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Summary

In spite of recent developments on biophysical methods
that picture the workings of the living brain (PET, NMR), the
intracerebral perfusion probes still are the only direct means
to study neurochemical events in vivo. However, the invasive
nature of these well established tools and the lesion they pro-
duce call for new designs and improvements. We have rede-
signed the classical concentric push-pull perfusion probe
introducing a new geometry at the tip: the inner-push-can-
nula is shielded within the outer-pull-cannula to avoid contact
with and erosion of the tissue; also, in order to increase the
diffusion interface between the tissue and perfusing me-
dium, slots are drilled on the shaft of the outer cannula. This
slotted probe practically eliminates the fesions due to acci-
dental flow obstructions and bleedings during brain perfu-
sion while keeping the same diffusion exchange efficiency of
the classical push-pull cannula. The probe we have built is
identical in geometry to the new generation of brain dialysis
probes (dialytrodes) and shares most of their advantages in
protecting the tissue; however, lacking a dialysis membrane
barrier, it allows free access to the brain. These safer and effi-
cient perfusion probes may soon find clinical applications.

Resumen

A pesar del desarrollo reciente de técnicas biofisicas para
dar iméagenes de las funciones del cerebro en el animal inte-
gro (v.g. tomografia de emision de positrones, resonancia
magnética nuclear), las sondas de perfusion intracerebral son
aun el dnico medio directo de estudio de los fenémenos neu-
roquimicos in vivo. Sin embargo, estos instrumentos tradicio-
nales de perfusion, por su naturaleza invasiva y la lesién que
producen, reclaman nuevos disefios y mejoras. Hemos redi-
sefado la sonda clasica de perfusién -canula concéntrica de
infusion y extraccién- modificando la geometria de su punta:
La canula de infusion se retrajo hacia adentro de la canula
externa (de extraccién) para evitar que hiciera contacto
directo con el tejido y lo erosionara; ademaés, para aumentar la
interfase de difusion entre el tejido y el liquido de perfusion,
se perforaron ranuras en el cuerpo de la canula externa. Esta
sonda ranurada elimina practicamente las lesiones accidenta-
les por obstrucciones al flujo y los sangrados durante la per-
fusién, pero conserva la misma eficiencia de difusién que se
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obtiene con las sondas tradicionales. La sonda que hemos
construido es de geometria idéntica a la nueva generacion de
sondas de didlisis intracerebral y comparte muchas de sus
ventajas en cuanto a la proteccion del tejido. Al carecer de la
barrera que establece una membrana de didlisis, permite el
libre acceso al tejido cerebral. Estas sondas de perfusion, méas
seguras y eficientes, pudieran ser aplicadas en la clinica a
corto plazo.

Introduccion

Debido a las limitaciones de los estudios in vitro del
tejido nervioso, la neuroquimica ha debido desarrollar
técnicas de trabajo in vivo, aunque casi siempre indi-
rectas: muy al principio midiendo metabolitos neura-
les vertidos a los fluidos biolégicos (sangre, LCR, etc.)
y muy recientemente, administrando marcadores exé-
genos para ser captados o trasformados por el tejido
nervioso y luego detectados in vivo e in situ por méto-
dos fisicos. Con todo, solamente la perfusion intrace-
rebral ha permitido el acceso directo a los fendbmenos
neuroquimicos in vivo. Este lavado de areas discretas
de tejido nervioso por infusién y extraccién continuas
de un medio fisiolégico a través de canulas y tuberias
acopladas a sistemas de bombeo, ha permitido admi-
nistrar y recoger drogas, neuromensajeros y metaboli-
tos en el animal integro y correlacionar las observacio-
nes con su conducta normal o patoldgica (4).

Sin embargo, las técnicas de perfusién intracerebral
tropiezan con las limitaciones que impone la lesién
tisular que producen -son técnicas invasivas- (10,16):
aunque la introduccion de la sonda (canula) de perfu-
sibn es comparable a la de un electrodo, la circulacién
del liquido puede erosionar y lesionar al tejido nervioso
y esto llevar a un mayor dafio si a su vez el tejido lesio-
nado obstruye el flujo del medio de perfusién (5). En
este trabajo presentamos los principales problemas
hidrodinamicos de los sistemas tradicionales de perfu-
sion y, con base en ellos, el disefio de la geometria de
una nueva sonda de perfusion. Al validar experimen-
talmente el uso de esta sonda y compararla con las
canulas tradicionales, destacan sus ventajas y se
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FIGURA 1.- Sonda de perfusion. En A, canula de infusiéneextraccién Gaddum-Myers: Los siste-
mas de infusion (blanco) y extraccion (punteado) son concéntricos a lo largo de la sonda y sélo se
separan en la cdmara superior, construida de dos piezas enroscables {achurado) y un septo plastico.
La canula-guia (negro) incorpora una segunda rosca para aceptar a la sonda. Nétese que en el
extremo de la sonda la canula de infusién protruye de la cénula de extraccion. En B, proyeccion orto-
gonal de la punta modificada por ranuracion. El disefio aparece a escala, mostrando las dos ranuras

longitudinales a 180 grados y la obliteracién en el extremo de la cénula externa.

muestran semejantes a las de los sistemas de micro-
diélisis que constituyen la Gltima generacién de son-
das intracerebrales.

Disefio experimental
Sondas y sistemas de perfusién

El disefio basico de las sondas de perfusién se pre-
senta en la Figura 1A, con un esquema de la doble
canula concéntrica de infusién y extraccion ideada por
Gaddum (9} y modificada por Myers (12). Esta sonda
superd a instrumentos como las copas corticales y las
canulas ventriculares (5, 12), pero introdujo proble-
mas técnicos que hoy se busca resolver: la resistencia
que presenta el tejido al flujo del liquido en la punta de
la sonda ~—circulando de la canula de infusion hacia la
canula de extraccidon— lleva a que éste se lesione por
erosién, sangrado y formacion de coagulos, y por el
desarrollo de presiones negativas debidas a la succion
en el sistema de extraccién que puede desprender
fragmentos de tejido. Los codgulos y fragmentos tisu-
lares, a su vez, llevan con frecuencia a una mayor obs-
truccion del flujo, que aumenta la lesion por acumula-
cion de liquido y edema, cerrando un circulo vicioso de
dafo (5).

El uso de sistemas de perfusion en que no se usa
bombeo de extraccién (o en que éste se encuentra
abierto a la presién atmosférica para tomar aire cuando
la resistencia a la extraccién del liquido aumenta - Ref.
13, Fig. 2) mejoraron sensiblemente la técnica, pero
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no atacaron directamente la causa del problema: el
gue el tejido se presente como resistencia a la circula-
cién del liquido de perfusion. Este problema depende
de la geometria de la sonda de perfusion y sélo se ha
abordado timidamente: retrayendo la canula de infu-
sion dentro de la canula de extraccidn, con la conse-
cuente disminucion del area de contacto del liquido de
perfusién con el tejido (14, Fig. 2).

Disefio de una sonda ranurada de perfusién.

Partiendo de las experiencias anteriores hemos
modificado la geometria de la sonda de perfusién en el
extremo que estd en contacto con el tejido (Fig. 1B):
La sonda prototipo se construyo a partir de tubos de
acero inoxidable de pared delgada calibres 21 (ex-
terna) y 29 (interna); antes de ensamblarlas, el
extremo de la canula externa se obstruyé con solda-
duray se le hicieron, con esmeril y bajo control micros-
copico, dos ranuras a través de su pared, justo por
encima del extremo obliterado. La nueva disposicién
geométrica de la punta de la sonda hace que la ruta de
circulacion del liquido de perfusidon sea paralela a la
superficie expuesta del tejido, con minima resistencia
del mismo vy a través del espacio real entre los didme-
tros de las canulas externa e interna. El nimero vy la
longitud de las ranuras (y asi el 4rea de contacto tejido-
medio) puede variarse dependiendo de la anatomia y
el tamaro del area cerebral que se quiera perfundir.
Las primeras pruebas con esta canula se realizaron
perfundiendo el globus pallidus de la rata de tamafio
medio capaz de captar y liberar marcadores neuroqui-
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FIGURA 2.- Comparacion de distintos sistemas y sondas de perfusion. Sistemas de bombeo: A.
sistema cerrado (isovolico). B. sistema abierto a la presion atmosférica (isobérico). C. sistema isobéa-
rico -no descrito en el texto-con s6lo una bomba de infusion. Sondas de perfusién: D. Canula de infu-
sién protruyendo de la canula de extraccion (Gaddum). E. Cénula de infusion retraida dentro de la
cénula de extraccién. F. Sonda ranurada. G. Dialitrodo de nuevo disefio (la linea discontinua indica la

membrana de diélisis).

micos representativos, desde aminoacidos y péptidos
hasta macromoléculas (2, 3).

Procedimientos de implantacion, perfusion
y andlisis de marcadores quimicos

Estas técnicas y sus variantes las hemos descrito
con anterioridad (1, 2, 3, 5). Aqui sélo sefialaremos
que se implantaron crénicamente canulas “guia” cor-
tas (Fig. 1A) para dirigir la introduccién estereotaxica
aguda de las sondas de perfusién, al cerebro de anima-
les en libertad de movimiento. Un liquido cefalorraqui-
deo artificial (que cuando fué necesario contenia
GABA tritiado o potasio 50 mM a osmolaridad cons-
tante) se infundid y se extrajo del tejido nervioso (25 6
50 microlitros/min) por medio de bombas peristalti-
cas abiertas a la presion atmosférica (Fig. 2B), conec-
tadas a la sonda por tuberias de plastico. Se colectaron
fracciones del efluyente —usualmente cada 15 min.—
para analizar proteina total (11), lactato deshidrogena-
sa (7), encefalinas endégenas y GABA tritiado (2, 6).

Comparacién y evaluacién de la sonda ranurada
de perfusién y la sonda clésica de Gaddum

Para evaluar las ventajas y desventajas de la punta
ranurada de la sonda de perfusion comparada con ei
disefio tradicional (Figs. 1Ay B, 2 D y F), analizamos
en primer lugar la frecuencia de accidentes vasculares

y de obstrucciones al flujo usando una u otra sonda. El
sangrado suele ocurrir a consecuencia de la insercion
inicial de una sonda, pero durante la perfusién con la
canula tradicional se presentaron, ademas, sangrados
acompafiados de obstrucciones parciales al flujo. Esto
no ocurrié con ta cadnula ranurada. Las obstrucciones al
flujo, ain sin aparicién de sangre, fueron también fre-
cuentes con la cadnula de Gaddum (tabla 1) pero ésto
s6lo ocurrié en una ocasion con el nuevo disefio ranu-
rado. Los sangrados y obstrucciones al flujo fueron
siempre acompafados de grandes aumentos fasicos
de lactato deshidrogenasa y proteina en los perfusa-
dos (marcadores de lesidn tisular). Estas lesiones lle-
vaban rutinariamente a la falta de respuesta del tejido a
la estimulacién (evaluada ésta por la liberacion evo-
cada de GABA vy encefalinas, dos mensajeros abun-
dantes en el globus pallidus).

Ya que la superioridad de la sonda ranurada sobre
las canulas tradicionales es debida a una mejor hidro-
dindmica y por lo mismo podria traer consigo un inefi-
ciente contacto con el liquido tisular (por un corto
circuito dentro de la sonda), fué necesario comparar la
difusion tejido/medio en ambas canulas. Los resulta-
dos se muestran en la Tabla 1: en condiciones de
reposo el paso de macromoléculas (proteina y lactato
deshidrogenasa), mensajeros endbégenos (encefalinas)
y exdgenos (H-GABA) del tejido al medio de perfu-
sion fue igual con ambos tipos de sonda. Lo mismo
ocurrio con la captura tisular de GABA tritiado afiadido
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TABLA 1
Comparacién de la sonda de Gaddum
y la sonda ranurada

Sonda Sonda

de Gaddum ranurada
Obstrucciones al flujo 7en6 len6
y/0 sangrados que re- perfusiones perfusiones
quirieron interrumpir
la perfusion. (a)
Actividad de LDH en 1.5 = 0.7 |11 %= 0.6
perfusados obtenidos
en condiciones basales
—de reposo (b)
Proteina en perfusados 30 = 12 35 + 15
obtenidos en condicio-
nes basales. (b)
Encefalinas liberadas (c)
—en reposo 15 £ 2 18 =+ 4
—por estimulacion 29 + 8 23+ 3
3H-GABA. capturado (d) | 28 + 5 29 + 6
3H-GABA. liberado (d)
—en reposo 0.13 £ 0.04|0.16 = 0.04
—por estimulacion 0.08 £ 0.02{0.07 = 0.02

{a} Serie de 12 sesiones de perfusién (6 horas cada una).

(b) Los valores de lactato deshidrogenasa {LDH} se expresan
en unidades/ml y la proteina en ug/ml de perfusado (X +
EEM; N = 6 sesiones de perfusion).

(c} Los valores de encefalinas se expresan en unidades
(equivalentes a pg de leucina encefalina) liberadas
durante periodos de 30 minutos (X = EEM; N = 6 sesio-
nes).

(d) El 3H-GABA capturado se expresa en funcién (%) del
3H-GABA perfundido. El 3H-GABA liberado se expresa

en funcion (%) del 3H-GABA contenido en el tejido esti-
mulado (X + EEM; N = 6 sesiones).

al liquido de perfusién. También la viabilidad tisular a
lo largo de una perfusién —usando como marcadores
la liberacién evocada de 3H-GABA y encefalinas— fue
semejante usando las dos sondas. Asi, a pesar de las
marcadas diferencias en la frecuencia de lesiones acci-
dentales que se observan con los dos tipos de sonda,
en condiciones de reposo (y sin lesién tisular aguda)
los marcadores elegidos no muestran diferencias en la
eficiencia de las canulas.

Conclusiones y discusion

En resumen, la sonda ranurada reduce (préactica-
mente elimina) la incidencia de accidentes vasculares

y oclusiones durante la perfusion intracerebral in vivo,
manteniendo a un tiempo la misma eficiencia que se
obtiene con los disefios tradicionales. Pero para valo-
rar verdaderamente el nuevo disefio debemos clarifi-
car su importancia en el contexto de otras nuevas téc-
nicas de sondeo in vivo. En la presente década han
aparecido métodos, tales como la voltametria y la
amperometria in situ, que se presentan como alterna-
tiva a la perfusion cerebral. Sin embargo, la introduc-
cion de electrodos de 6xido-reduccién al cerebro sélo
permite la detecciéon de un ndmero reducido de sub-
stancias (v.g. aminas biogénicas y algunos péptidos),
con especificidad alin cuestionable y con la imposibili-
dad de colectar y analizar subsecuentemente el mate-
rial liberado. Esta clase de técnicas, por sus limitacio-
nes de principio, no esta destinada a substituir sino a
complementar a los métodos de perfusion, ya que la
complejidad estereoquimica de muchos mensajeros
requiere de técnicas de analisis que hasta ahora se
realizan mejor in vitro (en el tubo de ensaye} y en el
caso de substancias no caracterizadas quimicamente,
a través de bioensayos. Por otra parte, las sondas de
didlisis intracerebral (dialitrodos), inventadas hace
mas de quince afios (8), han sido redisefiadas recien-
temente (15) y su uso se extiende de modo creciente.
Su nuevo disefio y el de la sonda ranurada coinciden
en su geometria, pero se diferencian en que la inter-
fase de difunsion libre con el tejido en la sonda ranu-
rada esti ocupada en los dialitrodos por una mem-
brana de diélisis (fig. 2 F y G). Ambas sondas minimi-
zan la lesion tisular y previenen los accidentes hidrodi-
namicos. Sin embargo, la membrana de dialisis puede
retener solutos por su tamario, hidrofobicidad o carga.
Esta caracteristica puede ser aprovechable para selec-
cionar y proteger ciertas substancias liberables, pero
es indeseable cuando no se conocen las caracteristi-
cas fisicoquimicas de las substancias o si éstas impi-
den el paso de las substancias a través de la mem-
brana. Asf, mejoras como la que presentamos a la per-
fusién intracerebral seguiran siendo puntos de partida
para los estudios neuroquimicos in vivo: siempre
superadas por métodos ad hoc al tratar con substan-
cias neurales conocidas, pero siempre necesarias para
la investigacion abierta en lo que estd por conocerse.
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