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RESUMEN

Introduccion. La evidencia de neovascularizacién experimental en la extremidad de las ratas se
puede demostrar por medio de angiografia; sin embargo, la evaluacién de densidad angiografica es
mas precisa utilizando un sistema de inyeccién de resina roja que provee un modelo anatémico per-
manente.

Material y métodos. Utilizando 20 ratas Wistar se simulé el modelo de isquemia crénica de
miembros inferiores, valorando la neovascularizacién a los tres, seis y 12 meses con resina epéxica
intraarterial. Valoracién. Se tomaron fotografias y se hizo un anadlisis comparativo entre la extre-
midad derecha (experimental) y la extremidad izquierda (control); utilizando el programa Imaged
que procesa imagenes en tres dimensiones.
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ABSTRACT

Introduction. The evidence of experimental neovascularization in the limb of the rats can be shown by
angiography; however thought density angiographic evaluation is more accurate using an injection sys-
tem which provides us red resin permanent anatomical model.

Material and methods. Using 20 Wistar rats simulate the model of chronic limb ischemia, assessing
neovascularization in 3, 6 and 12 months with intraarterial epoxy resin. Evaluation. Pictures are
taken and a comparative analysis between the right limb (experimental) and left limb (control) blocks;
using the Image< program that processes images in three dimensions.

Key words: Angiography, resin, arterialization.

INTRODUCCION cion o angiogénesis en pacientes con isquemia criti-
ca de miembros inferiores.

Existe suficiente evidencia cientifica que de- Utilizando un modelo de isquemia muscular en
muestra que el trasplante de células mononuclea- ratas en dos tiempos, con ligadura inicial por via
res derivadas de la médula 6sea (CMN) (angioblas- abdominal de la arteria iliaca externa y a los ocho
tos CD34* y CD133* y células mesenquimales dias practicando la extirpacion total de la arteria fe-
CD73*, CD90* y CD105%) inducen neovasculariza- moral se logré estandarizar un modelo que simula
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la isquemia crénica (Figura 1). A estos sujetos expe-
rimentales se les colocé un tubo de silastic durante
quince dias para lograr un tunel fibrocoldgeno que
sirvié como andamiaje para recibir CMN, demos-
trando mayor neovascularizacién o angiogénesis
comparado con el grupo control de solucién salina.!

Existen diversas formas de demostrar el incre-
mento de los vasos sanguineos en una extremidad
isquémica de una rata: angiografia convencional,
angiografia por sustraccion digital, angiotomogra-
fia, tomografia por emisién de positrones (PET), in-
munohistoquimica, gammagrafia y microscopia de
luz con tinciones histolégicas a base de fosfatasa al-
calina.

Para la demostracion del sistema arterial se han
inyectado diversas sustancias para mantener el vo-
lumen y forma de los vasos, y evidenciar su patréon
de ramificacién, esto generalmente en cadaver, uti-
lizando silicén o gelatinas.>®

En la vasculatura de médula espinal porcina Etz
inyect6 resina acrilica de baja viscosidad, posterior-
mente sumergié el espécimen en una solucién de
hidréxido de potasio al 10N, obteniendo un molde
del sistema arterial.”

Gasca estudié la anatomia microquirtrgica del
segmento extracerebral de la arteria recurrente de
Heubner, al fijar el cerebro humano en formol al
10% durante un mes e inyeccién de polimero rojo al
sistema arterial a través de las arterias carétidas
internas.®

Con base en estos antecedentes y después de va-
rios ensayos, el grupo logré establecer una técnica
sencilla de inyeccién de resina epéxica tefiida con
rojo vegetal a través de la aorta de la rata obte-
niendo una arborizacién de las arterias iliacas, fe-
morales y sus ramas con gran detalle y precision.

Figura 1. Modelo quiridrgico para crear experi-
mentalmente isquemia subaguda en rata.
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MATERIAL Y METODOS

Para montar la técnica de inyeccién de resina in-
traarterial y evaluar la neovascularizacién o angio-
génesis experimental en la extremidad isquémica
de la rata, se utilizaron 20 ratas Wistar macho de
300 g de peso.

Modelo de isquemia

El objetivo del modelo quirtrgico es crear expe-
rimentalmente isquemia subaguda de la extremi-
dad inferior derecha en dos tiempos operatorios,
con lo que se simulé la isquemia crénica de miem-
bros inferiores en seres humanos. En el primer
tiempo, posterior a laparotomia media, se liga la ar-
teria iliaca externa derecha con nylon 8-0, preser-
vando la arteria iliaca interna. Siete dias después
se lleva a cabo el segundo tiempo, ligando la arteria
femoral profunda y excisién completa de la arteria
femoral superficial (Figura 1).

La valoracion de neovascularizacién se llevé cabo
en los tres, seis y 12 meses con resina epéxica in-
tra-arterial.

Preparacion de la resina
Video en You Tube.

e Se toma 1 mL de resina epéxica (Epoly-09) del
frasco A (resina) y se coloca en un recipiente de
cristal de 5 mL de capacidad.

e Se toman 1.2 mL de resina epéxica (Epoly-09)
del frasco B (endurecedor), se coloca en un reci-
piente de 5 mL de capacidad y se mezcla con 30
mg de colorante vegetal rojo.

P

Figura 2. Diseccion de la orta y colocaciéon de
riendas.



Padilla L y cols. Técnica para evaluar angiogénesis en rata. Rev Mex Angiol 2014; 42(3):115-118 117

Mientras se aplican los dltimos 20 mL de lavado
de la aorta, se colocan ambos recipientes a bafo
Maria con agua a 100 °C durante aproximada-
mente 2 min.

El contenido de ambos frascos se mezcla y se co-
loca en una jeringa de 5 cc para su aplicacion.

Técnica de aplicacion de la resina

Una vez terminado el estudio angiografico, y

manteniendo a la rata en plano anestésico:

Posterior a laparotomia media se diseca la aorta
y se colocan riendas (Figura 2).

Se ligan la arteria mesentérica y la sacra media.
Se colocan pinzas de relojero bajo la aorta y se
anuda la rienda superior.

Se realiza arteriotomia (Figura 3) y se introduce
catéter de polietileno calibre 0.060 previamente

Figura 3. Arteriotomia.
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Figura 4. Introduccion de catéter de polietileno en aorta.

adelgazado con calor, se anuda la rienda inferior
para evitar que el catéter se mueva (Figura 4).
Asimismo, se unen las ligaduras superior e infe-
rior.

e Por medio de una jeringa con aguja 21G y a tra-
vés del catéter se lava con 20 mL de solucién sa-
lina y 0.2 mL de heparina 1:100.

e Se continda el lavado con tres jeringas mas de
20 mL con solucién salina.

¢ Durante la segunda jeringa se secciona la cava
de la rata para que la sangre fugue hasta que
salga s6lo solucion salina.

¢ Se inyecta intraarterialmente a través del caté-
ter 1 mL de resina preparada a una presién
constante.

e Se realiza corporectomia y se corta la cola de la
rata.

e Se fija a la rata desde el abdomen hasta las patas
traseras a una rejilla de metal con sutura en pa-
tas y en la piel por la cara lateral del abdomen.

e Seis horas después el biolégico se coloca en reci-
piente de cristal y se vacia hidréxido de potasio
10N hasta cubrirla por completo.

e Cuando se degrada todo el tejido, la resina endu-
recida muestra la arterializacién, observando el
proceso de neovascularizacién (Figura 5).

Valoracion

Se toman fotografias en cuatro proyecciones y se
hace un anadlisis comparativo entre la extremidad
derecha (experimental) y la extremidad izquierda
(control); se utiliz6 el programa Imaged, que proce-
sa imagenes en tres dimensiones. Con las fotogra-
fias se miden superficies blancas y rojas en un arre-
glo rectangular de puntos (pixeles), a cada uno se le

Figura 5. Circulacion arterial normal de la rata con técnica
de resina.
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asigna un numero entre 0 y 255. El valor 0 repre-
senta el rojo y el valor 255 representa el blanco.
Asi, las zonas oscuras de una imagen estaran re-
presentadas por pixeles con valores cercanos a 0,
mientras que las zonas muy claras con pixeles cer-
canos a 255 forman una matriz. Cada elemento de
la matriz representa un punto de la imagen y de-
pendiendo de su intensidad se le asigna un valor.
Los valores se calculan comparativamente, lo que
permite tener valores cuantificables y asi aplicar
analisis estadistico (Figura 5) (circulacién sin mo-
delo de isquemia).
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