Hipofisectomia transfaringea en la rata
(Descripcion de la técnica)

Introduccion

Desde su introduccién a mediados de los anos veinte
por Phillip E. Smith, la técnica transfaringea para
hipofisectomizar ratas es una herramienta fundamental
enelestudiodelas funciones dela hipéfisis, delhipotilamo
y de los tejidos blanco de las hormonas hipofisiarias.?
Actualmente, losanimales hipofisectomizados contintian
siendo de gran valor en las investigaciones endocrinas y
neuroendocrinas. Mientras que en los paises desarrolla-
dos hay compaiiias encargadas de proporcionar ratas
hipofisectomizadas, en México no existen estas fuentes;
ello ocasiona serias limitaciones a los investigadores del
area. Ademds, la descripcién de las diferentes técnicas es
limitada y de dificil interpretacién para personas con
poca experiencia en el manejo quirtirgico de las ratas.*5¢
Por tales motivos, es importante tener acceso a una
técnica adecuada para obtener ratas hipofisectomizadas.

La técnica que aqui se describe es la desarrollada por
Alvarez-Buylla et al.' (con algunas modificaciones), en la
que sobresalen el diseno y manufactura del material e
instrumental quiriirgicos, intubacién traqueala través del
hocico, y, desde el punto devista quirtdrgico, laseccién de
la duramadre y el control de la fuerza de aspiracion, que
permiten extraer ala hipdfisis en una sola pieza, asi como
evitar las lesiones hipotaldmicas.

Material y métodos

Fabricacion de algunos materiales e instrumen-
tos quirtrgicos

Mesa de operaciones. Se construye con dos piczas de
madera de 30 x 18 x 2y 25 x 18 x 2 cm respectivamente,
unidas por un extremo con una bisagra que permite
inclinar la tablasuperior en diferentesdngulos (Figura 1).
Se cubre conuna hoja de corcho de 5 mm de grueso. En
la parte central del extremo libre de la tabla superior,
se atornilla un dngulo de aluminio de 4 x 4 x 0.8 cm.
Centrados sobre el angulo de aluminio y a 2.5 cm-del
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borde superior, se hacen 2 orificios (que atraviesen la
tabla) de 4 mm de didmetroy separados entre si 1.5 cm.
Por estos orificios pasa la horquilla sujetadora de los
incisivos superiores. Para fijar la horquilla, se hace un
orificio en elangulo de aluminio que daalborde lateral
de la tabla superior, de tal manera que coincida con el
orificio por donde pasa el brazoizquierdo dela horqui-
lla. Se pasa un tornillo del tamaifio adecuado de tal
manera que pueda girar con facilidad para liberar o
fijar Ia horquilla (Figura 1.1). En el lado izquierdo de
donde va la horquilla, se atornilla un dngulo de alumi-
nio de 5 cm de longitud y 1.3 cm de alto y 1 mm de
espesor; dicho angulo sirve para fijar al cuello, evitando
su flexién cuando es jalado durante el acto quirtirgico
(Figura1.2). Enlos bordeslaterales de la tabla superior
y separados entre si unos 3 cm, van unas rondanas de
metal de 1 cm de didmetro y 0.5 mm de espesor,
ligeramente curvadas hacia fuera y atornilladas de tal
manera, que permiten enredar con rapidez los hilos de
canamo doble cero que fijan a las patas del animal o los
separadores de metal (Figura 1.3). Para fijar lamesa en
diferentes angulos se emplea un prisma de madera de
forma triangular de 4.5 cm de alturax 5.5 cm de base 'y
16 cm de largo. Para que no resbale, se atornillan en la
basc 4 topes de hule de 1 cm de didmetro (Figura 1.4).

Disectores de vidrio. Varillas de 10 cm de largo por 4
mm de didmetro (Figura 2.1). Se toma una varillay se
aplica la flama de un mechero de Bunsen a unos 3 cm
de uno de los extremos; se gira para que el calor se
distribuya de modo uniforme. Se jalan con suavidad
ambos extremos, hasta que la parte central se adelgace
a 1 mmde didmetro aproximadamente. Se deja enfriar
y con unasierta pequena (de las que vienen en las cajas
deampolletas) se hace en el centro dela parte adelgazada
una pequenaranurayse flexiona para que se rompa. Se
aplica fuego a la punta hasta que quede roma.

Ganchillos de vidrio. Sc toma un disector de vidrio y
aplicando calora 1.5 cm dela punta, se dobla para que quede
con un angulo de 45° aproximadamente (Figura 2.2).

Separador curvo de vidrio. Varilla de 12 cm de largo

x 6 mm de didmetro (Figura 2.3). Conforme a las
indicaciones para hacer los disectores de vidrio, se deja
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Figura 1. Mesa de operaciones. La cubierta es de corcho y el angulo
por el que atraviesan los brazos de la horquilla es de aluminio.
Obsérvese en el recuadro el catéter endotraqueal sobresaliendo del
hocico y como los incisivos superiores atraviesan por el orificio de la
parte horizontal de la horquilla. 1) Tornillo para sujetar la horquilla.
2) Angulo para evitar la flexion del cuello. 3) Placas para sujetar los
hilos. 4) Pieza para ajustar el angulo de inclinacién de la mesa.

un extremo adelgazado de 2-3 mm de didmetroy 3 cm
de longitud. Se aplica calor a esta zona y se hace un
semicirculo para formar un gancho.

Aspiradores de sangre (Figura 2.4). Se toma una
pipeta Pasteur y con la flama de un encendedor de
bolsillo se calienta la regién que queda a 2 cm de la
punta, hasta que se doble en dngulo de 45°.

Aspirador de hipéfisis (Figuras 2.5y 3). Se toma una
pipeta Pasteur y se corta en aquella parte de la punta
cuya luz sea de 3 mm de didmetro aproximadamentey
se aplica calor para que la punta se temple y los bordes
cortantes se regularicen. Para doblar el aspirador, s¢
elige la regién que queda a unos 5 cm de la puntay
girando suavemente sobre la flama, se calienta hasta
que se dobleaun dngulo de 45°, Para controlar manual-
mente la fuerza de aspiracion de la bomba de vacio, es
necesario hacer un orificio lateral al aspirado. Para
esto, se conecta el extremo grueso de la pipetaa una
manguera de hule y se aplica calor a la parte dorsal e
intermedia (entre la base y donde empieza el doblez),
se tapa la punta de la pipeta con un dedoy se sopla por
la manguera de hule, se levantard una ampolla que
deberd romperse. Se aplica calor a los bordes del
orificio (que debe quedar de unos 45 mm de diime-
tro) para que se regularicen.

Horquilla para incisivos superiores (Figura 2.6). Se
toma una varilla de acero inoxidable de 3.0 mm de
didmetroy unos 14 cm de longitud. Se marca el centro
y separados del mismo 0.75 cm, se hacen dos dobleces
de 90 grados (forma de horquilla), de tal manera que
la parte central quede recta. Con unalima o un esmeril,
se reduce a 2 mm el espesor de la parte horizontal. En
el centro de la parte plana, se hace un orificio de
tamano tal que los incisivos superiores de una rata
alcancen a pasar sin dificultad hasta su base. Los brazos
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dc lahorquilla quedan de 5.5 cm de largo. La horquilla
permite fijar la cabeza delanimal alamesa, impidiendo
que gire lateralmente durante el acto quiriirgico.

Separadores curvos de metal (Figura 2.7). Se hacen
con varilla de soldadura de latén de 1.5 mm de diame-
troy 6-7 cm de longitud. Se aplanan a golpe de martillo
unos 2-3 cm a partir de uno de los extremos y se dobla
en forma de gancho. Con una lija para agua se rebajan
los bordes cortantes de la punta. Con unas pinzas de
punta se dobla completamente el otro extremo, dejan-
do un ojal por donde pueda pasar una liga pequena.
Atealaliga un pedazo dehilo canamo de doble cero de
unos 25 cm de longitud, ’

Abatelenguas (Figura 2.8). Se puede hacer con una
limina de aluminio de 13 cm x 7 mm x 1.5 mm. Se
redondean los bordes cortantes con la lija para agua.

Abrehocicosymandriles paramanipular los catéteres
endotraqueales (Figuras 2.9 y 2.10). S¢ hacen con
alambre acerado del no. 20 y 22 respectivamente.

Ciénulas endotraqueales (Figura 2.11). Se hacen con
catéteres endovenosos de teflén* de losntiimeros 16, 18
o 20, segiin el tamano de la rata.

Legra para hueso (Figura 2.12). Se toma una cureta
Lucas (delasutilizadas porlos dentistas) y con una lima
fina, lija de agua y unas pinzas de mecanico, se rebajan
y moldean las puntas curvas hasta que queden lo sufi-
cientemente afiladas y delgadas, para que puedan pe-
netrar por el orificio de la craneotomia y permitan un
buen control visual de lo que se esta legrando.

Aguja para meninges (Figura 2.13). Se toma una
aguja del no. 25 y se dobla en sentido contrario el bisel
de la punta en un dngulo de 45°. El otro extremo se
solda a un mango de latén de 7 cm de largo y 4 mm de
didmetro.

Manejo preoperatorio

Previa anestesia con pentobarbital sédico (3 mg/100 g
de peso/via intraperitoneal), se procede a inyectar
atropina (40 pg/100 g de peso/via subcutinea) e
hidrocortisona (3 mg/100g de peso/viaintramuscular).
Aunque los mecanismos de defensa en contra de las
infecciones de estos animales son muy cficaces, se
recomienda el uso de un antibiético de amplio espec-
tro, ya sea en ¢l agua de beber o por via parenteral
durante 4 dias, iniciando cl dia de la operacion.

Procedimiento quirurgico

El instrumental se lava perfectamente y se frota con
una gasa humedecida con una solucién concentrada
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de cloruro de benzalconio; luego, se limpia con una
gasa empapada de alcohol.

El pelo de la cara anterior del cuello se corta. La rata
se fija en decibito dorsal sobre la mesa de operaciones
(Figura 1). Para intubar la traquea se inclina la mesa de
operaciones en un iangulo aproximado de 70°, e ilumi-
nado de frente la zona del cuello con una ldmpara de
restirador, se coloca el abrehocicos entre los incisivos
superiores e inferiores. Con ayuda del abatelenguas, se
sujeta entre los dedos indice y pulgar la lengua, y se jala
haciaafuerayadelante;en elfondo por transiluminacién
se observard la apertura intermitente de la glotis. Ayu-
dandose con el mandril se canula la triquea. Con la
mesa en posicién horizontal, se comprueba que el
catéter haya quedado en la via aérea, observindose
c6mo el aire espirado empuja el papel del probador de
la intubacién traqueal (Figura 2.14).

La cara anterior del cuello se limpia con solucién de
cloruro de benzalconio y se hace una incisién de 2 a 3
cm en lalinea media de la piel, desde 1 cm por atrés del
borde inferior de la mandibula, hasta un poco por
delante del mango del esternén. Se corta la fascia

Figura2. Parte del material e instrumental quirtirgico requerido para
realizar la hipofisectomia. 1) disector de vidrio recto, 2) ganchillo de
vidrio, 3) separador curvo de vidrio, 4) aspirador de sangre y moco 5)
aspirador de hipdfisis, 6) horquilla para incisivos superiores,
7) separador de metal, 8) abatelenguas, 9) abrehocicos, 10) mandril, 11)
canula traqueal, 12) legra para hueso, 13) aguja para romper meninges,
14) probador de intubacién traqueal.

superficial que recubre a los miisculos digastricos y
esternohioideos. Usando como referencia el tenddn
central del miisculo digistrico izquierdo, con los
disectores de vidrio rectos se hace una separacién roma
de las siguientes estructuras: vena yugular interna iz-
quierday carainterna del misculo masetero del mismo
lado, los cuales quedan hacia fuera, y el misculo
digastrico y conductos faringoesofigico vy
laringotraqueal, que quedan hacia la linea media. De
aqui en adelante, la operacién se hace bajo control
microscépico* con aumento de 7.5 o 10X. Con el
separador de vidrio curvo se jalan las estructuras inter-

* Estereomicroscopio con limpara integrada

nas hacia la linea media; en el fondo apareceri ¢l piso
de la nasofaringe, de la que sobresale el extremo distal
de laapdfisis pterigoidea izquierda. Parallegaral hueso
basicsfenoides, se rompe la nasofaringe inmediata-
mente por detrds de la apéfisis pterigoides. Con el
mismo disector se raspa y se desprende dcl hueso la
porcién nasal del miisculo faringeo; al hacer esto apa-
recerd en cl hueso una linea transversal, generalmente
de color azul claro, que corresponde a la articulacién
esfeno-occipital (Figura 8). Tomando como referencia
alaarticulacién, se continida limpiando el hueso hacia
adelante de la linea azul, empezando por la parte mas
hacia la izquicrda hasta Hlegar un poco.mas alld dec la
linea media. Conforme se va haciendo la diseccién, la
nasofaringe y las estructuras vecinas se van rechazando
hacia la derecha con el separador de vidrio curvo.

Se procede a colocar los separadores de metal de tal
manera que la herida quede lo suficientemente amplia

Musculo
digastrico
Musculo
masetero

Basiesfenoides Ap bisi
s
pterigoidea
Conducto
auditive
Orlflcﬁ Bula
para hipofi-
Para hipe timpénica
Musculo es-
ternomastoideo Basioccipital

Masculo ester-
nohloideo

Figura 3.Esquema que representa los misculos del cuello, apofisis
pterigoides, articulacién esfeno-occipital (linea azul) y el sitio de
trepanacién del craneo para extirpar la hipéfisis.

y permitan realizar ¢con buenavisibilidad las maniobras
posteriores. Para evitar el dafio por compresién, es
importante que los separadores no queden excesiva-
mente apretados. El niimero de separadoresy el lugar
de sulocalizacién dependeri de lavisibilidad de lazona
operatoria. Generalmente se coloca uno jalando hacia
adelante el miisculo nasofaringeo, y otros dos que tiran
haciaabajoyaloslados, formandoun tridngulo dc base
inferior. Con la broca** de bola se trepana el hueso
basiesfenoides enla parte media e inmediatamente por
dclante de la linea azul, hasta llegar a la duramadre,

** Motor de dentista. Pieza de mano. Broca de 4.5 cm y bola del 8
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teniendo cuidado de no romperla. En este punto es
frecuente la hemorragia 6sea por la ruptura de los
senos venosos; la hemostasia se hace aplicando, con un
ganchillo de vidrio, cera para hueso* sobre los senos
sangrantes. Con la legra para hueso, se levantan y
desprenden los restos de la ldimina interna del hueso;
con la misma legra, se redondean los bordes del orifi-
cio, hasta que quede con un didmetro final de 3 mm
aproximadamente. La hipofisis se transparenta en el
fondo cubierta por la duramadre. Con la aguja para
meninges se rompe la duramadre en forma de cruz.
Para extraer la hip6fisis, se toma un pedazo de malla de
nailon fina (la parte mas cerrada del tejido de una
pantimedia), y se interpone 2 manera de red entre el
_aspirador de hipéfisisy el tubo de un sistema de vacio
(Figura4). Pararegularla fuerza delvacio, se colocaun
dedo en el orificio lateral del aspirador y con suavidad
se aspira la hipdfisis, la cual deberd salir completa. Con
frecuencia los 16bulos adeno y neurohipofisiarios se

Malia de nailion
donde queda atrapada
la hip &fisis

Orificio para controlar
tuerza del vacio (4 mm diém.)

3mm
diémetro

FIGURA 4.

Figura 4. Aspirador de hipdfisis. El didmetro de la punta debe
ajustarse al tunano de la hipéfisis que se estd extirpando. Obsérvese
el orificio lateral que permite controlar la fuerza de succién. La
hipdfisis queda atrapada en la malla de nailon.

separany, en algunos casos, el 16bulo anterior se parte
a la mitad. Después de la hipofisectomia, se presenta
una pequenia hemorragia acompaiada de liquido
cefalorraquideo que cesa espontineamente en unos
cuantos segundos. La hipéfisis extirpada y atrapada en
la malla se observa bajo el microscopio y se determina
sila hipofisectomia es completa. Unavez que la hemo-
rragia cesa, se aspira el coagulo y, dirigiendo la punta
del aspirador hacia la nariz, se aspira el moco acu mula-
do enla parte nasal de la faringe. Hay que asegurarse de

*Ethicon
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que no haya mis hemorragia. Se procede a retirar los
separadores de metaly a suturar la piel. Elacto quirir-
gico se realiza en 15 a 20 minutos.

Cuidados posoperatorios

Antes de retirar la céinula traqueal, se aspira el moco
de la faringe a través del hocico y de la nasofaringe a
través de los orificios nasales. El moco suele ser
sanguinolento o con codgulos; se debe aspirar lo mas
que se pueda y procede a retirar la cinula, aspirando
suavemente para que salga el moco acumulado en la
triquea. La excesiva fuerza de aspiracién al retirar la
canula puede provocar edema laringeo. La aspiracion
repetida a través de los orificios nasales y de la faringe
a través del hocico, cuando se requiere es de gran
importancia, pues la obstrucciéon de vias aéreas por
ciimulo del moco es una de las principales causas de
muerte. En ocasiones, en la region del cuello se fora
un enfiscima subcutinco; éste se previene colocandoun
trozo de cinta adhesiva (Maskin tape) en forma de
collar, que lamisma rata se encarga de quitaral cabode
pocos dias.

El animal ¢s colocado en la caja de cuidados intensi-
vos, cuyo fondo lo constituye un colchén térmico, y la
tapa, una cubierta de vidrio. Por un orificio lateral
penetra un tubo conectado a la toma de gas carbogeno
(95% O,, 5% de CO,). Por otro orificio se pasa el tubo
del bebedero (agua + aziicar al 10% y el antibidtico de
amplio espectro si se decide darlo por via oral). La
recuperacion de la anestesia tiene lugar entre 1y 2
horas después de la operacién.

Resultados y Discusién

El primer efecto de la hipofisectomia es la poliuria,
que aparcce entre los 40-90 minutos después de la
operacién y se autocontrola en las siguientes 12 horas.
Es importante que la rata tenga libre acceso al agua
glucosada para cvitar lamuerte por deshidratacion. Se
manticne a los animales durante unas 4-5 horas en la
caja de cuidados intensivosy, unavez recuperados, son
pasadosasu jaula. Elantibidtico contintia administrian-
dose durante 3 dias posoperatorios. Una temperatura
ambicnte de 28-30 C y una dicta constituida de agua
glicosada, alimento molido y pan humedecido con
leche suclen ser importantes para la supervivencia
posoperatoria.

Los accidentes mas frecuentes durante la cirugia
suclen ser:

a) Canulacién traqueal defectuosa. El catéter se des-
liza al csdfago o bien perfora la faringe. La superacién
de este problema no debe ser dificil.

b) Pérdida de las relaciones anatémicas. Para cvitar
este problema es necesario familiarizarse con la zona
del cuello; porello, es aconsejable estudiar su anatomia
y realizar disccciones e hipofisectomias en animales
muertos, comprobando despiies, mediante necropsia,
la totalidad de la hipofisectomia. También pucden
perderse las relaciones anatémicas durante ¢l acto



quirirgico, cuandola cabezay cuello delanimal no han
quedadobien fijos ala mesa de operaciones (Figura 1).

c) Lesién o ruptura del eséfago, laringe, traquea o
musculo nasofaringeo. Esto suele ocurrir cuando los
separadores de metal quedan mal colocados o compri-
men con mucha fuerza dichas estructuras.

d) Ruptura de la duramadre e hipéfisis con la broca.
Cuando esto ocurre, la hip6fisis sale en multiples frag-
mentos, lo que dificulta la verificaciéon de una
hipofisectomia completa.

e) Fragmentacién de la hip6fisis durante la extrac-
cién. Esto puede deberse a: 1) la trepanaciéon excéntri-
ca del hueso, 2) que el orificio practicado en la
duramadre sea muy pequeno, 3) que el orificio de Ia
craneotomia haya quedado estrecho o con los bordes
irregulares, 4) que la punta del aspirador de hip&fisis
sea muy estrecha y 5) que la fuerza de aspiraciéon sea
mayor que el tejido friable de la hipéfisis puede sopor-
tar.

f) Asfixia por edema laringeo. Esto suele ocurrir
cuando la aspiracién del moco a través de la cinula
traqueal se hace con fuerza excesiva.

Conformeseadquiere practicaenlatécnica operatoria
y enlos cuidados posoperatorios, lasupervivencia de los
animales podri ser hasta del 97%. En la experiencia de
los autores de este trabajo con esta técnica se pueden
operar animales de 80 g de peso corporal en adclante.
Las probabilidades. de supervivencia son mayores en
animales jévenes de peso mayor a 150 g.

La extraccién de la hipéfisis en bloque permite deter-
minar inmediatamente y con alto grado de certeza la
totalidad de la hipofisectomia (la cual debera ademas
comprobarse directamente durante la necropsia). Los
demds criterios para la hipofisectomia dependerin de
las posibilidades de cada laboratorio, entre ofros, se
pucden valorar los siguientes: a) curva de crecimiento
corporal, b) peso de los érganos blanco de las hormo-
nas adenohipofisiarias y c¢) cuantificacién por
radioinmunoandlisis de las hormonas adeno-
hipofisiarias o las hormonas de sus érganos blanco.

Con esta técnica, asi como las encontradas en la
literatura,* > ® durante la hipofisectomia cl tallo
hipofisiario se rompe a nivel de la base dc la hipdfisis,
por lo que siempre queda una porcién del tallo unido
alabase delhipotalamo. No obstante, lamayor parte de
los experimentos en ratas hipofisiectomizadas se reali-
zan con animales en estas condiciones. Gross? demos-
tré que en la parte tuberal del tallo hipofisiario y parte
basal del hipotilamo, se encuentran tipos celulares
tipicos de la adenohipdfisis capaces de producir las
hormonas luteinizante, foliculo estimulante y
tirotropina. Dado que habri situaciones en las que se
requiera de animales hipofisectomizados en los que se

incluya la eliminacién de la pars tuberalis, recicniemen-
te Alvarez-Buylla et al.,! han descrito cémo obtener la
hipdfisis de una sola picza, incluido el tallo hipofisiario
a partir de su conexién con el hipotilamo.

Abstract

In this paper a transpharyngeal technique to
hypophysectomize rats is described. The hypophysis is
excised in one piece. A portion of the pars tuberalis
always remains attached to the hypothalamus. Pre-and
postoperative care is also described. In order to obtain
a betfter survival rate, intermittent aspiration of the
mucus through the nostrils and mouth, and the use of
an intensive care box (temperature and air controlled)
arcincluded. Some criteria toverify the hypophysectomy
and some of the most frequent accidents, which can
occur during this procedure, are mentioned. The
advantages of an adequate operating table, and how to
construct some materials and surgical instruments in
the laboratory, are described. The average survival rate
alter hypophysectomy was of 70% in rats from 80 to 130 g
bodyweight and of 97% in heavier rats.
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