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Introduccion. Los indicadores espacio-temporales de lesiébn son esenciales en el estudio
neuropatoldgico y terapéutico de la isquemia cerebral.

Objetivo. Optimizar la técnica de dos modelos de isquemia cerebral (focal y global) y hacer un analisis
comparativo de la progresién del dafio cerebral, mediante marcadores de neurodegeneracion.
Materiales y métodos. Se sometieron ratas Wistar a oclusion temporal de la arteria cerebral media o a
oclusion de cuatro vasos, y se evaluaron comparativamente el tiempo quirdrgico, la tasa de supervivencia
y la recuperacion neuroldgica. Se utilizo trifenilo de tetrazolio para establecer la distribucion del infarto
y tincién con Fluoro-Jade B® como marcador de neurodegeneracion. La inmunorreaccién de la astroglia
se evalué con el anticuerpo contra la proteina acidica fibrilar de la glia (Glial Fibrillary Acidic Protein,
GFAP) y el anticuerpo AT-8 contra la proteina tau hiperfosforilada, 24, 48 y 72 horas después de la
isquemia.

Resultados. Los modelos de isquemia utilizados requirieron menor tiempo quirdrgico y hubo menor
riesgo de muerte, respecto a estudios previos. En el modelo focal, las células positivas con Fluoro-
Jade B®Yy los astrocitos reactivos, se evidenciaron en corteza e hipocampo a las 24 horas después de la
isquemia. En el modelo global, se observo tincién Fluoro-Jade B® positiva a las 24 horas, aumentando
significativamente la reaccion de la GFAP a las 72 horas en corteza y a las 48 horas en el hipocampo.
La reaccion contra la proteina tau hiperfosforilada aumentd progresivamente y fue maxima a las 72
horas en ambos modelos.

Conclusiones. Los dos modelos de isquemia cerebral, oclusién temporal de la arteria cerebral media
y oclusién de cuatro vasos, fueron optimizados. En estos modelos, los marcadores la tincién Fluoro-
Jade B® y la GFAP permitieron detectar procesos de neurodegeneracion 24 horas después de la
isquemia, en tanto el marcador de proteina tau hiperfosforilada (AT-8) incrementé progresivamente
su reaccion hasta las 72 horas, lo cual sugiere la propagacion de la excitotoxicidad y la alteracion de
enzimas implicadas en la fosforilacion de proteinas del citoesqueleto.
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Injury markers in two models of cerebral ischemia

Introduction: Spatio-temporal indicators of injury are essential for the study of neuropathological
processes and for developing therapeutic approaches for stroke.

Objective: This study sought to optimize the techniques of two cerebral ischemia models (focal
and global) and to comparatively evaluate the progression of brain damage by analyzing markers of
neurodegeneration.

Materials and methods: Wistar rats were subjected to temporary occlusion of the middle cerebral artery
(t-MCAOQ) or four-vessel occlusion (4-VO), and surgical time, survival rate and neurological recovery
were comparatively evaluated. Triphenyl tetrazolium was used to determine the distribution of the
infarction, and Fluoro-Jade B was used as a marker of neurodegeneration. Astroglial immunoreactivity
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was assessed with an anti-glial fibrillary acidic protein (GFAP) antibody, and an anti-AT-8 antibody was
used to detect hyperphosphorylated tau protein at 24, 48 and 72 hours post-ischemia.

Results: The cerebral ischemia models employed (t-MCAO and 4-VO) required less surgical time and
presented less of a death risk compared to those in previous studies. In the focal model, Fluoro-Jade-
positive cells and reactive astrocytes were observed in the cerebral cortex and the hippocampus at 24
hours post-ischemia. In the global model, we observed Fluoro-Jade-positive cells at 24 hours, and a
significant increase in the reactivity of GFAP was observed at 72 hours in the cortex and at 48 hours in
the hippocampus. The immunoreactivity of hyperphosphorylated tau protein increased progressively,
reaching a maximum at 72 hours post-ischemia in both models.

Conclusions: These results suggest that in the t-MCAO and 4-VO ischemia models, the expression
of Fluoro-Jade and GFAP indicates early neurodegeneration at 24 hours post-insult. In contrast, the
immunoreactivity of the hyperphosphorylated tau protein marker (AT-8) progressively increases until
72 hours post-insult, which suggests that the progression of excitotoxicity and alteration of enzymes
involves the phosphorylation of cytoskeletal proteins.

Key words: Stroke, ischemia, nerve degeneration, tau proteins, rats, Wistar.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v33i2.830

Marcadores de lesion en isquemia cerebral

Elaccidente cerebrovascular es la primera causade
incapacidad permanente y la tercera de muerte en
Ameérica Latina (1,2), y ocupo6 el segundo lugar entre
las causas de muerte en el mundo en el 2010 (3).
De 70 a 85 % de los accidentes cerebrovasculares
son causados por la oclusién de la arteria cerebral
media (4,5), lo cual puede ocurrir por la oclusién
de pequefos vasos o terminales capilares, dafo
endotelial y oclusién tromboembdlica de una arteria
cerebral principal (6,7).

Se han desarrollado diversos modelos experimen-
tales de isquemia cerebral, principalmente en ratas
y ratones, como una herramienta indispensable
de investigacion en el campo del accidente
cerebrovascular (7,8), teniendo estos modelos
ventajas y desventajas (8). En los ultimos afos
se han desarrollado métodos menos invasivos,
seguros y reproducibles, respondiendo a la
necesidad derefinartécnicas quirargicas enfocadas
especificamente a minimizar el riesgo de muerte
o las posibles complicaciones que puedan afectar
el curso fisiopatologico de la lesion (9,10); sin
embargo, la seleccion de la mayoria de los modelos
depende en cada caso de los objetivos particulares
del investigador.

La eficacia y la seguridad de un modelo de infarto
cerebral, son fundamentales para la comprension
basica de los mecanismos celulares que siguen
a la lesion (2,6,9). Muchos modelos de isquemia
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cerebral van dirigidos aincrementar el conocimiento
sobre los mecanismos fisiopatolégicos involucrados
en el proceso (7,11) o a responder a diversos
interrogantes sobre la enfermedad en humanos
(8,12,13). Sin embargo, con frecuencia los
resultados son variables en este tipo de estudios
(6,14), relacionandose la manipulacién quirtrgica
con el volumen del infarto obtenido. Al momento
de seleccionar los dos modelos utilizados en
este estudio, se revisaron diferentes modelos de
isquemia cerebral, teniendo en cuenta las ventajas
relativas de cada uno de ellos.

El modelo de oclusién de los cuatro vasos (Four-
Vessel Occlusion,4-VO) es unodelos mas utilizados
para producir lesiones isquémicas globales e
infartos hemisféricos en ratas (12,14,15). Consiste
en la oclusion temporal de las arterias carétidas,
después de cauterizar las arterias vertebrales.

Por otra parte, el modelo mas usado para generar
isquemia focal transitoria es el de la oclusién
temporal de la arteria cerebral media (Temporal-
Middle Cerebral Artery Occlusion, t-MCAQ) mediante
endarterizacién de la arteria carétida interna hasta
la bifurcacién de la arteria cerebral anterior y la
cerebral media (13,16,17). Este modelo produce
grados variables de isquemia que dependen
del tiempo de oclusién y de la permanencia
de la oclusion (9); ademas, se han observado
variaciones en el déficit neuroldgico dependiente
del grado de lesion y de la oclusién correcta de la
arteria cerebral media (10).

En la mayoria de los modelos de isquemia se
replica parcialmente la fisiopatologia del accidente
cerebrovascular, particularmente en los modelos de
isquemia cerebral focal; sin embargo, los modelos
de isquemia global también se han utilizado en
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estudios de aprendizaje y memoria (18). Aun esta
por esclarecerse si estos modelos pueden servir
para identificar marcadores de lesién temprana o
de progresién de la enfermedad isquémica.

Se sabe que los ovillos neurofibrilares (Neurofibrillary
Tangles, NFT) son marcadores de enfermedades
neurodegenerativas cronicas, como la enfermedad
de Alzheimer, la esclerosis lateral amiotréfica
y la enfermedad de Pick, entre otras; ademas,
la hiperfosforilacién de la proteina tau esta
relacionada con la demencia después de un
accidente cerebrovascular (19). Por otra parte, la
expresion de la proteina precursora del 3-amiloide
se ha visto incrementada en roedores, tras
inducir la isquemia cerebral (20). La proteina tau
hiperfosforilada se acumula de manera especifica
en determinados sitios, en neuronas corticales de
humanos con taupatias (19), y puede evidenciarse
mediante los filamentos helicoidales pareados
(Paired Helical Filaments, PHF). Bajo condiciones
de isquemia, hay falla energética en forma de ATP
y desensamblaje del citoesqueleto neuronal, por
disociacion de la proteina tau de los microtubulos,
como consecuencia de un aumento de la actividad
de las enzimas cinasas dirigidas por la prolina
(Proline-Directed Protein Kinases, PDPK) o
fosfatasas de serina o treonina (Ser/Thr 2A, 2B),
evitando el transporte axonal (21). Sin embargo, la
relacion directa entre la proteina tau hiperfosforilada
y la progresion de la isquemia cerebral ain no esta
completamente dilucidada.

Se conocen otros marcadores de estrés y muerte
celular, como la tincién con Fluoro-Jade B®, el cual
es un derivado de fluoresceina que tiene una gran
afinidadporlosprocesosneuronalesacidofilicos, por
lo cual la presencia de fluorescencia indica eventos
degenerativos intracelulares (22). En la isquemia
cerebral, también se han descrito alteraciones
morfoldgicas y bioquimicas en los astrocitos, como
respuesta a los cambios fisiopatolégicos que se
suscitan en etapas tempranas y tardias después
del restablecimiento de la perfusion. La reaccion
astrocitaria que se expresa en forma de hipertrofia,
juega un papel importante en la plasticidad
neural y en el mantenimiento de la homeostasis,
observandose unincremento en lainmunorreaccion
de GFAP en la isquemia cerebral (22,23).

Con base en lo anterior, se optimizd la técnica en
dos modelos distintos de isquemia cerebral (focal y
global:t-MCAQYy 4-VO) enratasy se hizoun analisis
comparativo de la progresién del dafio cerebral alas
24, 48 y 72 horas después de la lesion, utilizando
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marcadores de neurodegeneracion (GFAP, Fluoro-
Jade B® y proteina tau). Los resultados obtenidos
tienen utilidad en estudios de neuroproteccion, al
elegirlaventanatemporal de accion, seguin el modelo
y el marcador de degeneracion utilizados; también,
facilitan la identificacion de blancos celulares y su
participacién espacio-temporal.

Materiales y métodos

Se utilizaron como sujetos experimentales ratas
Wistar hembra de cuatro meses de edad y 250
g de peso promedio, obtenidas del bioterio SPF
de la Sede de Investigacién Universitaria de la
Universidad de Antioquia (Medellin, Colombia).
Los animales se mantuvieron en ciclos de 12 horas
de luz y 12 de oscuridad (luz, 6:00 a.m. a 6:00
p.m.), con alimento y agua ad libitum, siguiendo los
lineamientos de la Comunidad Europea (86/609/
EEC) y lo normado por las leyes colombianas
para tal fin (Ley 84/1989, Resolucién 8430/1993 y
Ley 576/2000). Se tuvo especial cuidado en evitar
el sufrimiento innecesario y se redujo al maximo
el nimero de animales experimentales. Esta
investigaciéon cont6 con la aprobacion del Comité
de Etica de Animales de Experimentacién de la
Universidad de Antioquia.

Todos los animales se sometieron a ooferectomia
bilateral dos semanas antes de las intervenciones
quirurgicas, paraevitarlasfluctuacioneshormonales
y los efectos de neuroproteccién potencialmente
atribuibles a la actividad de las hormonas ovéricas.
La anestesia consistio en ketamina (90 mg/kg) y
xilacina (5 mg/kg) por via intraperitoneal. Se hizo un
pequeno corte a través de la piel del dorso a nivel
lumbar y se separaron los musculos abdominales
de ambos lados; los ovarios se expusieron y
resecaron mediante pinzamiento y torsién a nivel
de su pediculo, lo cual favorecié la hemostasia.

Modelo de oclusion transitoria de la arteria
cerebral media

Se utilizé la técnica de oclusion intravascular de
la arteria cerebral media (t-MCAQO) mediante
endarterizacién carotidea con monofilamento
de poliamida 4/0 durante por 60 minutos, con
restablecimiento posterior de la perfusion (13,17).
La anestesia se indujo con una mezcla de ketamina
(90 mg/kg) y xilacina (5 mg/kg) intraoperitoneal,
y se mantuvo con un equipo de anestesia por
inhalacion usando isoflurano (2-4 %) y oxigeno
(96 % v/v) con mascarilla. La temperatura corporal
se monitoriz6 con un termometro rectal digital
durante todo el procedimiento quirdrgico y las ratas
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se mantuvieron bajo condiciones quirirgicas de
hipotermia controlada sin la influencia del manto
de calentamiento corporal.

La arteria carétida comlin se expuso mediante
una incision cutanea de 2 cm a lo largo de la
linea media ventral del cuello, y se disecaron los
musculos ventrales (esternohioideo, homohioideo,
esternomastoideo) y el nervio vago. Se hizo divul-
sion de las arterias carétida externa y caroétida
interna derechas; las primeras ramas de la carétida
externa (occipital, tiroidea superior, faringea
ascendente y maxilar externa) se cauterizaron por
electrocoagulacién (cauterio bipolar Aaron®) y se
cort6 la carétida externa después de ligarla con
poliamida 6/0 de la porcién distal craneal creando
un mufdn. La arteria pterigopalatina fue disecada,
cuidadosamente pinzada y electrocoagulada.
La arteria carétida comdn y la carétida interna
derechas se ocluyeron temporalmente mediante
pinzamiento (pinzas de aneurisma # 2) y, a través
de una microincision en el muiidn de la carétida
externa, se introdujo un nailon monofilamento
(poliamida 4/0).

Los filamentos utilizados en este experimento
fueron previamente redondeados en su punta
mediante flama y cubiertos con un doble bafio de
poli-L-lisina (al 0,1 %, Sigma), para incrementar
la adhesion al endotelio y prevenir la reperfusion
temprana. Se ligd suavemente alrededor del
punto de endarterizacion con polipropileno 8/0
(Prolene®), para evitar hemorragias o la salida del
filamento, el cual se avanzé por la arteria carétida
interna hasta la bifurcacion de la cerebral media
y la cerebral anterior, interrumpiendo temporal-
mente la circulacién sanguinea en los territorios
cerebrales dependientes de la cerebral media. Se
reacomodaron los tejidos y se suturd la incisién
con nailon 4/0, dejando protruido 1 cm del extremo
distal del nailon de endarterizacién, el cual fue
cuidadosamente retraido y cortado luego de 60
minutos de oclusion, permitiendo el retorno del flujo
sanguineo al cerebro (reperfusion), pero evitando
la extraccion total del filamento.

Modelo de oclusion de los cuatro vasos

El modelo de oclusién de los cuatro vasos (4-VO)
se basd en técnicas previamente descritas, con
algunas modificaciones como se describe a
continuacion. Las ratas se anestesiaron con el
mismo protocolo detallado para el modelo de
t-MCAQO. Se hizo unaincisién sobre la piel del dorso
del cuello a la altura del occipital y directamente
sobre las dos primeras vértebras cervicales. La piel,
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el musculo cutaneo y los musculos paraespinales
se disecaron y retrajeron lateralmente hasta
exponer los agujeros alares del primer segmento
cervical (atlas). Con un electrocauterio bipolar se
cauterizaron las dos arterias vertebrales a través
de los respectivos fordmenes ovales (derecho e
izquierdo), dado que las arterias vertebrales pasan
bajo ellos antes de fusionarse en lafosa posterior del
occipucio como arteria vértebro-basilar. Los tejidos
se reacomodaron y la incision se cerré en un solo
plano con polipropileno 4/0. Las arterias carotidas
comunes (derecha e izquierda) se expusieron a
través de una incision en la linea media ventral del
cuello e inmediatamente se ocluyeron con pinzas
de aneurisma durante 25 minutos, liberandolas
posteriormente para permitir la reperfusién. La
incision se suturd con nailon 4/0. La respiracion y
la temperatura fueron monitorizadas durante todo
el procedimiento y en el posoperatorio inmediato.

Recuperacion y evaluacién neurolbgica

Los animales fueron retornados a sus cajas
luego del procedimiento, hasta su recuperacion;
posteriormente, se les hizo una valoracion neuro-
l6gica, usando un protocolo previamente descrito
(17,24,25) y ligeramente modificado. El déficit
neurolégico se evalué después de las primeras
seis horas de recuperacion de la anestesia v,
posteriormente, a 24, 48 y 72 horas después de la
isquemia y la reperfusion.

Para complementar la evaluaciéon de la funcién
motora, se hizo una modificacién de los métodos
previamente descritos para ese fin. La puntuacion
neurolégica se baso6 en una escala de seis puntos:
0, ausencia de movimientos espontaneos; 1,
movimientos espontaneos circulares hacia el lado
afectado por la paresia; 2, movimientos en circulos
hacia el lado afectado por la paresia, al tirar de
la cola; 3, movimientos en circulos hacia el lado
afectado por la paresia, al tirar e izar de la cola;
4, reduccién de la resistencia a la presion lateral
sobre el lado afectado por la paresia; 5, flexion
constante del miembro anterior contralateral a la
lesion, y 6, extensién normal de ambos miembros
anteriores al ser izada de la cola y acercada a una
superficie.

También se practicaron otras pruebas neurolégicas
que no estan incluidas en la escala, como por
ejemplo, el balanceo o pérdida del equilibrio sobre
barra vertical y horizontal, la percepcion espacial,
y los reflejos de enderezamiento, motor ocular,
Optico, palpebral y acustico (no se presentan los
datos).
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Determinacion del volumen del infarto

Para establecer la magnitud de la lesion en ambos
modelos (t-MCAO y 4-VO), se utiliz6 el método
de tincién con el cloruro de tetrazolio (Triphenyl
Tetrazolium Chloride, TTC), descrito previamente en
otros estudios (17,26-28). Las ratas se anestesiaron
con una mezcla de ketamina/xilacina (100/15
mg/kg) a las 24 horas después de la isquemia y
la reperfusién, y por puncién cardiaca y avance
aortico, se perfundieron 200 ml de solucién salina
normal al 0,9 % mediante una bomba peristaltica.

Los cerebros se resecaron y almacenaron durante
10 minutos en solucion tampon salina de fosfato
(Phosphate Buffered Saline, PBS) y luego se cortaron
en secciones coronales a intervalos de 2 mm,
usando una matriz acrilica para rata (Stoelting Co.,
Ref#51382). Los cortes seincubaron en el colorante
cloruro de tetrazolio al 0,5 % (Sigma, St. Louis,
MO) durante 30 minutos a 37 °C, protegidos de la
luz. Las secciones se fijaron con paraformaldehido
en solucién tampén al 4 % y luego se tomaron las
fotografias digitales.

Los volumenes de infarto cerebral se determinaron
usando el software Image-J (version 1.0), mediante
integracién de las areas de infarto en cada segmento
y por cada cerebro. El volumen del infarto se calculo
usando la siguiente formula: volumen del infarto
= [volumen del hemisferio izquierdo — (volumen
del hemisferio derecho — volumen del infarto
medido)] / volumen del hemisferio izquierdo. El
volumen del infarto se corrigié en cada cerebro (29)
para compensar el edema cerebral en el hemisferio
isquémico, mediante la siguiente férmula: volumen del
infarto corregido = volumen del hemisferio izquierdo—
(volumen del hemisferio derecho—volumen del infarto
medido). El volumen del infarto se expres6 en mm?®y
en porcentaje del hemisferio izquierdo.

Células en proceso neurodegenerativo

Se utilizé la tincién de Fluoro-Jade B® para marcar las
células en proceso de neurodegeneracion. Las ratas
se anestesiaron como se describi6 anteriormente y
se les perfundieron 200 mi de solucién salina 0,9 %N
seguidos de 200 ml de PFA al 4 % en PBS 0,1M.

Los cerebros se extrajeron y posfijaron en parafor-
maldehido al 4 % durante 48 horas, y luego se lavaron
en solucion tampoén 0,1M. Se cortaron secciones
de 50 pm con un micrétomo Leica de hoja vibrante
(VT 1000S-Leica Microsystems). Las secciones se
incubaron inicialmente en una solucion de NaOH
al 1 % en etanol (80 %) durante cinco minutos
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y luego se hidrataron en alcohol con gradientes
descendientes (75, 50 y 25 %) durante cinco minutos
en cada uno, seguido de agua destilada.

Los cortes se incubaron en una solucién de per-
manganato de potasio (KMnO, al 0,6 %) durante
10 minutos, se lavaron con agua destilada e se
incubaron en una solucidon de Fluoro-Jade B® al
0,001 % (Chemicon International AG310) en acido
acético al 0,1 % durante 30 minutos.

Las secciones se montaron en laminas y se
cubrieron con laminillas bajo un medio de montaje
acuoso (Vecta-shield Mounting Medium). Todos los
cortes se observados, analizaron y fotografiaron en
un microscopio de fluorescencia (Olympus I1X-81) a
450-490 nm.

Inmunohistoquimica

Los estudios inmunohistoquimicos se desarrollaron
con cortes coronales de 50 pm, correspondientes a
las coordenadas -2,30 a -3,60 de Bregma, usando
el siguiente protocolo. Las secciones se colocaron
en metanol: PBS (1:1) mas H,O, , 1 % durante 20
minutos para inhibir la peroxidasa endoégenay luego
se lavaron tres veces consecutivas con PBS 0,1 M
(5 minutos cada uno). Las secciones cerebrales
se pre-incubaron (PBS 0,1 M, Triton 100X-3 % vy
BSA 1 %) durante una hora en agitacion suave y a
temperatura ambiente; posteriormente, los cortes
se incubaron (PBS 0,1M, Triton 100X-0,3 % y BSA
0,3 %) en el anticuerpo primario contra proteina tau
hiperfosforilada (AT8 monoclonal mouse, 1:250,
Pierce) y se dejaron en agitaciéon constante a 4 °C
toda la noche.

Luego de cinco lavados de 10 minutos cada uno,
los cortes se incubaron en anticuerpo secundario
(mouse ‘biotinilado’ 1:250) durante dos horas a
temperatura ambiente y a continuacién se lavaron
con PBS (5 veces durante 5 minutos cada una).
Se incubaron en el complejo avidina/biotina
(ABC) 1:250 (de cada uno) durante dos horas a
temperatura ambiente y en la oscuridad. Luego
de cinco lavados consecutivos (10 minutos cada
uno) con PBS, se revelaron con diaminobenzidina,
tableta de 11 mg (Merck), en 15 ml de PBS 0,1M
protegido de la luz. Se adicion6 H,O, al 0,02 %
(80 % de la stock solution), una vez filtrado. Las
secciones se montaron en laminas portaobjeto,
cubiertas con laminillas y selladas con medio de
montaje (Permount Fisher).

Todos los cortes se fotografiaron con camara digital
bajo microscopio éptico, analizando al menos seis



Biomédica 2013;33:292-305

cortes por cerebro; las cuantificaciones se hicieron
mediante densitometria (unidades relativas) como
la relacion de células marcadas, empleando el
programa Image-J, versién 1.0.

Inmunofluorescencia

Las secciones almacenadas en criopreservador,
se seleccionaron, se lavaron con PBS 0,1M y se
incubaron con cloruro de amonio 50 mM durante
10 minutos para evitar la autofluorescencia. Los
cortes se preincubaron en solucién TXTBS (Triton
X-Tween Buffer Saline) con adicién de BSA al
3 % en agitacion constante durante 60 minutos
y a temperatura ambiente; posteriormente, se
incubaron en el anticuerpo primario (Anti-GFAP
rabbit, 1:2.000) en solucion de incubacién TXTBS
que contenia BSA al 1 %, durante toda la noche a
4 °C en agitacion constante.

Las secciones se lavaron cuatro veces con PBS
0,1 My se incubaron en el anticuerpo secundario
acoplado al fluoroforo (Alexa-Fluor 594 Goat anti-
rabbitlgG) 1:2.000, durante dos horas atemperatura
ambiente y en agitacién constante. Los cortes se
lavaron cuatro veces con PBS 0,1 M, se montaron
en laminas y se sellaron con laminillas, usando
medio acuoso (Gel Mount).

Las laminas se analizaron bajo microscopio de
fluorescencia (Olympus I1X 81). Para los controles
negativos, se omitio el anticuerpo primario durante
el procedimiento. El analisis densitométrico fue
similar al descrito en la inmunohistoquimica conven-
cional (Image-J 1.0 software).

Analisis estadistico

Al menos cinco ratas fueron evaluadas por cada
grupo experimental, excepto para la evaluacion
de puntaje neuroldgico, en la cual el “n” (nUmero
de animales por grupo) fue de 15. Se aplic
estadistica no paramétrica mediante la prueba
de Kruskal-Wallis y las diferencias se analizaron
mediante la prueba de Dunns para la comparacién
multiple entre medias de tratamientos. Los datos se
expresaron como la media + EEM (error estandar
de la media). Para el andlisis estadistico se uso el
programa Graph Pad Prism 4.0 (Software Inc., San
Diego, CA, 2003).

Resultados

Ventajas comparativas de t-MCAQO Vs. 4VO como
modelos de isquemia

El volumen del infarto se determin6é mediante
la tincidon de cloruro de tetrazolio a las 24 horas

Marcadores de lesion en isquemia cerebral

después de la isquemia y la reperfusiéon y las
areas afectadas fueron claramente delimitadas
en el modelo t-MCAOQ, con un volumen de infarto
de 43,59%£9,3 mm?; en tanto, en el modelo de
4-VO, la tincién fue difusa y variable en todos los
casos y en ambos hemisferios, lo cual no permitio
cuantificar el volumen del infarto ni determinar las
areas especificas afectadas (figura 1). El déficit
neuroldgico fue evaluado en ambos modelos a las
seis horas después de la isquemia y la reperfusion,
y luego, a las 24, 48 y 72 horas. La escala de
evaluacion neurolégica se basé en lo descrito
previamente en otros estudios (24,25); ademas, se
practicd un examen neurologico complementario,
evaluando el reflejo palpebral, corneal, acustico,
de retirada (pedal), de enderezamiento y de
percepcién espacial (propiocepcion), asi como
el equilibrio en barra horizontal y en plataforma
inclinada (no se presentan los datos). En ambos
modelos fue evidente el déficit neurologico a las
24 horas después de la isquemia y la reperfusion,
con una tendencia a la recuperacién a las 48 y
72 horas, sin diferencias significativas entre ellos
(figura 2). El tiempo quirdrgico, el porcentaje de
supervivencia y la reproducibilidad en cuanto a las
areas afectadas, también se evaluaron en ambos
modelos (cuadro 1).

El tiempo de cirugia fue de 36+6 minutos en
el modelo focal (t-MCAO) y de 45+9 minutos
en el modelo multifocal (4-VO), sin diferencias
importantes entre ellos, considerando que el
segundo se llev6 a cabo en un solo tiempo
quirdrgico, contrario a lo descrito en otros trabajos,
en los cuales la técnica se ejecuta en dos tiempos
con un intervalo de 24 horas (12,15,30). En cuanto
a la tasa de supervivencia, no se observaron
diferencias significativas entre los dos modelos de
isquemia (86,6 % para t-MCAO Vs. 93,3 % para
4-VO). El modelo t-MCAOQO aventaja al modelo
4-VO, en cuanto a la reproducibilidad en las zonas
afectadas y su delimitacién.

Analisis comparativo de Fluoro-Jade B® y
reaccion astrocitaria en dos modelos de
isquemia cerebral

La tincion con Fluoro-Jade B® como método
de histofluorescencia, permitié detectar células
en proceso de neurodegeneracibn en ambos
modelos. El modelo de isquemia focal t-MCAO
mostrd un incremento de las células Fluoro-
Jade BP® positivas a las 24 horas después de la
isquemia y la reperfusion en la corteza cerebral
témporo-parietal (figura 3, A-1), disminuyendo
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4-VO

Figura 1. Determinacion de las areas de infarto en isquemia focal (-MCAOQ) y global (4-VO) en ratas. Tincién con cloruro de tetrazolio
24 horas después de la isquemia. Las secciones de cada modelo (nimeros 1 a 6) corresponden a cortes coronales sucesivos de
2 mm de grosor ordenados de anterior a posterior, representativos de cada grupo (n=5). El volumen del infarto se determiné en el
modelo t-MCAO por integracién de las areas afectadas francamente definidas. El volumen del infarto en el modelo 4-VO no fue
cuantificable, debido a la naturaleza difusa y variable de las areas de infarto, pero su amplia distribucién de las zonas isquémicas
permite sugerir que el volumen del infarto puede superar el 60 % del area denle el cerebro medio. El color rojo corresponde al tejido
vital y, el blanco, a las regiones afectadas por la isquemia. Barra de escala =5 mm.

significativamente (p<0,05) a las 48 horas (figura
3, A-3 y E), mientras que, en la zona CA1 del
hipocampo, la inmunorreaccién fue mayor hacia
las 48 horas de inducido el infarto (figura 3A-4),
sin diferencias significativas en relacion con los
otros tiempos de evaluacion (figura 3E). La tincion
de células Fluoro-Jade B® positivas fue igualmente
evidente en el modelo 4-VO y en ambos territorios
cerebrales (corteza e hipocampo) a las 24 horas
después de la isquemia y la reperfusién (figura
3B-1,2), con un incremento muy significativo en
la corteza a las 24 horas en relacion con las 48
horas (p<0,001) vy, significativo, en relaciéon con
las 72 horas (p<0,05) después de la isquemia y
la reperfusién (figura 3B-3, 3B-5y 3F). En la zona
CA1 del hipocampo, hubo menos marcacion que
en la corteza, sin diferencias significativas entre
los distintos tiempos después de la isquemia y la
reperfusioén (figuras 3B-2, 4, 6 y 3F).
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Figura 2. Recuperacion neurolégica comparativa entre dos mo-
delos de isquemia (t-MCAO Vs. 4-VO). El estado neurolégico
fue evaluado a las 6, 24, 48 y 72 horas después de la isquemia
y la reperfusion. No se encontraron diferencias significativas
entre los modelos. (n=15 ratas/grupo)
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Cuadro 1. Parametros comparativos de dos modelos de isquemia cerebral en ratas (t-MCAO vs. 4-VO)

Modelo de isquemia

Parametros T-MCAO'' 4-VO 2
Tiempo quirdrgico (minutos) 36+6 45+9
Tasa de supervivencia (%) 88,6 93,3

Areas cerebrales con cambios
evidentes a nivel histologico e
inmunohistoquimico

Corteza témporo-parietal, estriado
estriado lateral, hipocampo (CA1)

Corteza cingular, témporo-parietal y fronto-
parietal; estriado lateral, hipocampo (CA1) y
nucleos talamicos

Tipo de lesion

Focal - ipsilateral

Multifocal en ambos

hemisferios
Volumen del infarto (mm®) 43,59+9,3 *
Evaluacién neurolégica **
6 horas posisquemia/reperfusion 2,1+0,7 1,320,5
24 horas posisquemia/reperfusién 2,5+0,7 2,1+0,6
48 horas posisquemia/reperfusion 3,3+0,6 3,1x0,5
72 horas posisquemia/reperfusién 4,1+£0,6 3,7+0,6

"' Modelo de oclusion temporal de la arteria cerebral media
2 Modelo de oclusién de cuatro vasos

* No cuantificable para este modelo, debido a su naturaleza variable y difusa

** 0: nivel mas bajo de respuesta neurologica
6: nivel mas alto de respuesta neurolégica (normal)

P<0,05 (n=15) sin diferencias significativas entre los dos modelos

Porotraparte, enelmodelot-MCAOQ la hiperreaccién
astrocitaria se detectd a las 24 horas después de
la isquemia y la reperfusion, tanto en la corteza
somatosensorial (figura 3C-1) como en la zona
CA1 del hipocampo (figura 3C-2), con diferencias
muy significativas (p<0,001) en comparacion con
lo observado a las 48 y 72 horas en las mismas
regiones cerebrales (figura 3C-3a 6y 3G).-

Respecto al modelo 4-VO, la hiperreaccién
astrocitaria en la corteza somatosensorial (figura
3D-1) y la zona CA1 del hipocampo (figura 3D-2)
fue ligeramente menor y difusa a las 24 horas, con
un incremento significativo a las 72 horas en la
corteza (p<0,01) (figura 3D-5 y 3H), mientras que,
en el hipocampo, el incremento en la reaccién fue
significativo (p<0,01) a las 48 horas (figura 3D-4 y
3H) y disminuyd a las 72 horas (p<0,001) (figura 3,
D-6 y H).

Progresion de la inmunorreaccion de la
proteina tau hiperfosforilada en dos modelos
de isquemia cerebral

La inmunorreaccién de células AT-8 (positivas para
filamentos helicoidales pareados) como marcador
de la proteina tau hiperfosforilada, se ha descrito en
diversas enfermedades neurodegenerativas (21). En
el presente estudio, se evidencidé inmunorreaccion
de las células AT-8 (proteina tau hiperfosforilada)
en la corteza témporo-parietal (figuras 4A-1y 4-B1)
y en la zona CA1 del hipocampo (figuras 4A-2 y

4B-2), tanto en el modelo t-MCAO (focal) como en el
modelo 4-VO (global), desde las primeras 24 horas
después de la isquemia y la reperfusién.

La marcacién positiva de filamentos helicoidales
pareados se present6é en el hemisferio ipsilateral
(derecho) en el modelo focal (t-MCAQ), mientras que
en el global (4-VO) se observé unainmunorreaccion
similar en los dos hemisferios.

En ambos modelos (t-MCAO y 4-VO) fue muy
evidente la progresién en la inmunorreaccion de
la proteina tau hiperfosforilada a 48 y 72 horas
después de la isquemia y la reperfusion, tanto en
la corteza (figura 4A-3,5 y 4B-3,5) como en la zona
CA1 del hipocampo (figura 4A-4,6 y 4B-4,6), con
diferencias muy significativas (p<0,001) (figuras
4C vy 4D).

Discusion

En el presente estudio, se optimizaron los dos
modelos de isquemia cerebral utilizados, t-MCAO
y 4-VO, al requerir menor tiempo quirdrgico y
generar menor riesgo de muerte, respecto a
estudios previos. En estos modelos de isquemia,
los marcadores Fluoro-Jade B®y GFAP permitieron
detectar procesos de neurodegeneracién a las 24
horas después de la lesién, en tanto el marcador
de proteina tau hiperfosforilada (AT-8) increment6
progresivamente su reacciéon hasta las 72 horas,
lo cual sugiere propagacion de la excitotoxicidad y
alteracién de enzimas implicadas en la fosforilacion
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Figura 3. Curso temporal de neurodegeneracion e hiperreacciéon astrocitaria en dos modelos de infarto cerebral (t-MCAQ vs.
4-VO). Imégenes representativas de la marcacion celular y de la significancia estadistica con Fluoro-Jade B®y GFAP, en neuronas
y astrocitos de la corteza témporo-parietal y la zona CA1 del hipocampo, mediante inmunofluorescencia a las 24, 48 y 72 horas
después de la isquemia y la reperfusién en isquemia focal (A, C, Ey G) y global (B, D, F y H). Se aprecia una marcacién diferencial
para ambos modelos que depende del tiempo transcurrido a partir de la reperfusién. Objetivo 10X y barra de escala =200 ym (n=5/

grupo) (* p=0,05, ** p=0,01, *** p=0,001)

de proteinas del citoesqueleto. Estos hallazgos son
importantes porque permitirdn planear estudios
de neuroproteccion en una ventana temporal
especifica, segun el modelo y el marcador de
degeneracion utilizados; también, facilitara la
identificacién dirigida de blancos celulares y su
participacion espacio-temporal.

Los modelos de isquemia cerebral ({tMCAO y 4-VO),
usados de manera frecuente en investigacion
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biomédica, fueron estandarizados y optimizados
en la presente investigacion, haciéndolos mas
practicos, seguros y agiles, lo cual permitié
reducir significativamente el tiempo efectivo del
procedimiento quirdrgico e incrementar la tasa de
supervivencia transoperatoria y posoperatoria, en
relacién con lo descrito en otros trabajos previos (2).
Es decir, se logré optimizar dos protocolos confiables
y reproducibles de modelos animales adecuados
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Figura 4. Comparacion de la inmunorreaccién de filamentos helicoidales pareados como marcador de hiperfosforilaciéon de la
proteina tau en los modelos de isquemia t-MCAO (Ay C) y 4-VO (B y D). Imagenes representativas de la marcacién neuronal en
la corteza témporo-parietal (1, 3y 5) y en el area CA1 del hipocampo (2, 4 y 6) del hemisferio derecho en ambos modelos, a las
24, 48y 72 horas después de la isquemia y la reperfusion. Se aprecia un aumento progresivo de la inmunorreaccion de filamentos
helicoidales pareados en funcion del tiempo, en ambos modelos. Objetivo 10X y barra de escala =200 pm. Las formas observadas
a mayor aumento de la inmunomarcacioén de la proteina tau hiperfosforilada corresponden a filamentos helicoidales pareados.

(Significancia *** p=0,001; n=5 ratas/grupo)

para estudiar los eventos fisiopatolégicos dependien-
tes del tiempo después de un evento isquémico,
e ideales para estudios preclinicos de tratamiento
protectores.

La precision en el abordaje quirdrgico, el acceso
vascular directo y la endarterizacion, sumados al uso
del electrocauterio y las condiciones de temperatura
controlada, reducen sustancialmente el tiempo
quirurgico, disminuyen significativamente el riesgo de
muerte intraoperatoria, aumentan las probabilidades
de supervivencia posoperatoria y reducen el tiempo
de recuperacién neuroldgica, tal como se evidencio
en el presente estudio (cuadro 1).

El modelo de isquemia t-MCAO demostré ser
reproducible y poco variable, ocasiond lesiones
focales especificas, delimitadas y francamente

definidas, mientras que el modelo 4-VO causo
lesiones multifocales, dificilmente definidas y
con alteraciones celulares en ambos hemisferios
cerebrales; en este modelo no se pudo delimitar
claramente las areas rescatables de penumbra ni
establecer el volumen del infarto. Sin embargo,
la amplia distribucion de las zonas isquémicas
descrita en el cuadro 1y la figura 1, permite sugerir
que el volumen del infarto puede superar el 60 %
del &rea denle el cerebro medio.

El modelo focal (t-MCAO) se bas6 en el protocolo
propuesto por Longa, et al. (138), y adaptado
posteriormente en otros trabajos (31,32), con
pequefias modificaciones segln las experiencias
de otros autores (6-8,10,14,16,17,25,33-41). La
férmula para la correccion del factor edema cerebral,
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se uso para calcular el volumen del infarto en este
modelo (40); sin embargo, en el modelo 4-VO no
fue posible calcular el volumen del infarto dadas
las caracteristicas difusas y multifocales de la
lesion. El volumen del infarto en t-MCAOQ se estimé
en 43,59+9,3 mm?® y las variaciones pueden haber
obedecido al tipo de sutura, la longitud de la
misma introducida en la arteria carétida interna, el
diametro de la esfera en la punta del filamento, la
profundidad de introduccion del mismo en la arteria
carotida interna, el tiempo de permanencia o la
reperfusién temprana (7,32,40,42).

El monofilamento utilizado en este estudio fue
poliamida 4/0 recubierto con poli-L-lisina para
aumentar la adhesividad dentro de la luz; sin
embargo, en pocos casos no se evidencié una
lesién focal, lo cual pudo haber obedecido a una
oclusion incompleta de la arteria cerebral media o
a una reperfusion temprana por desplazamiento
de la sutura. En ninguno de los casos se presento
ruptura vascular o hemorragia subaracnoidea;
solamente en tres de ellos se observd hipertermia
espontanea posquirargica y muerte consecuente,
lo cual puede asociarse con dafio hipotaldmico por
lesién cerebral posterior, tal como se ha descrito
en otros trabajos (6).

A pesar de que el t-MCAO ha sido el modelo de
isquemia focal mas comunmente utilizado en
ratas para simular los efectos fisiopatol6gicos del
infarto en humano, su anatomia vascular cerebral
difiere de la del hombre, lo cual genera en las
ratas infartos focales relativamente extensos que
no corresponden con la mayoria de los infartos
focales comunmente evidenciados y tratados en la
practica clinica (6,7).

Por otra parte, en el modelo de 4-VO, la electro-
coagulacion de las arterias vertebrales solo
produjo déficit neuroldgico en 20 a 30 % de las
ratas; sin embargo, la técnica tuvo éxito en 50 a
75 % de los animales intervenidos, por lo tanto, es
muy variable, tal como lo describen otros autores
(7,43). Los resultados obtenidos en el presente
estudio fueron similarmente variables, en particular
con relacion a la difusion de la lesion. Los animales
se sometieron a oclusién temporal (25 minutos)
de ambas arterias carétidas y enseguida a
electrocoagulacion de las arterias vertebrales, por
lo cual se mantuvieron bajo anestesia durante todo
el procedimiento y solo recuperaron parcialmente
el movimiento y el comportamiento exploratorio
cuatro horas después de culminada la cirugia.
Aunque los animales se desplazaban con dificultad
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y los reflejos estuvieron disminuidos, la disfuncion
neuroldgica fue recuperandose gradualmente en el
transcurso de las siguientes 24 horas después de
la isquemia y la reperfusion, sin que la actividad
motora llegara a normalizarse totalmente, similar a
lo descrito en otros trabajos (12,15).

El porcentaje de supervivencia con el modelo
4-VO fue ligeramente mayor que con el del modelo
t-MCAO, lo que evidencia que el procedimiento es
seguro. Ademas, el modelo de isquemia por 4-VO
es relativamente sencillo, tiene una alta incidencia
de dafio neuronal isquémico (43), pero con
gran variabilidad multiinfarto de dificil medicion.
La cauterizacién de las arterias vertebrales es
fundamental en este modelo (4-VO) debido a la
circulacién colateral de la rata (15), que puede
suplir el déficit que sigue a la simple oclusion de
las arterias carétidas.

Ademas, nuestros datos muestran que las
células positivas con Fluoro-Jade B® (marcador
de neurodegeneracion), estuvieron presentes en
el area de penumbra del modelo t-MCAO a 24
horas después de la isquemia y la reperfusion,
pero no hacia las 48 y 72 horas; mientras que,
la inmunorreaccion de GFAP fue mayor en la
corteza témporo-parietal y el hipocampo (zona
CA1) ipsilaterales, a las 24 horas. Los filamentos
helicoidales pareados como indicadores de
la hiperfosforilacién de la proteina tau, fueron
evidentes en las mismas zonas desde las 24 horas
después de la isquemia, incrementandose de
manera significativa la inmunorreaccion a las 48
horas y mas aun hacia las 72 horas.

La reaccion de Fluoro-Jade B® y de GFAP en
el modelo 4-VO a las 24 horas después de
la isquemia y la reperfusion, fue mucho mas
extensa en la corteza temporo-parietal de ambos
hemisferios, pero menos notable en la zona
CA1 del hipocampo; en un trabajo similar, de
observaron células positivas con Fluoro-Jade B®
en el estrato piramidal de la zona CA1 (22). A las
48 horas, la reaccion astrocitaria fue mayor en
este modelo, con incremento hacia las 72 horas
en corteza y hacia las 48 horas en el hipocampo.
Concordante con nuestros resultados, un posible
mecanismo de plasticidad que podria contribuir
a la recuperacion neuronal después del evento
isquémico, es la activacion de los astrocitos, al
recaptar el exceso de neurotransmisor excitador
y producir factores tréficos (22). Se ha descrito
que la activacién de GFAP se ve incrementada a
partir de las 48 horas después de la isquemia y
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la reperfusion, acompafando el dafio neuronal con
una mayor intensidad en la reaccién astrocitaria en
las zonas de penumbra (modelo focal); mientras
que, a las 24 horas, los astrocitos reactivos pueden
aun apreciarse en el foco isquémico (23).

En estudios previos se describe que el nimero de
células apoptéticas es bajo durante las primeras
horas, se incrementa hacia las 48 y 72 horas al
igual que la astroglia, y la apoptosis declina hacia
el séptimo dia de la lesion (44). Estos resultados
relacionados con la muerte celular coinciden
con nuestros hallazgos, pues encontramos un
incremento de la acidosis a las 24 horas y mayor
ndmero de células positivas con GFAP a las 48 y
72 horas después de la isquemia y la reperfusion,
lo que refleja la progresion del deterioro tisular,
el cual se propaga a otra regiones exofocales en
tiempo mas tardios (2).

Las neuronas que sobrevivieron inicialmente a la
isquemia, pueden morir dentro de las primeras
horas posteriores a la reperfusién, después de
que el flujo sanguineo cerebral es restablecido.
Esta muerte se debe a la falla energética, al
incremento de los niveles de calcio intracelular,
que conllevan a la excitotoxicidad, la acidosis y
a acumulacién de especies reactivas de oxigeno,
lo cual, a su vez, produce activacién de células
gliales, las sefales apoptéticas y respuesta
inflamatoria, con la concomitante alteracién de la
barrera hematoencefalica (43,45). Las neuronas
en la zona de penumbra isquémica pueden entrar
en reposo en donde la perfusién sanguinea se ha
preservado; sin embargo, muchas de ellas pueden
sufrir sobreexcitaciébn y una serie de eventos
bioquimicos, los cuales se han registrado al menos
durante las primeras seis a ocho horas después de
la isquemia y la reperfusién, aumentando el area
delinfarto (44). La penumbra isquémica comprende
la mitad del volumen total de la lesién durante las
primeras etapas de la isquemia y representa la
region en la cual existe posibilidad de recuperacion
(43). El reestablecimiento funcional después de
la isquemia depende, por lo tanto, del grado de
pérdida tisular y de la preservacion o rescate de
las redes neuronales que fueron afectadas (46).

Uno de los hallazgos novedosos obtenidos en la
presente investigacion, fue el incremento de la
inmunorreaccion de la proteina tau hiperfosforilada
de un modo dependiente del tiempo en ambos
modelos (--MCAO y 4-VO), lo que sugiere la
deteccion de proteina tau hiperfosforilada, como
marcador de la progresion del dano isquémico
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cerebral, similar a lo que acontece con otras
taupatias en el humano, pero en un curso temporal
corto tras el dafio agudo.

Estos resultados, a su vez, son apoyados por
hallazgos previos de nuestro laboratorio, donde se
describe la correlacién entre la taupatia y el déficit
cognitivo a largo plazo a 30 dias después de la
isqguemia en un modelo de 2-VO. En dicha lesién
cerebral tardia, se observo, ademas, acompanado
de apoptosis, alteracién de los microtubulos vy
del citoesqueleto de actina, altos niveles de la
proteina Rac1 inactiva la cual es una RhoGTPasa
involucrada en supervivencia celular (47) asi como
un incremento en la actividad de CDK5 y de la
proteina RhoA (RhoGTPasa implicada en muerte
celular) (48).

Otros estudios han descrito la presencia de proteina
tau hiperfosforilada en cerebros isquémicos de rata
y raton. La demencia se ha correlacionado con la
presenciade taupatiaen humanos (19,49), incluyendo
la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de
Parkinson y la demencia frontotemporal, lo cual
sugiere que la proteina tau patoldgica es un marcador
de progresion de la lesion cerebral (19,21).

De acuerdo con los resultados obtenidos en el
presente estudio, actualmente hay investigaciones
de laboratorio encaminadas a bloquear el pro-
greso de la hiperfosforilacion de la proteina tau,
controlando la expresién de la cinasa dependiente
de ciclina 5 (Cyclin-Dependent Kinase 5, CDK5),
desde la reperfusién y en los tres primeros dias
de mayor inmunorreaccion de la proteina tau. Una
estrategia analoga se utilizé en el modelo triple
transgénico de Alzheimer, lograndose reversion
de los filamentos helicoidales pareados y ovillos
neurofibrilares (50).

En conclusion, tras la utilizacion de modelos de
isquemia cerebral focal o global, optimizadas y
reproducibles, en estos modelos de isquemia, los
marcadores Fluoro-Jade B® y GFAP permitieron
detectar procesos de neurodegeneracion a las
24 horas después de la lesion, mientras que el
marcador de proteina tau hiperfosforilada (AT-8)
incrementd progresivamente su reaccion hasta
las 72 horas, lo cual sugiere la propagacion de
la excitotoxicidad y la alteracion de enzimas
implicadas en la fosforilacion de proteinas del
citoesqueleto. Estos hallazgos proponen el analisis
de la proteina tau hiperfosforilada como indicador
de la magnitud de la lesion, su repercusién en el
deterioro funcional y como sensor de respuesta a
estrategias neuroprotectoras y restauradoras.
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