipedestaciones. Al controlar la 

posible influencia del peso por sexo, se encontró que sí existe una diferencia 

estadísticamente significativa entre los grupos. 

 

 No se demostraron diferencias significativas en el tiempo de acicalado. 

Estudios previos han demostrado que esta variable se altera principalmente 

con la edad y con el estrés (39, 40, 41). Es conveniente señalar que las ratas 

del estudio tenían la misma edad y estuvieron sometidas al mismo estrés 

durante la prueba de la movilidad espontánea, por lo que no resulta 

sorprendente que no hayan habido diferencias estadísticamente significativas 

entre los grupos en esta variable. 

 

 Si se utilizan el tiempo en la varilla, el reflejo posterior, el número de 

casillas y el número de bipedestaciones como una prueba de evaluación 

neurológica, se obtendrá una clasificación correcta en el 80% de los casos, lo 

que representa una cifra alta tratándose de una evaluación clínica. Si se incluye 

el peso de las ratas al análisis, entonces el 93.3% de las ratas quedarán 

correctamente clasificadas. Así, las pruebas clínicas aquí utilizadas son 

adecuadas y confiables para la evaluación neurológica de las ratas neonatas 

en quienes se aplicó la preparación de Levine. 

  

 La evaluación de las reacciones posturales constituye una herramienta 

clave en el diagnóstico temprano de las secuelas neurológicas ocasionadas por 



lesiones HI en un cerebro inmaduro. En pacientes que presentan hemi-paresia 

espástica, las respuestas son asimétricas, con patrón predominantemente 

flexor en el hemi-cuerpo afectado (42). El reflejo posterior en la rata es un 

reflejo postural que semeja la prueba de paracaídas que se realiza en los niños 

y que se presenta entre los 6 y 9 meses de edad. En este estudio, la respuesta 

al reflejo mostró diferencias estadísticamente significativas entre los grupos, 

con una respuesta predominantemente asimétrica en las ratas con lesión, 

resultado similar a lo observado en humanos. 

 

 Los niños con PCI presentan pocos movimientos espontáneos, 

dependiendo del grado de afección, desde edades tempranas, y más tarde se 

observan importantes problemas de locomoción (4, 43). En este estudio, se 

demostró que las ratas con lesión tienen menor movilidad que las ratas control, 

reflejado en el número de casillas pisadas.  

 

 Finalmente, en los niños con PCI, como parte del retraso en el desarrollo 

psicomotor, se encuentran alteraciones en la función de la mano, secundarias a 

espasticidad, debilidad y poco control volitivo (44, 45). Por su parte, el tiempo 

durante el cual la rata se sostiene de la varilla evalúa indirectamente la función 

de la mano, por lo que se encuentra una similitud más entre el comportamiento 

animal y el humano. 
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 Las ratas neonatas en quienes se aplicó la preparación de Levine 

presentaron alteraciones clínicas que pueden semejarse a algunos de los 

signos que acompañan a la PCI. A partir de este modelo, se podrían desarrollar 

nuevos trabajos de investigación con la finalidad de comprender mejor la 

fisiopatología del daño neurológico en la PCI y de desarrollar alternativas 

terapéuticas para la prevención del mismo. 
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