
UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE MADRID 

Facultad de Medicina 
Doctorado en Neurociencia UAM Cajal 

Tesis doctoral 

APLICACIÓN DE ULTRASONIDOS EN LA 
IDENTIFICACIÓN DE LAS ESTRUCTURAS CEREBRALES 

Y LA MONITORIZACIÓN DE LA HEMORRAGIA 
INTRACEREBRAL EN RATA 

MARÍA DEL CARMEN GÓMEZ DE FRUTOS 

Madrid, 2022 



 
 

APLICACIÓN DE ULTRASONIDOS EN LA 
IDENTIFICACIÓN DE LAS ESTRUCTURAS CEREBRALES 

Y LA MONITORIZACIÓN DE LA HEMORRAGIA 
INTRACEREBRAL EN RATA 

 
 

Tesis Doctoral presentada por la graduada 
 

MARÍA DEL CARMEN GÓMEZ DE FRUTOS 
 

para optar al grado de DOCTOR 
 
 
 
 

Directores: 
 
 

Dr. GERARDO RUIZ ARES 
Facultativo Especialista de Área en Neurología 

Servicio de Neurología y Centro de Ictus 
Hospital Universitario La Paz  

Universidad Autónoma de Madrid 
 
 
 

Dra. MARÍA GUTIÉRREZ FERNÁNDEZ 
Investigadora Miguel Servet 

Coordinadora del Laboratorio de Ciencias Neurológicas y Cerebrovascular, IdiPAZ 
Hospital Universitario La Paz 

Universidad Autónoma de Madrid 
 
 
 

Madrid, 2022 



 
 
 

El Dr. Gerardo Ruiz Ares, Licenciado en Medicina, Doctor en Medicina por 

la Universidad Autónoma de Madrid y Facultativo Especialista de Área en 

Neurología del Servicio de Neurología del Hospital Universitario La Paz e 

investigador en el Área de Neurociencias del IdiPAZ, y la Dra. María 

Gutiérrez Fernández, Licenciada en Biología, Doctora en Medicina por la 

Universidad Autónoma de Madrid, Investigadora Miguel Servet y 

Coordinadora del Laboratorio de Ciencias Neurológicas y Cerebrovascular 

del Hospital Universitario La Paz, IdiPAZ   

 

CERTIFICAN: 

Que el presente trabajo titulado “APLICACIÓN DE ULTRASONIDOS EN LA 

IDENTIFICACIÓN DE LAS ESTRUCTURAS CEREBRALES Y LA 

MONITORIZACIÓN DE LA HEMORRAGIA INTRACEREBRAL EN RATA” ha 

sido realizado por Dña. María del Carmen Gómez de Frutos bajo su 

dirección y se encuentra en condiciones de ser leído y defendido como Tesis 

para alcanzar el grado de Doctor ante el tribunal correspondiente en la 

Universidad Autónoma de Madrid. 

 

Madrid, 

 

Fdo:                 Fdo: 

 
 

Dr. Gerardo Ruiz Ares              Dra. María Gutiérrez Fernández  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Este trabajo ha sido financiado por el Instituto de Salud Carlos III con los códigos de los 

expedientes PI16/01052 y FI17/00188, cofinanciado por la Unión Europea a través del Fondo 

Europeo de Desarrollo Regional (FEDER).   



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A mis padres, Fernando y Mari Carmen 

A mi hermana, Sara 



ÍNDICE 

RESUMEN 1 

  

INTRODUCCIÓN 11 

1. Enfermedad cerebrovascular 13 

1.1. Epidemiología de la hemorragia intracerebral   14 

1.2. Patogenia de la hemorragia intracerebral 15 

1.3. Monitorización de la hemorragia intracerebral en pacientes 19 

2. Modelos animales de hemorragia intracerebral 20 

3. Monitorización de la hemorragia intracerebral en los modelos animales 22 

3.1. Resonancia magnética 22 

3.2. Ultrasonidos   23 

  
HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 27 

  
MATERIALES Y MÉTODOS   31 

1. Diseño del estudio 33 

2. Equipos y materiales utilizados 33 

3. Sujetos a estudio 35 

4. Abordaje para la identificación de estructuras cerebrales      36 

5. Inducción de la hemorragia intracerebral    38 

6. Evaluación funcional 40 

7. Estudios de imagen 43 

7.1. Identificación de las estructuras cerebrales    43 

7.2. Resonancia magnética       43 

7.3. Ultrasonidos     44 

7.4. Determinación del volumen de hemorragia y del desplazamiento 
de estructuras cerebrales 

47 

8. Inmunohistoquímica de cortes histológicos de cerebro de rata     49 

9. Análisis estadístico   50 

  
  
 
  



ÍNDICE 

 
 

RESULTADOS 51 

OBJETIVO 1. Establecer la utilidad de los ultrasonidos en la 
visualización e identificación de las estructuras cerebrales en 
rata    

53 

1. Identificación de las estructuras cerebrales 53 

2. Barreras para la identificación de estructuras cerebrales    56 

  
OBJETIVO 2. Evaluar en un modelo animal de hemorragia 
intracerebral la utilidad de los ultrasonidos en el estudio de la 
lesión cerebral (volumen de hemorragia y desplazamiento de 
estructuras cerebrales) comparando los datos obtenidos con la 
resonancia magnética     

59 

1. Volumen de hemorragia intracerebral con ultrasonidos y resonancia 
magnética   

59 

2. Visualización del desplazamiento de estructuras cerebrales por la 
hemorragia intracerebral mediante ultrasonidos y resonancia magnética 

61 

  
OBJETIVO 3. Valorar la utilidad de los ultrasonidos en la 
monitorización de los cambios evolutivos en el volumen de la 
hemorragia intracerebral y en el desplazamiento de las 
estructuras cerebrales   

65 

1. Monitorización del volumen de la hemorragia intracerebral con 
ultrasonido   

65 

2. Monitorización del desplazamiento de estructuras cerebrales con 
ultrasonidos 

67 

  
OBJETIVO 4. Analizar la correlación del volumen de la 
hemorragia intracerebral, medido por ultrasonidos y por 
resonancia magnética, con la evaluación funcional     

70 

1. Mortalidad      70 

2. Estado clínico de los animales       70 

3. Correlación entre el volumen de la hemorragia intracerebral y la 
evaluación funcional 

73 

  



ÍNDICE 

DISCUSIÓN        75 

1. Establecer la utilidad de los ultrasonidos en la visualización e identificación 
de las estructuras cerebrales en rata 

77 

2. Evaluar en un modelo animal de hemorragia intracerebral la utilidad de los 
ultrasonidos en el estudio de la lesión cerebral (volumen de hemorragia y 
desplazamiento de estructuras cerebrales) comparando los datos obtenidos 
con la resonancia magnética      

80 

3. Valorar la utilidad de los ultrasonidos en la monitorización de los cambios 
evolutivos en el volumen de la hemorragia intracerebral y en el 
desplazamiento de las estructuras cerebrales                                                                                                                                       

83 

4. Analizar la correlación del volumen de la hemorragia intracerebral, medido 
por ultrasonidos y por resonancia magnética, con la evaluación funcional   

84 

  

CONCLUSIONES 89 
  
BIBLIOGRAFIA 93 

  
ANEXOS    103 

Artículo 1 
Identification of brain structures and blood vessels by conventional ultrasound in rats. 
Gómez-de Frutos MC, et al. J Neurosci Methods. 2020;346:108935. DOI: 
10.1016/j.jneumeth.2020.108935 

Artículo 2 
The role of ultrasound as a diagnostic and therapeutic tool in experimental animal 
models of stroke: a review. Gómez-de Frutos MC, et al. Biomedicines. 2021;9(11):1609. 
DOI: 10.3390/biomedicines9111609 

Artículo 3 
B-mode ultrasound, a reliable tool for monitoring experimental intracerebral 
hemorrhage. Gómez-de Frutos MC, et al. Front Neurol. 2021;12(771402):1-10. DOI: 
10.3389/fneur.2021.771402 

 



 

ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS 
  

  



ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS 

Índice de abreviaturas y acrónimos por orden alfabético que aparecen en el texto. 

En algunos casos se ha conservado la correspondiente abreviatura en inglés debido a su 

frecuente utilización en el lenguaje científico.  

 

3V: tercer ventrículo 

AC: acueducto cerebral 

AINE: antiinflamatorio no esteroideo  

BHE: barrera hematoencefálica 

CA: cisterna ambiens 

CC: cuerpo calloso 

CCG: cisterna cuadrigeminal 

CSs: cisternas subaracnoideas 

CIP: cisterna interpeduncular 

DE: desviación estándar 

ECV: enfermedad cerebrovascular 

Hb: hemoglobina 

HIC: hemorragia intracerebral 

HSA: hemorragia subaracnoidea  

IL-1beta: interleucina-1beta  

MMP: metaloproteasas de matriz 

OCT: del inglés Optimal Cutting Temperature  

PMN: leucocitos polimorfonucleares 

RDC: ratio de desplazamiento de las cisternas 

RM: resonancia magnética 

STR: estriado 

T: Teslas 

TC: tomografía computarizada 

TNF-alfa: factor de necrosis tumoral alfa (del inglés tumor necrosis factor) 

US: ultrasonidos  

VL: ventrículo lateral  

 

 



 

1 
 

RESUMEN 
 



RESUMEN 

3 
 

INTRODUCCIÓN 

La hemorragia intracerebral (HIC) se produce como consecuencia de la rotura de 

un vaso sanguíneo arterial o venoso, que conlleva a una extravasación de sangre dentro 

de la cavidad craneal. Aunque éste representa entre el 10-15 % de todos los ictus, su 

mortalidad y morbilidad es mayor que la del infarto cerebral. La patogenia de la HIC 

consiste en una lesión primaria, causada por la formación del hematoma, y una lesión 

secundaria, causada por la reacción inflamatoria generada. El pronóstico de la misma 

depende de la gravedad del sangrado que condiciona el deterioro neurológico, por lo 

que, un diagnóstico precoz es clave para favorecer la recuperación. En la actualidad, las 

técnicas disponibles para el diagnóstico del ictus son la tomografía computarizada (TC) 

o la resonancia magnética (RM). Sin embargo, éstas cuentan con una serie de 

limitaciones como son la disponibilidad, el tiempo de adquisición, la necesidad de 

transportar al paciente, la tolerabilidad o la radiación ionizante en el caso de la TC. Por 

ello, incorporar nuevas herramientas que solventen los mencionados inconvenientes, 

supondría un avance en el diagnóstico precoz y seguimiento. En este sentido, los 

ultrasonidos son una técnica rápida, no invasiva, bien tolerada, económica y portátil, 

que permite obtener imágenes dinámicas, proporcionando información estructural y 

funcional de interés. Diversos estudios han demostrado la validez de los ultrasonidos en 

la monitorización de la HIC en pacientes, sin embargo, estos trabajos no han sido lo 

suficientemente relevantes como para conseguir su implementación en la práctica 

clínica habitual. Es por ello, que surge la necesidad de llevar a cabo estudios de 

investigación en modelos preclínicos para poder trasladar la utilidad de los ultrasonidos 

a los pacientes. En lo que respecta a los modelos animales, la RM es la técnica de 

referencia para estudiar el cerebro in vivo, debido a su alta resolución y sensibilidad. No 

obstante, debido a sus limitaciones se deberían buscar alternativas a la misma y es ahí 

donde los ultrasonidos, al haber experimentado un gran avance tecnológico en cuanto 

a la calidad y definición de las imágenes, podrían tener una gran relevancia en el estudio 

y la monitorización de la HIC, evaluando el parénquima cerebral y los cambios 

estructurales que se producen como consecuencia de la lesión. Por todo ello, debido a 

los rápidos avances de las tecnologías de imagen, es necesario llevar a cabo más 
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investigaciones preclínicas que reforzarían la evidencia científica en este campo 

permitiendo la traslación al paciente. 

 

HIPÓTESIS 

En base a estos antecedentes nos planteamos la siguiente hipótesis: 

El uso de los ultrasonidos permitiría la identificación de las estructuras cerebrales 

en roedores. Además, en un modelo animal experimental de hemorragia intracerebral 

los ultrasonidos permitirían la evaluación y su monitorización, estudiando los cambios 

evolutivos en el volumen de la misma, así como las alteraciones estructurales que se 

producen como consecuencia del daño generado.  

 

OBJETIVOS 

Para demostrar la hipótesis planteada nos proponemos los siguientes objetivos: 

1. Establecer la utilidad de los ultrasonidos en la visualización e identificación de las 

estructuras cerebrales en rata. 

2. Evaluar en un modelo animal de hemorragia intracerebral la utilidad de los 

ultrasonidos en el estudio de la lesión cerebral (volumen de hemorragia y 

desplazamiento de estructuras cerebrales) comparando los datos obtenidos con 

la resonancia magnética. 

3. Valorar la utilidad de los ultrasonidos en la monitorización de los cambios 

evolutivos en el volumen de la hemorragia intracerebral y en el desplazamiento 

de las estructuras cerebrales.  

4. Analizar la correlación del volumen de la hemorragia intracerebral, medido por 

ultrasonidos y por resonancia magnética, con la evaluación funcional.  

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Objetivo 1. Se utilizaron un total de 6 ratas sanas machos y hembras (proporción 

1:1) Sprague-Dawley (225-275 g). El análisis de la anatomía cerebral se realizó mediante 

estudios por RM de 7 Teslas para obtener imágenes en T2. Se utilizó un ecógrafo Xario 

200 con una sonda lineal de 13 MHz para la obtención de imágenes en modo B. Con el 

fin de reducir los obstáculos para la visualización de estructuras mediante ultrasonidos 
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se realizaron 4 abordajes transcraneales: el transductor se colocó directamente sobre la 

piel, el cráneo, una craneotomía delimitada y una craneotomía total. Los animales se 

sacrificaron al finalizar la visualización de estructuras. Para identificar y correlacionar las 

estructuras cerebrales ex vivo se creó un atlas y se llevó a cabo la tinción de Nissl. 

 

Objetivos 2, 3 y 4. Se utilizaron un total de 31 ratas machos y hembras (16 machos 

y 15 hembras) Sprague-Dawley (225-275 g). Los animales se dividieron en 3 grupos: 1, 

sanos (n=10, 5 machos y 5 hembras); 2, sham (n=10, 5 machos y 5 hembras); 3, HIC 

(n=11, 6 machos y 5 hembras). La inducción de la HIC se realizó mediante la inyección 

de 0,5 U de colagenasa-IV en los ganglios basales del hemisferio derecho siguiendo las 

referencias estereotáxicas 0,04 mm posterior, 3,5 mm lateral y 6 mm ventral respecto 

al área de Bregma. Los animales sham fueron sometidos a todo el procedimiento 

quirúrgico a excepción de la administración de colagenasa-IV. La evaluación neurológica 

para analizar el déficit motor de los animales, se realizó mediante el test de la barra, la 

barra con escalón, el cilindro rotatorio (Rotarod) y el test de Rogers: antes de la 

inducción de la HIC y a las 48 horas, 96 horas y 1 mes tras la cirugía. La obtención de 

imágenes cerebrales en T2 se llevó a cabo mediante RM de 7 Teslas a las 48 horas y al 

mes de la cirugía. Los estudios por ultrasonidos se realizaron antes de la cirugía y a las  

5 horas, 48 horas, 96 horas y 1 mes de la cirugía. El volumen de HIC (AxBxC/2) y el 

desplazamiento de estructuras cerebrales (distancia cisternas subaracnoideas-

duramadre) se analizó tanto por ultrasonidos como por RM, comparándose los datos 

entre ambas técnicas. Los animales se sacrificaron al mes tras la inducción de la HIC. La 

normalidad de los datos fue comprobada con el test Shapiro-Wilk. Para comprobar la 

existencia de diferencias significativas en las variables entre los grupos, se usó el test de 

Tukey si no se rechazaba la normalidad de los datos, o de Mann-Whitney si se rechazaba 

su normalidad. Para comparar la similitud entre los datos se usaron los coeficientes de 

correlación de Pearson y Spearman. Los p-valores menores a 0,05 fueron considerados 

significativos. 

 

RESULTADOS 

Objetivo 1: Establecer la utilidad de los ultrasonidos en la visualización e 

identificación de las estructuras cerebrales en rata. A través del atlas anatómico, la RM 
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y los cortes histológicos teñidos con Nissl, se identificaron las siguientes estructuras 

cerebrales: corteza cerebral, cuerpo calloso, ventrículos laterales, tercer ventrículo, 

estriado, cisternas subaracnoideas y acueducto cerebral. Por ultrasonidos, a medida que 

se avanzaba en los diferentes abordajes transcraneales (piel, cráneo, craneotomía 

delimitada y craneotomía total) para la visualización de las estructuras cerebrales, éstas 

fueron más claramente identificadas. Así a través de la piel sólo se pudieron identificar 

las cisternas subaracnoideas. Cuando el transductor se colocó sobre el cráneo, así como 

sobre la craneotomía delimitada, se pudieron identificar más estructuras como los 

ventrículos laterales y las cisternas subaracnoideas. Finalmente, con la craneotomía 

total fue posible visualizar un mayor número de estructuras que correspondían a los 

ventrículos laterales, tercer ventrículo, acueducto cerebral y cisternas subaracnoideas. 

 

Objetivo 2: Evaluar en un modelo animal de hemorragia intracerebral la utilidad 

de los ultrasonidos en el estudio de la lesión cerebral (volumen de hemorragia y 

desplazamiento de estructuras cerebrales) comparando los datos obtenidos con la 

resonancia magnética. En el modelo experimental de HIC se observó la hemorragia por 

ultrasonidos como una señal hiperecogénica a las 48 horas volviéndose hipoecogénica 

al mes. Al analizar por la técnica de ultrasonidos el volumen de la HIC, éste disminuyó 

significativamente desde las 48 horas (66,22 ± 23,19 mm3) al mes (17,36 ± 9,97 mm3, 

p=0,001). La RM identificó la lesión como una señal hiperintensa a las 48 horas, 

transformándose al mes en hiper/isointensa. Al analizar por RM el volumen de la HIC, 

también se observó una reducción en el mismo entre las 48 horas y el mes (71,86 ± 24,75 

mm3 vs 21,49 ± 9,74 mm3, p=0,001). Al comparar los resultados entre ambas técnicas de 

imagen, se observó una excelente correlación en la medición del volumen de HIC tanto 

a las 48 horas (r=0,905, p=0,001) como al mes (r=0,656, p=0,028). En cuanto al 

desplazamiento de las estructuras cerebrales causado por el efecto de masa de la HIC, 

se identificó por ultrasonidos una mayor distancia en la ratio de las cisternas 

subaracnoideas con respecto a la duramadre en el lado ipsilateral a la lesión en el grupo 

de animales con HIC (1,06 ± 0,04) comparado con el grupo de animales sanos                  

(0,99 ± 0,02, p=0,001) y el grupo sham (0,99 ± 0,04, p=0,004) a las 48 horas. Por RM, 

también se observó en el hemisferio ipsilateral una mayor distancia de las cisternas-

duramadre en el grupo de animales con HIC (1,06 ± 0,04) con respecto al grupo sano 
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(0,98 ± 0,02, p=0,002) y sham (0,99 ± 0,03, p=0,008) a las 48 horas. Sin embargo, estas 

diferencias desaparecieron al mes con ambas herramientas de imagen (p > 0,05). Al 

cotejar estos datos entre ambas técnicas, se observó una buena correlación en la 

medición de la distancia de las cisternas-duramadre en el hemisferio contralateral 

(r=0,906, p=0,001) e ipsilateral (r=0,870, p=0,001) al mes. 

 

Objetivo 3: Valorar la utilidad de los ultrasonidos en la monitorización de los 

cambios evolutivos en el del volumen de la hemorragia intracerebral y en el 

desplazamiento de las estructuras cerebrales. Por ultrasonidos se observó como la HIC 

disminuía significativamente con el tiempo, desde las 5 horas (58,92 ± 24,70 mm3),         

48 horas (66,22 ± 23,19 mm3) y 96 horas (65,27 ± 27,62 mm3) con respecto al mes    

(17,36 ± 9,97 mm3, p=0,001). Cuando se visualizó la señal hemorrágica, ésta fue 

hiperecogénica a las 5 horas, 48 horas y 96 horas, volviéndose hipoecogénica al mes. Al 

analizar la ratio de la distancia de las cisternas subaracnoideas con respecto a la 

duramadre no se observaron diferencias significativas entre los animales de los grupos 

sanos y sham (p > 0,05). Sin embargo, se observó un aumento significativo en el lado 

ipsilateral de los animales con HIC (1,06 ± 0,04) con respecto a los animales sanos       

(0,99 ± 0,02, p=0,001) y sham (0,99 ± 0,04, p=0,004) a las 48 horas. Esta distancia 

también fue mayor en los animales con HIC (1,06 ± 0,04) con respecto a los sanos (0,99 

± 0,02, p=0,026) a las 96 horas. Las diferencias desaparecieron al mes (p > 0,05). 

Finalmente, al analizar, dentro del grupo de animales con HIC, el desplazamiento de las 

cisternas-duramadre, se obtuvieron los siguientes resultados: 0,03 ± 0,19 mm a las            

5 horas, 0,21 ± 0,14 mm a las 48 horas, 0,13 ± 0,18 mm a las 96 horas y 0,08 ± 0,23 mm 

al mes. Este seguimiento también fue realizado por RM donde se observó una reducción 

en el volumen de la HIC entre las 48 horas y el mes (71,86 ± 24,75 mm3 vs 21,49 ± 9,74 

mm3, p=0,001), así como también se observó en el hemisferio ipsilateral una mayor 

distancia de las cisternas-duramadre en el grupo de animales con HIC (1,06 ± 0,04) con 

respecto al grupo sano (0,98 ± 0,02, p=0,002) y sham (0,99 ± 0,03, p=0,008) a las                

48 horas, como se he comentado en el objetivo 2. 
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Objetivo 4: Analizar la correlación del volumen de la hemorragia intracerebral, 

medido por ultrasonidos y por resonancia magnética, con la evaluación funcional. 

Cuando se analizó la evaluación funcional en los animales de los diferentes grupos 

experimentales, en el test de la barra, los animales con HIC mostraron un deterioro 

funcional significativo con respecto a los animales sanos a las 48 horas (4,64 ± 1,12 

puntos vs 0,00 ± 0,00 puntos respectivamente, p=0,001), 96 horas (3,45 ± 1,51 puntos 

vs 0,20 ± 0,63 puntos, p=0,001) y al mes (2,18 ± 1,83 puntos vs 0,00 ± 0,00 puntos, 

p=0,003). Este deterioro también se observó entre los animales con HIC frente los sham 

a las 48 horas (4,64 ± 1,12 puntos vs 0,00 ± 0,00 puntos, p=0,001), 96 horas (3,45 ± 1,51 

puntos vs 0,00 ± 0,00 puntos, p=0,001) y el mes (2,18 ± 1,83 puntos vs 0,00 ± 0,00 

puntos, p=0,003). Cuando a los animales se les sometió al test de la barra con escalón, 

el grupo con HIC mostró mayor déficit funcional con respecto a los animales sanos a las 

48 horas (93,89 ± 15,57 % vs 20,08 ± 6,91 %, p=0,001), 96 horas (85,61 ± 21,70 % vs 

20,04 ± 9,42 %, p=0,001) y el mes (68,53 ± 23,24 % vs 16,60 ± 8,27 %, p=0,001), así como 

también se observó mayor déficit funcional entre los animales con HIC y los sham a las 

48 horas (93,89 ± 15,57 % vs 23,70 ± 10,21 %, p=0,001), 96 horas (85,61 ± 21,70 % vs 

16,01 ± 8,27 %, p=0,001) y el mes (68,53 ± 23,24 % vs 17,16 ± 7,31 %, p=0,001). El test 

de Rotarod mostró una peor coordinación motora en los animales con HIC comparado 

con los animales sanos a las 48 horas (51,82 ± 27,79 s vs 91,63 ± 46,73 s, p=0,019) y         

96 horas (68,88 ± 31,37 s vs 98,00 ± 40,74 s, p=0,037), y con los animales sham a las       

48 horas (51,82 ± 27,79 s vs 107,00 ± 27,01 s, p=0,002) y 96 horas (68,88 ± 31,37 s vs 

107,57 ± 17,97 s, p=0,003). Finalmente, en el test de Rogers, los animales con HIC 

mostraron mayor déficit que los animales sanos a las 48 horas (3,54 ± 0,93 puntos vs 

0,60 ± 1,26 puntos, p=0,001), 96 horas (3,64 ± 0,81 puntos vs 0,30 ± 0,95 puntos, 

p=0,001) y al mes (2,09 ± 1,81 puntos vs 0,60 ± 1,26 puntos, p=0,041). Los animales con 

HIC también mostraron mayor déficit en este test con respecto a los animales sham a 

las 48 horas (3,54 ± 0,93 puntos vs 0,60 ± 1,26 puntos, p=0,001) y 96 horas (3,64 ± 0,81 

puntos vs 1,10 ± 1,45 puntos, p=0,001). Además, el volumen de la HIC a las 48 horas, 

tanto por ultrasonidos como por RM, se correlacionó con los resultados al mes del test 

de la barra (ρ=0,860, p=0,001 y ρ=0,884, p=0,001 respectivamente), barra con escalón 

(ρ=0,755, p=0,007 y ρ=0,691, p=0,019) y Rotarod (ρ=0,909, p=0,001 y ρ=0,800, p=0,003). 
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CONCLUSIONES  

Las conclusiones de este trabajo de tesis doctoral son las siguientes: 

1. Los ultrasonidos demostraron utilidad en la visualización e identificación de las 

estructuras cerebrales en la rata. A través de la craneotomía total se observaron 

la corteza cerebral, el estriado, los ventrículos laterales, el tercer ventrículo, el 

acueducto cerebral y las cisternas subaracnoideas; a través de la craneotomía 

delimitada y el cráneo se observaron los ventrículos laterales y las cisternas 

subaracnoideas y, a través de la piel se observaron las cisternas subaracnoideas. 

Esto ha permitido la elaboración de un atlas anatómico en el que la resolución de 

las imágenes y las estructuras identificadas se incrementan a medida que se 

retiran las barreras de la ventana transcraneal.  

2. Los ultrasonidos permiten la evaluación del volumen de la hemorragia y del 

desplazamiento de las estructuras cerebrales como consecuencia de la misma, con 

una precisión equiparable a la resonancia magnética.  

3. Los ultrasonidos permiten monitorizar los cambios evolutivos que se producen en 

el volumen de la hemorragia intracerebral y el desplazamiento de las estructuras 

cerebrales. 

4. El volumen de hemorragia, medido por ultrasonidos y resonancia magnética, 

presentó una excelente correlación con la evolución funcional demostrando 

resultados equiparables entre ambas técnicas de imagen.  
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1. ENFERMEDAD CEREBROVASCULAR  

 

La enfermedad cerebrovascular o ictus está causada por un trastorno circulatorio 

cerebral que altera de manera transitoria o definitiva el funcionamiento de una o varias 

partes del encéfalo (1,2).  

 

Según la naturaleza de la lesión se clasifica en ictus isquémico (infarto cerebral) o 

ictus hemorrágico (1). El ictus isquémico (75-80 % de los casos) es debido a una 

alteración del aporte circulatorio a un territorio del encéfalo, mientras que el ictus 

hemorrágico (15-25 %) se debe a la rotura de un vaso sanguíneo arterial o venoso, que 

lleva a una extravasación de sangre dentro de la cavidad craneal (1,3). Aunque la 

frecuencia del ictus hemorrágico es menor que la del ictus isquémico, su mortalidad y 

morbilidad son mayores (4,5) y su pronóstico está determinado por la gravedad del 

sangrado (4). 

 

Según su etiología, la hemorragia puede alojarse dentro del parénquima cerebral 

(hemorragia intracerebral o HIC) en un 10-15 % de los casos o, en el espacio 

subaracnoideo (hemorragia subaracnoidea o HSA) en un 5-10 % (2,3). La HIC según su 

localización anatómica puede ser intraventricular o parenquimatosa. Ésta última, puede 

clasificarse según su localización topográfica y extensión. Estas clasificaciones se 

esquematizan en la Figura 1. El lugar más común de las HIC parenquimatosas es el 

compartimento supratentorial profundo (subcortical), involucrando principalmente los 

ganglios basales (caudado, putamen) por afectación de las ramas ascendentes lenticulo-

estriadas de la arteria cerebral media, o el tálamo por las ramas ascendentes de la 

arteria cerebral posterior (1,2,6). Las HIC también ocurren en los lóbulos cerebrales por 

la ruptura de pequeñas arterias penetrantes de las arterias cerebrales anterior, media o 

posterior; así como en el tronco encefálico por sus ramas de la arteria basilar; o en el 

cerebelo por las ramas posteriores inferiores, anteriores inferiores o superiores (6).  

 

De acuerdo con la causa del sangrado, las HIC pueden clasificarse también en 

primarias (78-88 %) o secundarias (12-22 %). Las primarias se deben a una rotura 

espontánea de cualquier vaso de la red vascular del encéfalo dañado previamente por, 
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por ejemplo, la hipertensión arterial o por una angiopatía amiloide cerebral. Las 

secundarias se asocian a enfermedades congénitas o adquiridas, como malformaciones 

vasculares, tumores, alteraciones en la coagulación, uso de anticoagulantes y agentes 

trombolíticos, vasculitis cerebral, consumo de drogas y trombosis venosa cerebral. 

Aunque son menos frecuentes, su identificación es vital ya que requieren de un 

tratamiento específico (1,5). 

 

 

Figura 1. Clasificación de la enfermedad cerebrovascular. Diagrama con la clasificación de la enfermedad 

cerebrovascular según su naturaleza. Abreviaturas: ECV: enfermedad cerebrovascular. Modificado de 

Díez-Tejedor, E et al. (1). 

 

1.1. EPIDEMIOLOGÍA DE LA HEMORRAGIA INTRACEREBRAL 

 

Cada año se producen 1,4 millones de ictus hemorrágicos (HIC y HSA) en todo el 

mundo, con una incidencia relativamente estable en los países desarrollados pero 

creciente en los países en vías de desarrollo (7). El ictus hemorrágico es una enfermedad 

cada vez más relevante, representando el 9-27 % de todos los ictus en el mundo y 

habiendo aumentado su carga en un 47 % entre 1990 y 2010 (8). Por otra parte, en 

España, el Proyecto Ictus impulsado por el grupo de Estudio de Enfermedades 

Cerebrovasculares (IBERICTUS) estima que hay 187 casos nuevos de ictus por cada 

100.000 habitantes de los cuales, el 30 % son hemorrágicos con mayor incidencia en los 

mayores de 85 años (9). 
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Según un metaanálisis, la HIC tiene una mortalidad total del 35.3 % a 3 meses, que 

aumenta a un 63,2 % a los 10 años (10). Aunque el riesgo de HIC aumenta con la edad, 

una proporción sustancial de la enfermedad ocurre en personas menores de 50 años. La 

mortalidad en estos adultos jóvenes es del 17 % a los 3 meses y mayor del 25 % a 10 

años (11,12). Además, la discapacidad a largo plazo es común (12).  

 

En cuanto a la distribución por sexo, la incidencia de la HIC es más frecuente en 

hombres (6,2 por 100.000 habitantes) que en mujeres (4,0 por 100.000 habitantes) (12).  

 

1.2. PATOGENIA DE LA HEMORRAGIA INTRACEREBRAL 

 

La lesión cerebral causada por la HIC presenta 2 etapas: una lesión primaria que 

consiste en una fase mecánica temprana y una lesión secundaria, que consiste en una 

fase de inflamación con formación de edema como respuesta a la hemorragia.  

 

Alrededor de los primeros 60 minutos de la HIC tiene lugar la lesión primaria, 

donde la sangre liberada al parénquima cerebral produce compresión mecánica de las 

estructuras anatómicas locales y un aumento de la presión intracraneal. Esto podría 

conducir dependiendo del tamaño a la herniación cerebral, compresión arterial, 

disminución del flujo sanguíneo con isquemia, llevando finalmente a la destrucción de 

axones y células gliales (13–16) (Figura 2). 

 

A continuación tiene lugar la lesión cerebral secundaria que es causada por la 

respuesta al hematoma (edema e inflamación) y por los efectos tóxicos (bioquímicos y 

metabólicos) de los componentes del coágulo (14).  

 

De manera sistémica, se produce una activación del eje hipotálamo-hipofisario-

adrenal y del sistema nervioso simpático como una de las primeras respuestas al 

sangrado (15). En las primeras horas tiene lugar la necrosis celular en la periferia de la 

hemorragia (16). Ocurre cuando localmente los axones de las neuronas dañadas 

alrededor del hematoma liberan glutamato; lo que conduce al hipermetabolismo de la 

glucosa y a una disfunción mitocondrial. Esto, a su vez, conlleva la acumulación de 
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subproductos oxidativos, la lesión adicional de células adyacentes y la formación 

temprana de edema citotóxico (15,16). Simultáneamente se desarrolla la respuesta a la 

retracción del coágulo y a la acumulación de proteínas séricas a su alrededor (16). Esto 

genera un aumento de la presión dentro del coagulo produciéndose la salida del suero 

de su interior dando lugar al edema vasogénico (13,16). El edema cerebral aumenta su 

volumen produciendo mayor efecto de masa, tanto por el que se forma alrededor del 

hematoma como por el del interior (13). En general, su formación puede ocurrir en 

cuestión de horas tras la HIC aumentando aproximadamente un 75 % en las primeras  

24 horas y alcanzando su punto máximo en torno a los 4-6 días (13,14,17).  

 

A los 2 días tras la HIC, se ponen en marcha mecanismos hemostáticos para limitar 

el sangrado, activándose la cascada de coagulación que lleva a la liberación de trombina 

(13,15,16,18). La trombina favorece condiciones inflamatorias y tóxicas al activar a las 

células microgliales para liberar mediadores inflamatorios. Dentro de estos mediadores 

inflamatorios se encuentran la interleucina-1beta (IL-1beta) y el factor de necrosis 

tumoral alfa (TNF-alfa), que van a inducir una sobreexpresión de moléculas de adhesión, 

llevando a la infiltración de leucocitos polimorfonucleares e incrementando aún más la 

liberación de citoquinas. Estos mediadores también van a inducir la sobreexpresión de 

metaloproteasas de matriz (MMP), destrucción de proteínas en la lámina basal y ruptura 

de la barrera hematoencefálica (BHE), dando lugar a más edema vasogénico. Asimismo, 

son capaces de activar a las caspasas promoviendo la apoptosis celular,  mayor 

liberación de glutamato y toxicidad (16).  

 

Por otra parte, la trombina activa a los astrocitos dando lugar a gliosis y un 

aumento de la liberación de glutamato, lo que conlleva una gran toxicidad. Además, la 

trombina liberada actúa sobre las células mesenquimales promoviendo su proliferación, 

favoreciendo así la formación de tejido cicatricial. Por último, produce una disfunción 

de las células endoteliales, dando lugar a hiperpermeabilidad, ruptura de la BHE y a más 

formación de edema vasogénico (15,16).  

 

Después de varios días y como parte de la respuesta a la trombina, se produce la 

activación del complemento, la lisis de los eritrocitos y de los componentes del coágulo, 
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lo que libera hierro, hemoglobina y radicales libres en el área hemorrágica. Esto causa 

una inflamación adicional, así como apoptosis, permeabilidad de la BHE y formación de 

edema tardío (15,16). Con respecto a la activación del sistema del complemento, a 

medida que C5a y C3a penetran en el tejido neuronal se activan la glía local, los 

mastocitos y los leucocitos. También se produce daño adicional de las neuronas 

alrededor del hematoma, la glía y los vasos sanguíneos, además de más lisis celular e 

inflamación (15) (Figura 2).  
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Figura 2. Patogenia de la HIC. Representación esquemática de los procesos que tienen lugar durante la 

lesión primaria y secundaria de la HIC. Las flechas hacia arriba indican aumento, las flechas hacia abajo 

indican disminución. Los símbolos positivos indican activación. Abreviaturas: BHE: barrera 

hematoencefálica; Hb: hemoglobina; IL-1beta: interleucina-1beta; MMP: metaloproteasas de matriz; 

PMN; leucocitos polimorfonucleares; TNF-alfa: factor de necrosis tumoral alfa. Modificado de Senn R et 

al. (15).  

  



INTRODUCCIÓN 

19 
 

1.3 MONITORIZACIÓN DE LA HEMORRAGIA INTRACEREBRAL EN 

PACIENTES 

 

La HIC constituye una emergencia médica en la que es crucial un diagnóstico 

precoz para favorecer un mejor pronóstico de los pacientes. Generalmente, el 

diagnóstico de la HIC en pacientes se realiza con tomografía computarizada (TC) cerebral 

sin contraste ya que es altamente sensible y específica (5,12). No obstante, entre sus 

limitaciones se encuentran la utilización de radiación ionizante, los costes o la necesidad 

de transportar al sujeto a la sala de radiología para realizar la prueba (19). Otra técnica 

de imagen que se suele utilizar como herramienta complementaria es la resonancia 

magnética (RM), que ayuda a detectar las lesiones estructurales, determinar la causa y 

mecanismos subyacentes de la HIC además de añadir información sobre el momento 

evolutivo de la misma (1,5,12,20). Estudios previos han demostrado que la RM es tan 

sensible como la TC en la detección de la hemorragia, pero rara vez ofrece información 

adicional en la fase aguda (5,20). Además, también cuenta con desventajas como el 

tiempo de adquisición de las imágenes, coste o el transporte requerido (5,20–23). En 

contraposición a estas técnicas de imagen, algunos estudios han demostrado la 

aplicación clínica de los ultrasonidos en el diagnóstico de la HIC (19,24–27), 

demostrándose una excelente correlación con la TC en la determinación del volumen de 

la hemorragia y el desplazamiento de las estructuras cerebrales como consecuencia de 

la lesión (26,27). Esta técnica no invasiva presenta ciertas ventajas con respecto a las 

anteriores, ya que es una herramienta sin radiación ionizante, rápida, bien tolerada, 

económica y portátil (19,28,29). Sin embargo, su aplicación hasta la fecha no está 

extendida, lo que puede ser debido al pequeño tamaño muestral (de 1 a 35 pacientes 

como máximo) o el corto marco temporal de los estudios (19,24–27). En este sentido, 

debido a las múltiples ventajas que presentan los ultrasonidos a las que se añaden, en 

la actualidad, equipos altamente sofisticados con imágenes de gran nitidez y alta 

resolución, surge la necesidad de llevar a cabo estudios de investigación en modelos 

preclínicos para trasladar la utilidad de esta herramienta a los pacientes y poder 

implantarla en la práctica clínica habitual. 

 

 



INTRODUCCIÓN 

20 
 

2. MODELOS ANIMALES DE HEMORRAGIA INTRACEREBERAL  

 

Los modelos animales de HIC pueden ayudarnos a entender mejor la patogenia de 

la enfermedad, así como a explorar nuevos enfoques preventivos o terapéuticos (30). 

Para estudiar la HIC se han usado multitud de especies como cerdo, conejo, rata y ratón, 

gato y primate. Sin embargo, la mayor parte de las investigaciones se han llevado a cabo 

en roedores (30,31).  

 

Existen varios modelos animales experimentales para inducir la HIC. Entre ellos se 

encuentra el modelo de la inserción de un microbalón. Este modelo consiste en inflar 

con solución salina un microbalón en el núcleo caudado de los animales durante 10 

minutos, desinflarlo y posteriormente retirarlo. Con ello se simula el efecto de 

ocupación del espacio por el hematoma (30,32). Otro modelo es el de inyección de 

sangre autóloga donde la sangre se extrae de la cola o la arteria femoral y se inyecta 

directamente en la zona de interés como el estriado o la corteza cerebral (18,30,33). Hay 

autores que han utilizado otros métodos como la inyección combinada de colagenasa y 

sangre autóloga o la inyección de un hidrogel sintético en el cerebro que puede imitar 

el efecto de ocupación de espacio del hematoma (32). También hay un modelo inducido 

por ultrasonidos que simula la HIC espontánea. Este modelo se basa en la destrucción 

por baja frecuencia de los vasos sanguíneos guiado por RM, produciendo un hematoma 

similar al de humanos. Sin embargo, durante el proceso inducido por los ultrasonidos es 

difícil evitar lesiones vasculares intracraneales (32). 

 

Sin embargo, el modelo más utilizado es el de inyección de colagenasa bacteriana 

(18). En este modelo, se inyecta colagenasa en los ganglios basales de los animales, la 

cual induce ruptura vascular y sangrado continuo debido a la degradación de la lámina 

basal (18,30,32). Este modelo es el que más se aproxima a la situación que ocurre en los 

pacientes al generar déficits funcionales a largo plazo, simulando el proceso de la HIC en 

humanos, la ruptura vascular, así como la formación y expansión del hematoma (32). 

Además, es el más apropiado para estudiar la extensión de la infiltración sanguínea en 

el parénquima (33). Esto ese debe a que la extensión de la lesión que se consigue con 

este modelo es más consistente que otros (30), proporcionando mayor control sobre el 
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tamaño de la hemorragia (33). Comparado con el modelo de inyección de sangre 

autóloga este modelo no produce reflujo sanguíneo a lo largo del recorrido de la aguja 

(30). No obstante se debe tener en cuenta que puede causar toxicidad y daño celular 

(18,30) y que la introducción de una proteína exógena puede causar reacciones 

inflamatorias (30).  

 

A continuación, se esquematizan en la Tabla 1 las ventajas y desventajas de los 

modelos de HIC más extendidos en la experimentación animal. 

 

Tabla 1. Modelos animales de HIC. Ventajas y desventajas de los principales modelos 

animales de HIC.  

MODELOS DE HIC 

MODELO 
ANIMAL DE 

HIC 
VENTAJAS DESVENTAJAS 

Microbalón 

Estudio del efecto de masa 

Produce reducción del flujo 
sanguíneo y aumento de la presión 

intracraneal en la zona de lesión 

No aborda posibles efectos de la 
sangre (edema) o sustancias 

liberadas por el coágulo 

Sangre 
autóloga 

Fácil de realizar 

Reproducible 

No administra proteínas exógenas 

Tamaño fijo del hematoma 

Permite estudiar el edema, la 
coagulación natural y vías de 

inflamación 

Reflujo en la trayectoria de la aguja 

No imita el resangrado 

No es útil para el estudio del 
crecimiento del hematoma 

Riesgo de sangrado en los espacios 
subaracnoideos o ventricular 

Colagenasa  

Fácil de realizar 

Reproducible 

Imita el resangrado y la expansión 
del hematoma 

Sin reflujo de la trayectoria de la 
aguja 

Posible reacción inflamatoria y 
toxicidad celular 

Hemorragias inconsistentes 

Daño neural excesivo 

 

Abreviaturas: HIC: hemorragia intracerebral. 
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3. MONITORIZACIÓN DE LA HEMORRAGIA INTRACEREBRAL EN 

LOS MODELOS ANIMALES 

 

En la investigación preclínica, las técnicas de imagen no invasivas, como la RM y los 

ultrasonidos, son de gran utilidad, ya que permiten realizar estudios dinámicos a 

diferentes tiempos (34). A continuación se detalla la monitorización de la HIC por ambas 

herramientas. 

 

3.1. RESONANCIA MAGNÉTICA 

 

La RM es la técnica de imagen de elección en el estudio de la anatomía y estructura 

cerebral de roedores debido a su gran resolución espacial, sensibilidad y capacidad para 

estudiar aspectos tanto morfológicos como funcionales (35,36). La mayoría de los 

equipos de RM cuentan con escáneres con intensidades de campo magnético de entre 

4,7 a 7 Teslas (T), siendo este último el más utilizado (34). Concretamente la formación 

de lesiones y del edema vasogénico pueden ser monitorizadas por secuencias T2 (34,35).  

 

En la HIC, la intensidad de la señal en la RM dependerá de 2 factores: el estado 

químico de los átomos de hierro dentro de la molécula de hemoglobina y de la 

integridad de la membrana de los glóbulos rojos (37). En modelos de HIC en ratas, se ha 

observado en imágenes T2 que la hemorragia de 0 a 6 horas muestra una señal 

hipointensa con regiones de isointensidad (38–41). A las 12 horas se sigue observando 

un centro hipointenso pero con focos de hiperintensidad (39,40). La hipointensidad se 

debe al desplazamiento del agua hacia los eritrocitos que contienen desoxi- y 

metahemoglobina, mientras que las regiones de isointensidad o leve hiperintensidad se 

corresponden con zonas de tejido edematosas en el hematoma en desarrollo (39). A las 

24-72 horas, un anillo hipointenso rodea al centro que va volviéndose hiperintenso 

debido a los restos celulares y la degeneración de eritrocitos, que liberan la 

metahemoglobina aumentando la señal en T2 (38,39,41). El anillo hipointenso está 

formado por la agregación de neutrófilos que comienza a las 4 horas y es máxima a las 

48 horas. A partir de aquí, los neutrófilos se van moviendo hacia el centro del hematoma 
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y se van dispersando por lo que el anillo queda menos definido. A las 48 horas, comienza 

la invasión del hematoma por monocitos que se van transformando en macrófagos. A 

medida que los macrófagos se mueven hacia el hematoma, los compuestos de hierro 

fagocitados se degradan transformándose en hemosiderina y ferritina. Así, a las                

72 horas, el anillo hipointenso está formado por macrófagos con hemosiderina (39). A 

los 7 días, la lesión es hiper/isointensa debido a los restos celulares y a los espacios llenos 

de líquido, con un anillo hipointenso que sigue estando compuesto de macrófagos con 

hemosiderina (38,39,41). A las 2-3 semanas, el lugar del hematoma consiste en una 

cavidad llena de líquido con unos pocos vasos sanguíneos pequeños que da lugar a una 

señal iso/hiperintensa rodeada de un anillo hipointenso (macrófagos) (39,41). 

Finalmente, tanto a los 14 como a los 28 días la lesión contiene señales oscuras 

correspondientes a áreas de necrosis y cavitaciones que rodean a la hemorragia (42) 

(Tabla 2).  

 

Sin embargo, a pesar de que la RM es la técnica de elección para estudiar la HIC 

en modelos animales (34), deben tenerse en cuenta las limitaciones comentadas 

anteriormente que hacen necesario investigar nuevas herramientas que las solventen.  

 

3.2. ULTRASONIDOS  

 

La ecografía es una herramienta que permite revelar contornos anatómicos y 

captar imágenes dinámicas en directo. Así, la información estructural y funcional 

obtenida, posibilita conocer el tipo y lugar en el que se encuentra la lesión que ha 

causado un cuadro clínico (29,43,44).  Los ultrasonidos (> 20.000 Hz) tienen una 

frecuencia mayor de la que puede ser percibida por los seres humanos (45), chocan 

contra las estructuras sólidas (interfaces reflectantes) creando ecos u ondas reflejadas 

(43,45). Así pues, las imágenes de la ecografía se obtienen tras procesar la información 

de los ecos reflejados por las estructuras corporales (43).  

 

El haz de ultrasonidos generado por el transductor o sonda se propaga por el 

interior del sujeto, donde parte será reflejado y parte transmitido por los diferentes 

tejidos que se vaya encontrando. Los ultrasonidos reflejados van a volver al transductor, 
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haciendo vibrar el cristal y transformándose en corriente eléctrica que es amplificada. 

La información obtenida por el circuito receptor puede mostrarse de manera gráfica de 

diferentes formas (43). Entre ellas destacan: 

o Modo M: representación gráfica de la señal en la que en el eje X se representa 

profundidad y en el eje Y el tiempo. Útil para localizar estructuras en la 

profundidad y valorar el movimiento de algunas estructuras (43).  

o Modo B: imagen en 2 dimensiones en escala de grises, la señal se transforma en 

puntos, cuya intensidad de brillo es proporcional a la intensidad del eco de 

retorno (29,43). Los reflejos más débiles aparecen como puntos grises más 

oscuros mientras que los reflejos más fuertes aparecen como puntos blancos 

más brillantes (46). Suele usarse para determinar la apariencia y el tamaño de 

las estructuras (29) siendo el empleado en este estudio. 

 

Una vez obtenidas las imágenes, si se detectan y procesan los cambios de 

intensidad de los ecos, se valorará la capacidad ecogénica de los tejidos (43). Esto es, se 

evaluará la capacidad de las estructuras para producir ecos debido a la existencia de 

interfaces reflectantes en su interior (45). En función de la ecogenicidad, las imágenes 

ecográficas pueden clasificarse en:  

o Anecoicas: se produce cuando el ultrasonido atraviesa un medio sin interfaces 

reflectantes en su interior por lo que no genera ecos. Son típicas de los líquidos. 

Se visualizan como imágenes negras (45). 

o Hipoecoicas o hipoecogénicas: cuando en el interior de la estructura normal 

existen interfaces de menor ecogenicidad que el parénquima circundante. 

Genera pocos ecos de baja intensidad y se visualizan como imágenes grisáceas 

(45).  

o Hiperecoicas o hiperecogénicas: cuando en el interior de esa estructura existen 

interfaces más ecogénicas que el parénquima normal que la rodea. Genera ecos 

en gran cantidad e intensidad y se visualizan como imágenes blancas (45).  

 

Dentro de las frecuencias usadas en los estudios ecográficos, los ultrasonidos son 

considerados seguros tanto para los tejidos como para el sujeto. Además, los agentes 

de contraste que pueden emplearse no requieren radiación ionizante y también han 
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demostrado su seguridad (29). Hasta ahora, aunque de forma limitada, los ultrasonidos 

se han usado para estudiar los cambios hemodinámicos en las estructuras vasculares y 

tras la HIC en modelos animales (47,48). Sin embargo, los únicos estudios sobre 

ultrasonidos en el seguimiento de la HIC datan de 1981 y 1984; ambos realizados en 

perros mediante la administración de sangre venosa en el lóbulo parietal y en el centro 

semioval respectivamente. Así, se definió el aspecto ecográfico de la HIC aguda (1-3 días) 

como una lesión inicialmente hipoecogénica que, a los pocos segundos, se vuelve 

hiperecogénica además de bien definida y homogénea (49,50). A los 3-4 días la lisis de 

los glóbulos rojos desde el centro de la HIC hace que la hemorragia comience a cambiar 

hacia una lesión con centro hipoecogénico rodeado de un borde ecogénico 

correspondiente a los glóbulos rojos intactos de la periferia (fase post-aguda, 4-8 días). 

Tanto en la fase aguda como post-aguda, el tejido alrededor de la hemorragia es 

hipoecogénico (49). A los 9-13 días, tiene lugar la fase capsular donde la hemorragia 

comienza a disminuir, pero su aspecto ecográfico continúa siendo un centro 

hipoecogénico rodeado por un anillo ecogénico. A medida que la hemorragia disminuye, 

el anillo de alrededor se engrosa siendo menos uniforme debido a la cápsula con fibras 

de colágeno depositadas alrededor de la neovascularización proliferante. Esta fase se 

caracteriza por la neovascularización y la formación de la red de colágeno y macrófagos, 

que se convierten en los principales responsables de las señales ecográficas en lugar de 

los glóbulos rojos como ocurría en las primeras etapas. Finalmente, a partir del día 14, 

tiene lugar la fase de organización donde los macrófagos participan en la eliminación del 

hematoma residual, aumenta la vascularización y crece la cápsula de colágeno alrededor 

del hematoma cuyo centro se debe ahora a una matriz de colágeno con macrófagos. En 

estas dos últimas etapas, el tejido alrededor de la hemorragia muestra pequeñas áreas 

de ecogenicidad (49) (Tabla 2). 

 

 Cómo se ha visto a lo largo de estas líneas, los ultrasonidos en modo B permiten 

monitorizar la HIC, pero a pesar de ello, no son el método de elección en la actualidad 

para la obtención de imágenes cerebrales, evaluar el parénquima cerebral, la lesión 

cerebral o los cambios estructurales producidos como consecuencia de la HIC. Que 

actualmente no sea la herramienta seleccionada para evaluar estos aspectos puede ser 

debido, entre otras causas, a que es una técnica que precisa de un operador con 
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experiencia y conocimientos sólidos para poder obtener imágenes precisas, así como en 

la dificultad que presenta para obtener ciertas imágenes debido a la interferencia de las 

estructuras óseas (23,29). Sin embargo, es una técnica de imagen con múltiples ventajas 

y un alto potencial que debe ser probada e investigada en modelos preclínicos para que 

pueda ser trasladada al paciente. 

 

Tabla 2. Imagen de la HIC. Señal hemorrágica en RM (imágenes T2) y en 

ultrasonidos, así como el estado de los eritrocitos en modelos animales de HIC.  

HIC EN MODELOS ANIMALES POR RM Y ULTRASONIDOS 

FASE 
HEMORRÁGICA 

SEÑAL EN T2 SEÑAL ECOGRÁFICA 
ESTADO MEMBRANA 

ERITROCITOS 

< 12 horas 
Hipointensa con 

zonas de iso o leve 
hiperintensidad 

Hiperecogénica Intacta 

24 horas – 72 
horas 

Hiperintensa con 
anillo hipointenso 

72 horas – 7 días 
Hiper/isointensa con 

anillo hipointenso 
Hipoecogénica con 

borde ecogénico 
Degradada 

14 días – 28 días 

 

Abreviaturas: HIC: hemorragia intracerebral; RM: resonancia magnética. 
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HIPÓTESIS 

 

En base a estos antecedentes nos planteamos la siguiente hipótesis: 

 

El uso de los ultrasonidos permitiría la identificación de las estructuras cerebrales 

en roedores. Además, en un modelo animal experimental de hemorragia intracerebral 

los ultrasonidos permitirían la evaluación y su monitorización, estudiando los cambios 

evolutivos en el volumen de la misma, así como las alteraciones estructurales que se 

producen como consecuencia del daño generado.  

 

 

OBJETIVOS 

 

Para demostrar la hipótesis planteada proponemos los siguientes objetivos: 

 

1. Establecer la utilidad de los ultrasonidos en la visualización e identificación de las 

estructuras cerebrales en rata. 

 

2. Evaluar en un modelo animal de hemorragia intracerebral la utilidad de los 

ultrasonidos en el estudio de la lesión cerebral (volumen de hemorragia y 

desplazamiento de estructuras cerebrales) comparando los datos obtenidos con 

la resonancia magnética. 

 

3. Valorar la utilidad de los ultrasonidos en la monitorización de los cambios 

evolutivos en el volumen de la hemorragia intracerebral y en el desplazamiento 

de las estructuras cerebrales.  

 

4. Analizar la correlación del volumen de la hemorragia intracerebral, medido por 

ultrasonidos y por resonancia magnética, con la evaluación funcional.  
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1. DISEÑO DEL ESTUDIO 

 

Estudio prospectivo experimental en ratas sanas en el que se objetiven estructuras 

cerebrales y, en un modelo de ratas con HIC causada por la rotura de la lámina basal 

mediante la administración de la enzima colagenasa-IV, en el que se objetiven volumen 

de hemorragia y desplazamiento de estructuras cerebrales. 

 

Todos los experimentos se llevaron a cabo siguiendo las recomendaciones STAIRS 

(Stroke Therapy Academic Industry Roundtable), RIGOR (Improving the quality of NINDS-

supported preclinical and clinical research through rigorous study design and 

transparent reporting), HEADS (Hemorrhagic Stroke Academia Industry) (51–53) y 

ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments guidelines) (54) en nuestro 

laboratorio de Ciencias Neurológicas y Cerebrovascular del Instituto de Investigación del 

Hospital Universitario La Paz (IdiPAZ), Madrid. El cuidado de los animales y los 

procedimientos experimentales se diseñaron de acuerdo con el Comité Ético para el 

Cuidado y Uso de Animales en Investigación (Ref. PROEX 296/16) según la normativa 

española (RD 1201/2005 y RD53/2013) y de la Unión Europea (UE) (86/609/CEE, 

2003/65/CE, 2010/63/UE). Se siguió además el principio de las 3R (reemplazo, reducción 

y refinamiento) utilizando el menor número de animales y teniendo en cuenta la 

minimización del sufrimiento. 

 

 

2. EQUIPOS Y MATERIALES UTILIZADOS 

 

Este trabajo se llevó a cabo utilizando las siguientes infraestructuras y recursos 

materiales. 

 

Laboratorio de Cirugía Experimental: 

o Animalario: salas de animales, de lavado y almacén. 

o Instrumental de macro y microcirugía de acero inoxidable (Lanbeck, Talexco, 

Madrid, España). 

o Manta térmica (Gaymar, NY, EE.UU). 
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o Barra de madera hecha a medida siguiendo las instrucciones de Britton GL et al. 

(55) y Carter RJ et al. (56). 

o Barra de madera hecha a medida siguiendo las instrucciones de Schallert T et al. 

(57).  

o Rotarod (Ugo Basile SRL, Gemonio VA, Italia). 

o Balanza de precisión PCE-BSH 6000 (PCE Instruments, Albacete, España). 

 

Laboratorio de Ciencias Neurológicas y Cerebrovascular: 

o Sistema de ultrasonidos Xario 200 G (modelo TUS-X200, Canon, Tokio, Japón) 

con un transductor de multifrecuencia lineal de 13 MHz (PLU-1204BT, 18L7, 

Canon, Tokio, Japón). 

o Hero 4 (GoPro, CA, EE.UU) para registrar los test funcionales. 

o Marco de estereotaxia de laboratorio monitorizado para ratas 51700 con el 

software y controlador StereoDrive (Stoelting Europe, Dublin, Irlanda). 

o Matriz acrílica para cerebro de rata de 1 mm (Stoelting Europe, Dublin, Irlanda) 

y cuchillas, para cortar el cerebro en fresco de los animales. 

o Congelador de - 80 ºC Nuaire (Nirco, Madrid, España), para el almacenamiento 

de muestras. 

 

Laboratorio de Inmunohistoquímica y Biología Molecular: 

o Criostato LEICA CM1950 (Leica Microsystems, Heidelberg, Alemania), para 

cortar los cerebros congelados incluidos en el compuesto OCT (Optimal Cutting 

Temperature) (Sakura Finetek, CA, EE.UU). 

o Microscopio óptico Olympus, BX41 (Olympus Corporation, Tokio, Japón), para 

observar los cortes histológicos. 

 

Material informático: 

o Image-Pro Plus 4.1 (Media Cybernetics, MD, EE.UU) para analizar las imágenes 

de los cortes histológicos. 

o Escáner Epson Perfection 1260 (Epson, CA, EE.UU), para la digitalización de las 

imágenes de los cortes histológicos.  
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o ImageJ 1.52 (Instituto Nacional de Salud, EE.UU) para el análisis de las imágenes 

de RM. 

o Programa estadístico IBM SPSS 23 (IBM, NY, EE.UU). 

o GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, CA, EE.UU) para la creación de gráficas. 

o Adobe Photoshop 22.5.4 (Adobe Inc, CA, EE.UU) para la maquetación de las 

figuras. 

 

Finalmente se contó con la colaboración del Servicio de Imagen y Espectroscopia 

por Resonancia Magnética de Alto Campo (SIERMAC), donde se llevaron a cabo los 

estudios de imagen por RM (Bruker Pharmascan Biospec [Ettlingen, Alemania]) de 7 T 

para la obtención de imágenes en T2. 

 

 

3. SUJETOS A ESTUDIO 

 

Los animales procedentes de Charles River (Wilmington, Massachusetts, EE.UU) 

se mantuvieron en el animalario del Servicio de Cirugía Experimental del IdiPAZ hasta 

que alcanzaron 225-275 g (8-9 semanas de edad) en condiciones de temperatura 

ambiente de 20 ºC ± 3 ºC, humedad relativa 45 ± 15 % y ciclo de luz de 12 horas. Tanto 

la alimentación como el agua de bebida fueron administradas ad libitum. 

 

Para el objetivo 1, un total de 6 ratas sanas Sprague-Dawley machos y hembras 

(proporción 1:1) fueron usadas para identificar las estructuras cerebrales.  

 

Para los objetivos 2, 3 y 4, se utilizaron un total de 31 ratas Sprague-Dawley 

machos y hembras (16 machos y 15 hembras) de 8-9 semanas de vida y 225-275 g de 

peso. Los animales fueron aleatorizados en 3 grupos experimentales: 

1. Grupo de ratas sanas (n=10; 5 machos y 5 hembras). 

2. Grupo sham: ratas sometidas a todo el procedimiento quirúrgico a excepción de 

la hemorragia cerebral (n=10; 5 machos y 5 hembras).  

3. Grupo de HIC: ratas sometidas a la hemorragia cerebral (n=11; 6 machos y 5 

hembras). 
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4. ABORDAJE PARA LA IDENTIFICACIÓN DE ESTRUCTURAS 

CEREBRALES 

 

Los animales fueron anestesiados en una cámara de anestesia con una solución de 

sevoflurano al 8 % para la inducción y al 4 % para el mantenimiento con un flujo de 

oxígeno de 1 litro/minuto. La temperatura corporal de los animales se mantuvo a                 

≈ 37 ºC con una manta térmica durante todo el procedimiento. Además, los animales 

recibieron una inyección intraperitoneal de meloxicam (2 mg/kg) como antiinflamatorio 

no esteroideo (AINE).  

 

Para la identificación de las estructuras cerebrales en el objetivo 1, el estudio se 

realizó a través de 4 ventanas transcraneales (Figura 3):  

- Piel: se afeitó la cabeza de los animales para realizar el estudio ecográfico 

directamente sobre la piel.  

- Cráneo: se realizó una incisión anterior-posterior para que quedara visible el 

cráneo.  

- Craneotomía delimitada: se retiró una pequeña superficie craneal de 1 cm × 

0.5 cm (largo x ancho) desde la sutura coronal.  

- Craneotomía total: se retiró una superficie craneal de 2 cm x 1 cm (largo x 

ancho). 
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Figura 3. Representación gráfica de las suturas craneales (izquierda) e imágenes representativas de las 

ventanas transcraneales (piel, cráneo, craneotomía delimitada y craneotomía total) usadas en el estudio 

con ultrasonidos para el análisis de las estructuras cerebrales (derecha). En rojo se marca el punto 

anatómico Bregma y en azul el punto anatómico Lambda.   

 

Al finalizar el estudio, tras anestesia previa se llevó a cabo el sacrificio de los 

animales mediante la inyección intracardiaca de cloruro potásico al 0,9 %. La muerte fue 

confirmada mediante sección cervical. Las muestras cerebrales fueron conservadas 

durante 24 horas en para-formaldehído al 4 %, a los 3 días se sumergieron en sacarosa 

al 30 % y finalmente se conservaron a - 80 ºC con medio de congelación OCT. 
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5. INDUCCIÓN DE LA HEMORRAGIA INTRACEREBRAL 

 

Para los objetivos 2, 3 y 4, los animales fueron anestesiados en una cámara de 

anestesia con una solución de sevoflurano al 8 % para la inducción y al 4 % para el 

mantenimiento con un flujo de oxígeno de 1 litro/minuto. La temperatura corporal de 

los animales se mantuvo a ≈ 37 ºC con una manta térmica durante todo el 

procedimiento. A continuación, se realizó una inyección intraperitoneal de meloxicam 

(2 mg/kg) como AINE para reducir la inflamación, dolor y fiebre. Tras la comprobación 

de la ausencia de reflejo palpebral, los animales se colocaron en una guía estereotáxica 

monitorizada (Stoelting Europe, Dublín, Irlanda). Esta guía es un dispositivo mecánico 

que permite la inmovilización y fijación de la cabeza de los animales y usando un sistema 

de coordenadas tridimensional (direcciones x,y,z) permite localizar estructuras 

intracraneales. Una vez fijado el animal, la zona se desinfectó con povidona yodada, se 

realizó una incisión en la piel y se retiró la fascia hasta dejar el cráneo al descubierto. 

Posteriormente, a la derecha de la sutura del Bregma (punto de unión ente las suturas 

coronal y sagital) se realizó una pequeña craneotomía en el hueso parietal derecho del 

cráneo. A continuación, tomando como punto de referencia el Bregma, se calcularon las 

coordenadas para determinar el punto de inyección en la zona deseada (zona 

subventricular del hemisferio derecho). Las coordenadas fueron: rostro caudal - 0,04 

mm (con respecto a Bregma), latero medial 3,5 mm (con respecto a Bregma) 

dorsoventral 6 mm (con respecto a la duramadre) (58). Seguidamente, usando una 

jeringa Hamilton de 5 µl se realizó la inyección intracerebral de 0,5 U de colagenasa tipo 

IV (Sigma-Aldrich, Madrid, España) diluida en 1 µl de suero salino en el estriado del 

hemisferio derecho. La jeringa se mantuvo en la zona durante 5 minutos para evitar el 

reflujo del líquido y se retiró muy lentamente. Finalmente, la incisión inicial se suturó 

con seda 4/0 y se volvió a desinfectar la zona con povidona yodada. Los animales 

recibieron un tratamiento de meloxicam durante 3 días tras la inducción de la HIC. Al 

mes de la inducción de la HIC, los animales se anestesiaron nuevamente con 

sevofluorano al 8 % para la inducción y al 4 % para el mantenimiento con un flujo de 

oxígeno de 1 litro/minuto, y se sacrificaron mediante la inyección intracardiaca de 

cloruro potásico al 0,9 %. La muerte fue confirmada mediante sección cervical. Las 
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muestras cerebrales fueron obtenidas y conservadas durante 24 horas en para-

formaldehído al 4 %, a los 3 días se sumergieron en sacarosa al 30 % y finalmente se 

conservaron a - 80 ºC con medio de congelación OCT (Figura 4).   

 

 

Figura 4. Protocolo experimental. La HIC se indujo en ratas Sprague-Dawley machos y hembras mediante 

la administración de colagenasa-IV en el estriado. Los animales recibieron un entrenamiento de 3 días 

previo a la evaluación funcional pre-HIC. La función motora se evaluó mediante el test de la barra, de la 

barra con escalón, del cilindro rotatorio (Rotarod) y de Rogers antes de la inducción de la HIC (pre-HIC), a 

las 48 horas, 96 horas y 1 mes tras la inducción de la HIC. Los estudios de imagen por ultrasonidos             

(pre-HIC y a las 5 horas, 48 horas, 96 horas y 1 mes post-HIC) y por RM (48 horas y 1 mes post-HIC) se 

llevaron a cabo para estudiar el volumen de hemorragia y el desplazamiento de las estructuras cerebrales. 

El sacrificio se llevó a cabo al mes de la HIC. Abreviaturas: HIC: hemorragia intracerebral; RM: resonancia 

magnética.    
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6. EVALUACIÓN FUNCIONAL 

 

Para evaluar el déficit motor de los animales se llevaron a cabo 4 test funcionales: 

de la barra, la barra con escalón, del cilindro rotatorio, o test de Rotarod, y el de Rogers. 

Los animales fueron evaluados antes de la inducción de la HIC, a las 48 horas, 96 horas 

y 1 mes post-HIC por un investigador ciego a los diferentes grupos experimentales 

(Figura 4).  

 

Para evaluar la coordinación motora y la capacidad de los animales de mantener 

el equilibrio se utilizó el test de la barra. Este test evalúa la habilidad de los animales de 

atravesar una viga de madera (2,5 x 2,5 x 80 cm) asignándoles la siguiente puntuación 

(55):  

o 0: atraviesa la viga sin dificultad, sin deslizamiento o resbalón de la pata. 

o 1: atraviesa agarrándose del lado lateral de la viga. 

o 2: es capaz de atravesar, pero muestra dificultad arrastrándose sobre la viga. 

o 3: necesita más de 10 segundos para atravesar la viga debido a la dificultad para 

caminar. 

o 4: incapaz de atravesar la viga. 

o 5: incapaz de mover el cuerpo o cualquier miembro sobre la viga. 

o 6: incapaz de permanecer en la viga durante más de 10 segundos. 

 

Todos los animales recibieron un entrenamiento previo durante 3 días antes de la 

inducción de la HIC. Cada día de entrenamiento, los animales realizaron 3 ensayos 

debiendo recorrer cierta distancia (que fue aumentando progresivamente en cada 

ensayo y día) de la viga de madera. Antes de empezar, entre cada ensayo y al finalizar 

los 3 ensayos, los animales permanecieron durante 1 minuto en una caja negra 

simulando su área de meta como recompensa (57). 

 

Además, se realizó el test de la barra con escalón, otra versión del test de la barra 

que permite evaluar las funciones de las extremidades posteriores y la coordinación 

motora (59). En este test también se evalúa la capacidad de los animales de atravesar 

una viga de madera que, en este caso, se va estrechando. Además, cuenta con un 



MATERIALES Y MÉTODOS 

41 
 

desnivel a cada lado que permite al animal mantenerse en la estructura. De esta forma, 

se minimizan los sesgos compensatorios que podrían ocurrir en el test de la barra 

descrito anteriormente por la utilización de estrategias motoras alternativas para 

realizar el test (60). Las dimensiones de la viga de madera se muestran en la Figura 5: 

 

 

Figura 5. Test de la barra con escalón. Longitudes de la barra de madera. La flecha unidireccional indica 

la dirección de recorrido de los animales. 

 

En este caso, se calculó la relación de deslizamiento de la extremidad posterior 

izquierda (contralateral a la lesión) de la siguiente manera (57):  

 

Ratio desliz (%) =
Deslices completos + 0.5 x Deslices parciales

Nº total de pasos 
 x 100 

 

Siendo los deslices parciales la colocación de 1-3 dedos en el lateral de la viga, 

aunque su soporte siga estando en el nivel superior, y los deslices completos cuando se 

usa el nivel inferior por completo.  

 

Todos los animales recibieron el mismo entrenamiento previo que con el test de 

la barra durante 3 días antes de la inducción de la HIC. Cada día de entrenamiento, los 
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animales realizaron 3 ensayos recorriendo una distancia progresiva de la viga en cada 

ensayo y cada día. Antes de empezar, entre cada ensayo y al finalizar los 3 ensayos, los 

animales permanecieron 1 minuto en una caja negra simulando su área de meta como 

recompensa (57). 

 

El test del cilindro rotatorio (test de Rotarod) se utilizó para la evaluación del 

balance y la coordinación motora de los animales (59). Para ello, los animales se 

colocaron en un cilindro rotatorio (Rotarod, Ugo Basile SRL, Gemonio VA, Italia) que 

aumenta progresivamente de velocidad (4 a 40 rpm) durante un máximo de 2 minutos. 

Cada animal realizó 3 intentos cada día de la evaluación, anotándose el tiempo máximo 

de permanencia del animal en el cilindro rotatorio en cada uno de los intentos. Entre 

cada intento los animales tenían un descanso de 5 minutos. Los valores fueron 

calculados como la media de los 3 intentos de evaluación (61,62).  

 

Todos los animales recibieron un entrenamiento previo durante 3 días antes de la 

inducción de la HIC. Cada día incluía 2 pruebas de ensayo. En cada una de ellas, los 

animales se colocaban sobre el cilindro rotatorio a un tiempo y velocidad gradual cada 

día. Entre los 2 ensayos de cada día, los animales permanecieron durante 25 segundos 

a una velocidad baja y constante de rotación (4 rpm) (63). 

o Día - 3 de entrenamiento: 20 segundos en el cilindro rotatorio en la primera 

prueba de ensayo y 40 segundos en la segunda prueba de ensayo. 

o Día - 2 de entrenamiento: 60 y 80 segundos en el cilindro rotatorio. 

o Día - 1 de entrenamiento: 100 y 120 segundos en el cilindro rotatorio. 

Entre los dos ensayos de prueba, los animales permanecieron en el cilindro 

rotatorio durante 30 segundos a una velocidad mínima (4 rpm). 

 

Una variante del test de Rogers permitió calificar el estado funcional motor 

asignando una puntuación de la siguiente manera (61,62,64):  

o 0: sin déficit funcional. 

o 1: falta de extensión completa de la pata delantera contralateral. 

o 2: disminución del agarre de la extremidad anterior contralateral cuando se tira 

de la cola. 
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o 3: movimiento espontáneo en todas las direcciones, giro hacia el lado 

contralateral si se tira de la cola. 

o 4: giro en círculos o camina hacia el lado contralateral.  

o 5: movimiento sólo cuando se estimula al animal. 

o 6: no responde a estímulos con poca consciencia del animal. 

o 7: muerte. 

 

 

7. ESTUDIOS DE IMAGEN 

 

7.1. IDENTIFICACIÓN DE LAS ESTRUCTURAS CEREBRALES 

 

Para estudiar e identificar las estructuras cerebrales por ultrasonidos se 

compararon las imágenes obtenidas con la RM y con un atlas anatómico que se dibujó 

tomando como referencia los atlas de W Swanson L (65) y Paxinos G y Watson C  (66,67).  

 

7.2. RESONANCIA MAGNÉTICA 

 

Para llevar a cabo los análisis de imagen por RM los animales fueron anestesiados 

con una mezcla de oxígeno-isofluorano al 2 %, durante el estudio se reguló el flujo de 

gas anestésico con el fin de mantener una frecuencia respiratoria estable de                         

60 ± 20 rpm. En todo momento, el animal se encontró rodeado por una manta térmica 

por la que recirculaba agua a ≈ 37 ºC para mantener la temperatura del animal. La 

frecuencia respiratoria se controló mediante un sistema de monitorización compatible 

con la RM (SA Instruments, Stony Brook, NY). Los animales se colocaron en el centro del 

resonador de volumen y se introdujeron en el espectrómetro donde permanecieron 

anestesiados durante todo el estudio por una máscara en la que inhalaban anestésico 

de forma continua. 

 

Las adquisiciones se realizaron en un espectrómetro Bruker Pharmascan Biospec 

(Ettlingen, Alemania) 7 T equipado con un resonador de volumen de 40 mm y un 
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gradiente de 90 mm de diámetro. Los datos fueron adquiridos con el software Paravision 

6.1. Las imágenes anatómicas eco de espín potenciadas en T2 fueron adquiridas con la 

secuencia RARE (Rapid Acquisition with Relaxation Enhancement) con los siguientes 

parámetros: TR 3000 ms, TE 29,54 ms y 88,61 ms, factor RARE 4, Av 3, FOV 3,5 cm, matriz 

de adquisición 256 x 256, 16 cortes contiguos con un grosor de 1,00 mm en orientación 

axial.  

 

Las imágenes se analizaron con el programa ImageJ 1.52 (Instituto Nacional de 

Salud, EE.UU). Las estructuras anatómicas cerebrales fueron identificadas en los 

diferentes cortes de las imágenes tomando como referencia el Bregma (Figura 6). El 

volumen de la HIC y el desplazamiento de estructuras por RM se determinó a las                

48 horas y 1 mes después de la inducción de la HIC (Figura 4). 

 

 

Figura 6. Estructuras cerebrales identificadas por RM (imágenes T2). Las estructuras fueron coloreadas 

de la siguiente forma: cuerpo calloso (verde oscuro), ventrículos laterales (azul), tercer ventrículo 

(morado), cisternas subaracnoideas (amarillo), acueducto cerebral (naranja). 

 

7.3. ULTRASONIDOS 

 

Para la realización de las ecografías los animales fueron anestesiados en una 

cámara de anestesia con una solución de sevoflurano al 8 % para inducir la anestesia y 

al 4 % para el mantenimiento con un flujo de oxígeno de 1 litro/minuto.  La temperatura 

corporal se mantuvo a ≈ 37 ºC con una manta térmica mientras se realizaba el estudio.  

 

Para el objetivo 1, los animales se colocaron en decúbito prono con el pelo de la 

parte superior de la cabeza rasurada y utilizando gel para ultrasonidos. Para estudiar las 

estructuras anatómicas se obtuvieron imágenes en modo B en el plano coronal 
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colocando el transductor perpendicular a la cabeza de los animales (por delante de la 

implantación de las orejas) (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Posicionamiento de la sonda. Colocación de la sonda de ultrasonidos para la observación de las 

estructuras cerebrales a través de la obtención de imágenes coronales. 

 

Para los objetivos 2, 3 y 4, el volumen de hemorragia, las estructuras cerebrales y 

su desplazamiento se estudiaron con el modo B. El volumen de HIC se estudió a las 5 

horas tras la realización de la cirugía, a las 48 horas, 96 horas y 1 mes post-HIC. El 

desplazamiento de las estructuras cerebrales se determinó, además de en esos tiempos, 

antes de la inducción de la HIC (pre-HIC) (Figura 4). Las imágenes se obtuvieron con los 

animales en decúbito prono, con el pelo de la parte superior de la cabeza rasurada y 

utilizando gel para ultrasonidos. Para estudiar el volumen de la HIC, por cada animal se 

realizaron 2 escáneres ultrasonográficos, uno en el plano coronal y otro en el plano 

parasagital. Para obtener las imágenes desde el punto de vista coronal, el transductor 

se colocó perpendicular a la cabeza de los animales (por delante de la implantación de 

las orejas), mientras que las imágenes parasagitales se obtuvieron con el transductor 

longitudinal a la cabeza de los animales. El plano coronal se usó nuevamente para 

estudiar las estructuras cerebrales y su desplazamiento, utilizando como referencia la 

distancia entre las cisternas subaracnoideas y la duramadre. Para ello, el transductor se 

colocó de forma perpendicular (por delante de la implantación de las orejas) y caudal a 

la cabeza de los animales (Figura 8). 
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Figura 8. Posicionamiento de la sonda. Colocación de la sonda de ultrasonidos para la obtención de las 

imágenes coronales y parasagitales. El volumen de la HIC se estudió tanto en el plano coronal como en el 

plano parasagital, mientras que el desplazamiento de las estructuras cerebrales se determinó en el plano 

coronal.  

 

Se utilizó el sistema de diagnóstico por ultrasonidos Xario 200 G (modelo TUS-

X200, Canon, Tokio, Japón) y un transductor de multifrecuencia lineal de 13 MHz (PLU-

1204BT, 18L7, Canon, Tokio, Japón). Todas las secuencias de imágenes obtenidas se 

adquirieron con un índice mecánico de 1,4 y con la optimización en los ajustes de 

ganancia (90-100) y profundidad (1,5 cm) constantes a lo largo de los experimentos. 
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7.4. DETERMINACIÓN DEL VOLUMEN DE HEMORRAGIA Y DEL 

DESPLAZAMIENTO DE ESTRUCTURAS CEREBRALES 

 

En los estudios de RM, la HIC se identificó como una lesión hiperintesa a las 48 

horas y heterogénea (con hiper, hipo e isointensidad) al mes (Figura 9). 

 

 

Figura 9. Identificación de la HIC. Visualización de la HIC en las imágenes T2 de RM tanto a las 48 horas 

como al mes. A las 48 horas está rodeado en amarillo la señal hiperintensa. Al mes está rodeado en rojo 

la señal heterogénea compuesta por regiones de hiper, hipo e isointensidad.  

 

Para los estudios de ultrasonidos y de RM, el volumen de la HIC (mm3) se midió 

usando la fórmula de Coniglobus (AxBxC/2) para HIC esféricas o elipsoides (19,26,68,69), 

siendo A el diámetro máximo del hematoma en el corte coronal con mayor área del 

hematoma (mm); B es el máximo diámetro del hematoma perpendicular a A (mm); y C 

es el máximo diámetro sagital del hematoma (mm) (Figura 10).  
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Figura 10. Determinación del volumen de la HIC. Estimación del volumen de la HIC obtenido mediante la 

fórmula AxBxC/2 en imágenes cerebrales de rata por RM y por ultrasonidos. El plano coronal permitió el 

estudio del diámetro máximo “A” y el ancho máximo “B” de la hemorragia. El grosor de la hemorragia “C” 

se estudió en las imágenes axiales (RM) y parasagitales (ultrasonidos). Abreviaturas: HIC: hemorragia 

intracerebral. RM: resonancia magnética. 

 

Para identificar y analizar el desplazamiento de las estructuras cerebrales se midió 

la distancia (mm) entre las cisternas subaracnoideas y la duramadre (Figura 11). 

Además, se calculó la ratio de desplazamiento de las cisternas (RDC) para normalizar la 

distancia siguiendo la siguiente fórmula: 

 

RDC =
Distancia cisternas-duramadre lado ipsilateral a la lesión

Distancia cisternas-duramadre lado contralateral a la lesión
 

 

Tras la normalización, un valor de 1 en el RDC indica no desplazamiento de las 

estructuras cerebrales; > 1 aumento de la distancia en el hemisferio ipsilateral a la lesión, 

y < 1 aumento de la distancia en el hemisferio contralateral a la lesión.  
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Para cuantificar la distancia del desplazamiento entre las cisternas subaracnoideas 

y la duramadre se utilizó la siguiente fórmula: 

 

Desplazamiento cisternas-duramadre (mm) = Distancia cisternas-duramadre lado 

ipsilateral a la lesión – Distancia cisternas-duramadre lado contralateral a la lesión 

 

Donde un valor de 0 indica que no hay desplazamiento; un valor > 0 indica un 

desplazamiento mayor en el hemisferio ipsilateral a la lesión; y un valor < 0 indica un 

desplazamiento mayor en el hemisferio contralateral a la lesión. 

 

 

Figura 11. Estimación de la distancia cisternas-duramadre. Medición de la distancia (mm) entre la 

duramadre y las cisternas subaracnoideas tanto por RM como por ultrasonidos en el plano coronal. Las 

flechas bidireccionales amarillas indican la distancia medida. 

 

 

8. INMUNOHISTOQUÍMICA DE CORTES HISTOLÓGICOS DE 

CEREBRO DE RATA 

 

Para identificar las estructuras cerebrales post-mortem se utilizó la tinción de Nissl en 

secciones cerebrales de 40 µm de grosor. Para ello las muestras se pasaron en primer lugar por 

alcoholes de 70, 95, 100, 95, 70 y 50 % (1 vez en cada alcohol x 5 minutos). Se realizó un lavado 

rápido en agua destilada y se sumergieron durante 4 minutos en violeta de cresilo al 0,5 %. 

Posteriormente las muestras se deshidrataron en etanol al 70 % (1 vez x 5 minutos), al 95 %        

(1 vez x 5 minutos), en solución de diferenciación (formada por 1 % de ácido acético glacial y 95 

% de etanol) (1 vez x 1 minuto), en etanol al 95 % (1 vez x 1 minuto) y al 100 % (1 vez x 1 minuto). 

Finalmente se sumergieron en xilol (3 veces x 15 minutos) y se montaron con un cubreobjetos y 
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el medio de montaje DePeX. Las imágenes fueron obtenidas con un objetivo 20 x y procesadas 

con el software de análisis de imagen Image-Pro Plus 4.1 (Media Cybernetics, MD, EE.UU). 

 

 

9. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

Los resultados han sido expresados como media ± desviación estándar (DE). El análisis del 

poder estadístico mostró que una muestra de 10 animales en cada grupo era necesario, como 

mínimo, para asegurar un nivel de significancia del 5 % (alfa) y un poder estadístico del 80 %     

(1-beta). Los animales que fallecieron antes de la finalización del estudio fueron reemplazados 

por nuevos sujetos hasta que se alcanzó un mínimo de 10 animales por grupo. Se realizó el 

análisis estadístico de las siguientes variables: volumen de HIC, distancia de las estructuras 

cerebrales y evaluación funcional. Para ello, primero se comprobó la normalidad de los datos 

mediante el test Shapiro-Wilk. En los casos donde no se rechazó la normalidad de los datos, los 

grupos fueron comparados usando análisis de varianza (ANOVA) para cada factor corregido con 

el test post hoc de Tukey. Por el contrario, cuando la normalidad fue rechazada, los grupos se 

compararon usando el test de Kruskal-Wallis seguido del test de Mann-Whitney. Para 

comparaciones en el mismo grupo experimental, se realizó un T-test para muestras 

relacionadas, en el caso de normalidad, y el test de Wilcoxon en el caso de no normalidad. Para 

determinar la fuerza de las relaciones entre las mediciones por ultrasonidos y RM del volumen 

de hemorragia y distancia de las estructuras cerebrales, se usó el coeficiente de correlación de 

Pearson (r) ante la normalidad de los datos. El coeficiente de correlación de Spearman (ρ) se usó 

para cuantificar la relación entre los valores del volumen de hemorragia y la evaluación 

funcional. P-valores menores a 0,05 fueron considerados significativos. Todos los análisis fueron 

realizados usando el programa estadístico IBM SPSS 23 (Armonk, NY, EE.UU) y las figuras fueron 

obtenidas mediante el programa GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, CA, EE.UU).
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OBJETIVO 1 

Establecer la utilidad de los ultrasonidos en la visualización e 

identificación de las estructuras cerebrales en rata 

 

 

1. IDENTIFICACIÓN DE LAS ESTRUCTURAS CEREBRALES  

 

En primer lugar, las estructuras cerebrales se visualizaron en imágenes de RM en 

secuencia T2 utilizando como referencia los atlas de W Swanson L, Paxinos G y Watson 

C. Estas estructuras cerebrales se identificaron en los diferentes cortes tomando como 

referencia el Bregma. Así, alrededor de + 4,20 mm del Bregma se identificó la corteza 

cerebral (Figura 12A). Sobre - 0,48 mm del Bregma, se observaron con claridad los 2 

hemisferios cerebrales conectados mediante el cuerpo calloso. También se identificó la 

corteza cerebral en la parte externa del cerebro, los canales de circulación del líquido 

cefalorraquídeo formado por los ventrículos laterales junto con el tercer ventrículo y, el 

estriado a ambos lados de los ventrículos laterales (Figura 12B). Sobre - 3,48 mm del 

Bregma se continuó con la observación de la corteza cerebral, el cuerpo calloso, la parte 

ventral de los ventrículos laterales en la base del cerebro y el tercer ventrículo. También 

en este corte, y constituyendo una expansión del espacio subaracnoideo, comenzaron a 

observarse las cisternas subaracnoideas (Figura 12C). En torno a - 5,04 mm del Bregma 

nuevamente se identificó la corteza cerebral, el cuerpo calloso y el tercer ventrículo, 

además del acueducto cerebral y el recorrido completo de las cisternas subaracnoideas. 

Concretamente en la parte superior del cerebro, se encontró la cisterna cuadrigeminal 

que se continuaba con la cisterna ambiens finalizando su recorrido en la base del cerebro 

con la cisterna interpeduncular (Figura 12D). Finalmente, alrededor de - 6,72 mm del 

Bregma, se observó nuevamente la corteza cerebral, el cuerpo calloso las cisternas 

subaracnoideas y el acueducto cerebral (Figura 12E) (Tabla 3).  
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Figura 12. Estructuras cerebrales por ultrasonidos a través de la craneotomía total, por un atlas anatómico 

y por RM (imágenes T2) observadas alrededor de + 4,20 mm (A), - 0,48 mm (B), - 3,48 mm (C), - 5,04 mm 

(D) y - 6,72 mm (E). Las diferentes secciones fueron coloreadas de la siguiente forma: corteza (verde), 

cuerpo calloso (verde oscuro), ventrículos laterales (azul), estriado (azul oscuro), tercer ventrículo 

(morado), cisternas subaracnoideas (amarillo), acueducto cerebral (naranja). La cisterna cuadrigeminal 

(rojo) comunica con las cisternas ambiens (marrón) e interpeduncular (rosa) en la parte cerebral posterior. 

Abreviaturas: 3V: tercer ventrículo; AC: acueducto cerebral; CA: cisterna ambiens; CC: cuerpo calloso; CCG: 

cisterna cuadrigeminal; CSs: cisternas subaracnoideas; CIP: cisterna interpeduncular; STR: estriado; VL: 

ventrículo lateral. 
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Tabla 3. Tabla resumen con las principales estructuras cerebrales identificadas en el 

atlas anatómico, RM (T2), ultrasonidos sobre la craneotomía total y estudios post-

mortem en los diferentes cortes tomando como referencia el Bregma. 

CORTES 
BREGMA 

ESTRUCTURAS CEREBRALES 

Atlas RM US Post-mortem 

+ 4.20 mm Corteza cerebral Corteza cerebral 
Corteza 
cerebral 

Corteza cerebral 

- 0.48 mm 
Corteza cerebral, 

CC, VL, 3V, STR 
Corteza cerebral, 

CC, VL, 3V, STR 

Corteza 
cerebral, VL, 

STR 

Corteza cerebral, 
CC, VL, 3V, STR 

- 3.48 mm 
Corteza cerebral, 

CC, VL, 3V, CCs 
Corteza cerebral, 

CC, VL, 3V, CCs 
CCs, 3V, VL 

Corteza cerebral, 
CC, VL, 3V, CCs 

- 5.04 mm 
Corteza cerebral, 
CC, 3V, AC, CCs 

Corteza cerebral, 
CC, 3V, AC, CCs 

CCs, 3V, AC 
Corteza cerebral, 
CC, 3V, AC, CCs 

- 6.72 mm 
Corteza cerebral, 

CC, AC, CCs 
Corteza cerebral, 

CC, AC, CCs 
CCs, AC 

Corteza cerebral, 
CC, AC, CCs 

 

Abreviaturas: 3V: tercer ventrículo; AC: acueducto cerebral; CA: cisterna ambiens; CC: cuerpo calloso; CSs: 

cisternas subaracnoideas; RM: resonancia magnética; STR: estriado; US: ultrasonidos; VL: ventrículo 

lateral. 

 

Las mismas estructuras reconocidas en las imágenes T2 de RM se identificaron en 

las imágenes obtenidas por los ultrasonidos sobre la craneotomía total (Figura 12). 

Debido a que los huesos craneales absorben las ondas de los ultrasonidos dificultando 

la visualización de las estructuras, este abordaje podría permitir una mejor observación.  

 

De esta manera, al estudiar las imágenes por ultrasonidos, se identificó la corteza 

cerebral en la parte anterior del cerebro (sobre + 4,20 mm del Bregma) (Figura 12A). La 

corteza cerebral, junto con los ventrículos laterales (visualizados como 2 cavidades 

interconectadas) y el estriado por fuera de las paredes de los ventrículos laterales, se 

observaron en - 0,48 mm del Bregma (Figura 12B). En la parte ventral y entre las 

cisternas subaracnoideas se observó el tercer ventrículo, sobre - 3,48 mm del Bregma. 

En este corte, concretamente en la parte ventral del cerebro y a ambos lados de la última 

parte de las cisternas, también pudo observarse la parte ventral de los ventrículos 
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laterales (Figura 12C). El acueducto cerebral, que conecta el tercer y cuarto ventrículo, 

así como una visualización más definida de las cisternas subaracnoideas se observaron 

en torno a - 5,04 mm del Bregma. En la base del cerebro, y formando parte de las 

cisternas subaracnoideas, encontramos la cisterna cuadrigeminal que conecta con la 

cisterna ambiens y la cisterna interpeduncular (Figura 12D). Finalmente, se continuó 

observando el acueducto cerebral y el trayecto de las cisternas subaracnoideas sobre      

- 6,72 mm del Bregma (Figura 12E) (Tabla 3). 

 

 

2. BARRERAS PARA LA IDENTIFICACIÓN DE ESTRUCTURAS 

CEREBRALES 

 

Una vez identificadas las estructuras cerebrales, éstas se localizaron en los 

estudios post-mortem (secciones fijadas de tejido [Figura 13A] y secciones teñidas con 

Nissl [Figura 13B]), tomando como referencia nuevamente las estructuras cerebrales de 

las imágenes de RM en T2 in vivo (Figura 13C) y del atlas anatómico (Figura 13H), 

previamente descritas en el apartado “1. IDENTIFICACIÓN DE LAS ESTRUCTURAS 

CEREBRALES” de la página 53. De esta forma, se identificó principalmente la corteza 

cerebral sobre + 4,20 mm del Bregma (Figura 13A y 13B). La corteza cerebral, el cuerpo 

calloso, los ventrículos laterales, el tercer ventrículo y el estriado se observaron 

claramente en - 0,48 mm del Bregma (Figura 13A y 13B). La corteza cerebral, el cuerpo 

calloso y la parte ventral de los ventrículos laterales continuaron observándose junto 

con las cisternas subaracnoideas y el tercer ventrículo alrededor de - 3,48 mm del 

Bregma (Figura 13A y 13B). Posteriormente, sobre - 5,04 mm del Bregma, se siguió 

visualizando la corteza cerebral, el cuerpo calloso, las cisternas subaracnoideas y el 

tercer ventrículo junto con el acueducto cerebral (Figura 13A y 13B). Finalmente, se 

pudo identificar la corteza cerebral, el cuerpo calloso, las cisternas subaracnoideas y el 

acueducto cerebral alrededor de - 6,72 mm del Bregma (Figura 13A y 13B) (Tabla 3).  
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Figura 13. Imágenes representativas de las estructuras cerebrales de anterior (rostral) a posterior 

(caudal). Vista superior del cerebro e imágenes coronales en cortes post-mortem (A). Secciones coronales 

del cerebro usando la tinción de Nissl (B), imágenes T2 (C) y un atlas dibujado (H). Secciones coronales del 

cerebro usando ultrasonidos a través de la craneotomía total (D), craneotomía delimitada (E), cráneo (F) 

y la piel (G). El símbolo “Ͱ” marca el Bregma. Se colorearon medias secciones: ventrículos laterales (azul), 

tercer ventrículo (morado), cisternas subaracnoideas (amarillo) y el acueducto cerebral (naranja). 

 

A continuación, estas estructuras se correlacionaron con los ultrasonidos a través 

de los diferentes abordajes: craneotomía total (Figura 13D), craneotomía delimitada 

(Figura 13E), cráneo (Figura 13F) y directamente sobre la piel (Figura 13G). 
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En la Figura 13D se muestran las estructuras cerebrales observadas con el 

transductor sobre la craneotomía total, previamente identificadas y descritas en el 

apartado “1. IDENTIFICACIÓN DE LAS ESTRUCTURAS CEREBRALES” de la página 55. La 

colocación del transductor sobre la craneotomía delimitada permitió la visualización de 

las 2 cavidades correspondientes a los ventrículos laterales sobre - 0,48 mm del Bregma, 

y de las cisternas subaracnoideas en la parte posterior del cerebro (- 3,48 mm,                         

- 5,04 mm y - 6,72 mm del Bregma) (Figura 13E). También se observó colocando el 

transductor sobre el cráneo, la silueta de los ventrículos laterales (- 0,48 mm del Bregma) 

y en la parte posterior del cerebro las cisternas subaracnoideas (- 3,48 mm, - 5,04 mm y 

- 6,72 mm del Bregma) (Figura 13F). Sin embargo, el transductor colocado directamente 

sobre la piel sólo permitió identificar en la zona caudal las cisternas subaracnoideas           

(- 3,48 mm, - 5,04 mm y - 6,72 mm del Bregma) (Figura 13G) (Tabla 4).  

 

Tabla 4. Principales estructuras cerebrales identificadas por ultrasonidos.   

VENTANA 
TRANSCRANEAL 

ESTRUCTURA CEREBRAL 

Piel  Cisternas subaracnoideas 

Cráneo  
Ventrículos laterales, cisternas 

subaracnoideas 

Craneotomía 
delimitada 

Ventrículos laterales, cisternas 
subaracnoideas 

Craneotomía 
total 

Corteza cerebral, ventrículos laterales, 
estriado, tercer ventrículo, cisternas 
subaracnoideas, acueducto cerebral 
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OBJETIVO 2 

Evaluar en un modelo animal de hemorragia intracerebral la utilidad de 

los ultrasonidos en el estudio de la lesión cerebral (volumen de 

hemorragia y desplazamiento de estructuras cerebrales) comparando los 

datos obtenidos con la resonancia magnética  

 

 

1. VOLUMEN DE HEMORRAGIA INTRACEREBRAL CON 

ULTRASONIDOS Y RESONANCIA MAGNÉTICA 

 

En primer lugar se detectó y se caracterizó la señal de la HIC tanto por ultrasonidos 

como por RM. De esta manera, la HIC se identificó por ultrasonidos como una lesión de 

apariencia hiperecogénica a las 48 horas e hipoecogénica al mes de la inducción de la 

HIC. Por RM, se asoció la HIC con una lesión de señal hiperintesa a las 48 horas y 

heterogénea al mes (Figura 14A).  

 

Al estudiar los cambios evolutivos de la HIC se observó que el volumen de la HIC 

medido por ultrasonidos mostró una disminución significativa entre las 48 horas y 1 mes 

(p=0,001). También por RM, se observó una disminución significativa del volumen de la 

HIC entre las 48 horas y el mes (p=0,001) (Figura 14B). Los datos del volumen de HIC 

determinado por las dos técnicas de imagen se muestran en la Tabla 5. 
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Figura 14. Volumen de la hemorragia en el grupo HIC medido por ultrasonidos y RM (imágenes T2). (A) 

Imágenes representativas por ultrasonidos y por RM del volumen de HIC a las 48 horas y al mes de la HIC. 

(B) Cuantificación de la medición del volumen de la HIC a las 48 horas y al mes tanto por ultrasonidos como 

por RM. En las imágenes de RM, los ventrículos laterales están coloreados en azul claro y la HIC en amarillo 

claro. Los datos se muestran como media ± DE. ***p < 0,001. Abreviaturas: DE: desviación estándar; HIC: 

hemorragia intracerebral; RM: resonancia magnética; US: ultrasonidos. 

 

Tabla 5. Volumen de HIC de los animales analizados en el estudio.  

  
Tiempo 

Sanas 
(n=10) 

Sham 
(n=10) 

HIC 
(n=11) 

      

V
o

lu
m

e
n

 

H
IC

 

US 
(mm3 [media ± DE]) 

48 h -- -- 66,22 ± 23,19 

1 mes -- -- 17,36 ± 9,97 

RM 
(mm3 [media ± DE]) 

48 h -- -- 71,86 ± 24,75 

1 mes -- -- 21,49 ± 9,74 
 

Abreviaturas: DE: desviación estándar; HIC: hemorragia intracerebral; RM: resonancia magnética; US: 

ultrasonidos.  
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Al comparar las mediciones realizadas por ultrasonidos y RM se observó que los 

datos obtenidos en el volumen de la HIC entre ambas técnicas mostraron una excelente 

correlación a las 48 horas (r=0,905, p=0,001). A 1 mes de la HIC, también hubo una buena 

correlación entre dichas herramientas de imagen en la medición del volumen de la HIC 

(r=0,656, p=0,028) (Figura 15). 

 

 

Figura 15. Correlaciones. Representación gráfica de la correlación en el volumen de la HIC medido por 

ultrasonidos y RM a las 48 horas y 1 mes. Abreviaturas: HIC: hemorragia intracerebral; RM: resonancia 

magnética; US: ultrasonidos. 

 

 

2. VISUALIZACIÓN DEL DESPLAZAMIENTO DE ESTRUCTURAS 

CEREBRALES POR LA HEMORRAGIA INTRACEREBRAL 

MEDIANTE ULTRASONIDOS Y RESONANCIA MAGNÉTICA  

 

Para determinar el posible desplazamiento de las estructuras cerebrales como 

consecuencia de la HIC se utilizó la RDC. Mediante los ultrasonidos, no se observaron 

diferencias significativas en la RDC entre los grupos sanos y sham a las 48 horas 

(p=0,933) ni al mes (p=0,870) de la HIC (Figura 16). Los datos de las mediciones entre las 

cisternas subaracnoideas y la duramadre en los grupos de estudio se encuentran en la 

Tabla 6. Sin embargo, se encontró un aumento de la distancia en el hemisferio ipsilateral 

a la lesión, identificado por un incremento significativo en la RDC del grupo HIC a las      

48 horas comparado con el grupo sano (p=0,001) y sham (p=0,004). Estas diferencias 

significativas desaparecieron al mes entre los grupos HIC y los sanos (p=0,118) y sham 

(p=0,139) (Figura 16) (Tabla 6). 
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Por RM, los grupos de ratas sanas y sham tampoco mostraron diferencias en el 

RDC a las 48 horas (p=0,480) ni al mes (p=0,316). No obstante, a las 48 horas se encontró 

un aumento de la RDC de los animales con HIC con respecto a los animales sanos 

(p=0,002) y sham (p=0,008) indicando mayor distancia en el hemisferio ipsilateral. Pero, 

a 1 mes de la HIC no se encontraron diferencias en el RDC entre los animales con HIC y 

los animales sanos (p=0,078) y sham (p=0,111) (Figura 16) (Tabla 6). 

 

 

Figura 16. Desplazamiento de las estructuras cerebrales determinado por ultrasonidos y RM (imágenes 

T2). (A) Imágenes representativas de las cisternas subaracnoideas identificadas por los ultrasonidos y la 

RM en los grupos experimentales a las 48 horas y 1 mes tras la inducción de la HIC. Las flechas amarillas 

indican la distancia medida. (B) Cuantificación por ultrasonidos y RM de la ratio de desplazamiento de las 

cisternas subaracnoideas con respecto a la duramadre entre los grupos experimentales. Los datos se 

muestran como media ± DE. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. Abreviaturas: DE: desviación estándar; 

HIC: hemorragia intracerebral; RDC: ratio de desplazamiento de las cisternas; RM: resonancia magnética; 

US: ultrasonidos.  
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Tabla 6. RDC y distancia entre las cisternas subaracnoideas y la duramadre de los 

animales utilizados en el estudio.  

  
Tiempo 

Sanas 
(n=10) 

Sham 
(n=10) 

HIC 
(n=11) 

p valor 
       

R
D

C
 

US 
(media ± DE) 

48 h 0,99 ± 0,02 0,99 ± 0,04 1,06 ± 0,04 0,002 

1 mes 0,99 ± 0,02 0,99 ± 0,03 1,06 ± 0,06 0,201 

RM 
(media ± DE) 

48 h 0,98 ± 0,02 0,99 ± 0,03 1,06 ± 0,04 0,001 

1 mes 0,98 ± 0,01 1,00 ± 0,03 1,05 ± 0,07 0,096 

D
is

t.
 c

is
te

rn
as

-d
u

ra
m

ad
re

 

Distancia lado 
contralateral US 

(mm [media ± DE]) 

48 h -- -- 3,63 ± 0,44 -- 

1 mes -- -- 3,44 ± 0,29 -- 

Distancia lado 
contralateral RM 

(mm [media ± DE]) 

48 h -- -- 3,84 ± 0,23 -- 

1 mes -- -- 3,49 ± 0,26 -- 

Distancia lado 
ipsilateral US 

(mm [media ± DE]) 

48 h -- -- 3,84 ± 0,41 -- 

1 mes -- -- 3,64 ± 0,46 -- 

Distancia lado 
ipsilateral RM 

(mm [media ± DE]) 

48 h -- -- 4,09 ± 0,30 -- 

1 mes -- -- 3,67 ± 0,45 -- 
 

Abreviaturas: DE: desviación estándar; HIC: hemorragia intracerebral; RDC: ratio de desplazamiento de 

las cisternas; RM: resonancia magnética; US: ultrasonidos. Los datos fueron comparados con el test de 

Kruskal-Wallis. Los valores estadísticamente significativos (p < 0,05) están en negrita. 

 

Tras analizar el desplazamiento de las estructuras cerebrales, se estudió la 

correlación de esta variable entre las 2 técnicas de imagen utilizadas. A las 48 horas, se 

observó que, en la distancia entre las cisternas y la duramadre del lado contralateral a 

la hemorragia, entre los ultrasonidos y la RM existía una correlación de r=0,296 

(p=0,376). La correlación en esta distancia en el lado ipsilateral a la lesión entre los 

ultrasonidos y la RM fue de r=0,529 (p=0,094). En cambio, a 1 mes, la distancia medida 

por ambas técnicas de imagen mostró una correlación de r=0,906 (p=0,001) en el lado 

contralateral y de r=0,870 (p=0,001) en el lado ipsilateral (Figura 17) (Tabla 6). 
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Figura 17. Correlaciones. Representación gráfica de la correlación entre los ultrasonidos y la RM en la 

distancia entre las cisternas subaracnoideas y la duramadre en el lado contralateral (izquierda) e 

ipsilateral (derecha) a las 48 horas y 1 mes tras la HIC. Abreviaturas: RM: resonancia magnética; US: 

ultrasonidos. 
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OBJETIVO 3 

Valorar la utilidad de los ultrasonidos en la monitorización de los cambios 

evolutivos en el volumen de la hemorragia intracerebral y en el 

desplazamiento de las estructuras cerebrales 

 

 

1. MONITORIZACIÓN DEL VOLUMEN DE LA HEMORRAGIA 

INTRACEREBRAL CON ULTRASONIDOS  

 

Al analizar los cambios con el paso del tiempo del volumen de la HIC por 

ultrasonidos, se observó que, a las 5 horas de la inducción de la HIC, la hiperecogenicidad 

de la señal de HIC fue disminuyendo paulatinamente hasta que se observaron señales 

hipoecogénicas a 1 mes (Figura 18A). Además, el volumen de la HIC mostró una 

disminución significativa entre las 5 horas y el mes (p=0,001), las 48 horas y el mes 

(p=0,001) y las 96 horas y el mes (p=0,001) (Figura 18B) (Tabla 7). Este seguimiento 

también fue realizado por RM donde se observó una reducción en el volumen de la HIC 

entre las 48 horas y el mes (71,86 ± 24,75 mm3 vs 21,49 ± 9,74 mm3, p=0,001), como se 

ha detallado en el objetivo 2.  

  



RESULTADOS 

66 
 

 

Figura 18. Seguimiento del volumen de la HIC por ultrasonidos. (A) Imágenes representativas de la 

ecogenicidad de la HIC a lo largo del tiempo. La hiperecogenicidad de la hemorragia fue decreciendo desde 

las 5 horas tras la inducción de la HIC hasta 1 mes. (B) Cuantificación del volumen de HIC a lo largo del 

tiempo. Los datos se muestran como media ± DE. ***p < 0,001. Abreviaturas: DE: desviación estándar; 

HIC: hemorragia intracerebral; US: ultrasonidos. 

 

Tabla 7. Volumen de HIC por ultrasonidos de los animales analizados en el estudio.  

 
Tiempo 

Sanas 
(n=10) 

Sham 
(n=10) 

HIC 
(n=11) 

     

 Volumen HIC  
(mm3 [media ± DE]) 

5 h -- -- 58,92 ± 24,70 

48 h -- -- 66,22 ± 23,19 

96 h -- -- 65,27 ± 27,62 

1 mes -- -- 17,36 ± 9,97 
 

Abreviaturas: DE: desviación estándar; HIC: hemorragia intracerebral; RM: resonancia magnética; US: 

ultrasonidos.  
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2. MONITORIZACIÓN DEL DESPLAZAMIENTO DE ESTRUCTURAS 

CEREBRALES CON ULTRASONIDOS  

 

Para determinar por ultrasonidos el desplazamiento de las estructuras cerebrales 

a lo largo de todo el estudio, se utilizó nuevamente la RDC. No se observaron diferencias 

significativas en la RDC entre los grupos de animales sanos y sham antes de la inducción 

de la HIC (pre-HIC) (p=0,422), a las 5 horas (p=0,295), 48 horas (p=0,933), 96 horas 

(p=0,213) y 1 mes (p=0,870) tras la HIC (Figura 19) (Tabla 8). 

 

Antes de la inducción de la HIC (pre-HIC), la RDC del grupo HIC no mostró 

diferencias significativas con respecto al grupo sano (p=0,352) o al grupo sham 

(p=0,788). Tampoco se observaron diferencias a las 5 horas entre el grupo HIC y el grupo 

sano (p=0,192) o entre el grupo HIC y el grupo sham (p=1,00). Sin embargo, sí se 

encontró un aumento de la distancia de las cisternas con respecto a la duramadre en el 

lado ipsilateral debido a un incremento significativo en la RDC del grupo HIC comparado 

con el grupo sano (p=0,001) y con el grupo sham (p=0,004) a las 48 horas. A las 96 horas, 

también se observó de forma estadísticamente significativa, una mayor RDC de los 

animales con HIC respecto de los animales sanos (p=0,026); pero solo se encontró una 

tendencia con los animales sham en dicho tiempo (p=0,062). Estas diferencias 

significativas desaparecieron al mes entre el grupo HIC y sano (p=0,118) y entre el grupo 

HIC y sham (p=0,139) (Figura 19) (Tabla 8). Este seguimiento también fue realizado por 

RM donde se observó en el hemisferio ipsilateral una mayor distancia de las cisternas-

duramadre en el grupo de animales con HIC (1,06 ± 0,04) con respecto al grupo sano 

(0,98 ± 0,02, p=0,002) y sham (0,99 ± 0,03, p=0,008) a las 48 horas, como se he detallado 

en el objetivo 2. 
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Figura 19. (A) Imágenes representativas de las cisternas subaracnoideas identificadas por los ultrasonidos 

en los grupos experimentales de animales sanos, animales sham y animales con HIC antes de la inducción 

de la HIC (pre-HIC), a las 48 horas, 96 horas y 1 mes post-HIC. Las flechas amarillas indican la distancia 

medida. (B) Cuantificación por ultrasonidos y RM de la ratio de desplazamiento de las cisternas 

subaracnoideas con respecto a la duramadre entre los grupos experimentales. Los datos se muestran como 

media ± DE. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. Abreviaturas: DE: desviación estándar; HIC: hemorragia 

intracerebral; RM: resonancia magnética; US: ultrasonidos. 

 

Tabla 8. RDC medido por ultrasonidos de los animales utilizados en el estudio.  

 
Tiempo 

Sanas 
(n=10) 

Sham 
(n=10) 

HIC 
(n=11) 

p valor 

      

RDC  
(media ± DE) 

Pre-HIC 0,99 ± 0,02 1,01 ± 0,05 1,00 ± 0,00 0,587 

5 h 0,99 ± 0,02 1,01 ± 0,05 0,99 ± 0,04 0,401 

48 h 0,99 ± 0,02 0,99 ± 0,04 1,06 ± 0,04 0,002 

96 h 0,99 ± 0,02 1,00 ± 0,01 1,04 ± 0,05 0,033 

1 mes 0,99 ± 0,02 0,99 ± 0,03 1,06 ± 0,06 0,201 
 

Abreviaturas: DE: desviación estándar; HIC: hemorragia intracerebral; RDC: ratio de desplazamiento de 

las cisternas; RM: resonancia magnética; US: ultrasonidos. Los datos fueron comparados con el test de 

Kruskal-Wallis. Los valores estadísticamente significativos (p < 0,05) están en negrita. 
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Por otra parte, se cuantificó el desplazamiento de las cisternas subaracnoideas en 

términos de la diferencia de distancia entre el lado ipsilateral y el contralateral. En el 

grupo HIC, antes de la inducción de la HIC no se produjo desplazamiento; a las 5 horas 

de la HIC, la distancia en el hemisferio ipsilateral a la lesión fue de media 0,03 mm más 

grande que en el lado contralateral; a las 48 horas era 0,21 mm mayor de media; a las 

96 horas el incremento medio de la distancia fue de 0,13 mm en el lado ipsilateral; y al 

mes fue de 0,21 mm (Figura 20). 

 

 

Figura 20. (A) Imágenes representativas de las cisternas subaracnoideas identificadas por los ultrasonidos 

en los animales con HIC antes de la inducción de la HIC (pre-HIC), a las 48 horas, 96 horas y 1 mes post-

HIC.  (B) Cuantificación por ultrasonidos del desplazamiento de las cisternas subaracnoideas con respecto 

a la duramadre en el grupo de HIC. Los valores positivos indican un desplazamiento de las cisternas-

duramadre mayor en el lado ipsilateral a la lesión, y los valores negativos un desplazamiento mayor en el 

lado contralateral. Los datos se muestran como media ± DE. Abreviaturas: DE: desviación estándar; HIC: 

hemorragia intracerebral; US: ultrasonidos. 
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OBJETIVO 4 

Analizar la correlación del volumen de la hemorragia intracerebral, 

medido por ultrasonidos y por resonancia magnética, con la evaluación 

funcional 

 

 

1. MORTALIDAD 

 

De un total de 33 ratas, 2 ratas fueron excluidas del estudio: 1 rata falleció durante 

la cirugía (del grupo de HIC) y 1 rata falleció en la RM (del grupo de ratas sanas) a las     

48 horas. 

 

 

2. ESTADO CLÍNICO DE LOS ANIMALES  

 

En relación al estado clínico de los animales, se llevó a cabo una evaluación 

funcional en todos los animales mediante la realización del test de la barra, barra con 

escalón, cilindro rotatorio o Rotarod y test de Rogers.  

 

Los grupos de ratas sanas y sham no mostraron diferencias significativas en los 

test de evaluación funcional realizados en ninguno de los tiempos de estudio (p > 0,05), 

con puntuaciones cercanas a 0 en el test de la barra, barra con escalón y de Rogers y, 

tiempos de permanencia próximos a 120 s en el Rotarod, lo que muestra ausencia de 

déficit funcional (Figura 21) (Tabla 9). 

 

En el test de la barra, el grupo HIC mostró mayor déficit funcional que el grupo de 

ratas sanas a las 48 horas (p=0,001), 96 horas (p=0,001) y 1 mes (p=0,003). En este test, 

el grupo HIC también mostró mayor déficit que el grupo sham a las 48 horas (p=0,001), 

96 horas (p=0,001) y 1 mes (p=0,003) (Figura 21) (Tabla 9). 
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Al analizar el test de la barra con escalón, los animales con HIC mostraron una peor 

evaluación funcional que los animales sanos a las 48 horas (p=0,001), 96 horas (p=0,001) 

y un mes (p=0,001). Este grupo de animales con HIC también mostró peores resultados 

que los animales sham a las 48 horas (p=0,001), 96 horas (p=0,001) y un mes (p=0,001) 

tras la inducción de la HIC (Figura 21) (Tabla 9). 

 

El tiempo de permanencia en el Rotarod fue significativamente superior en el 

grupo de ratas sanas comparado con el grupo HIC a las 48 horas (p=0,019) y 96 horas 

(p=0,037), sin diferencias significativas al mes (p=0,097). Se observaron los mismos 

resultados en los animales sham con respecto a los animales con HIC a las 48 horas 

(p=0,002) y 96 horas (p=0,003), y tampoco se observaron diferencias al mes (p=0,202) 

(Figura 21) (Tabla 9). 

 

En el test de Rogers, los animales sanos mostraron mejor evaluación funcional que 

los animales con HIC a las 48 horas (p=0,001), 96 horas (p=0,001) y 1 mes (p=0,041). El 

grupo sham también mostró mejor evaluación funcional con respecto al grupo HIC a las 

48 horas (p=0,001) y a las 96 horas (p=0,001) pero, no hubo diferencias significativas al 

mes (p=0,078) (Figura 21) (Tabla 9). 
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Figura 21. Test funcionales. Gráficos del test de la barra, de la barra con escalón, del cilindro rotatorio 

(Rotarod) y de Rogers en los grupos experimentales antes de la inducción de la HIC (pre-HIC), a las 48 

horas, 96 horas y 1 mes tras la HIC. Los datos se muestran como media ± DE. Ωp < 0,05 sanas vs HIC;              

πp < 0,05 sham vs HIC. Abreviaturas: DE: desviación estándar; HIC: hemorragia intracerebral.  

 

Tabla 9. Evaluación funcional de los animales utilizados en el estudio.  

  
Tiempo 

Sanas 
(n=10) 

Sham 
(n=10) 

HIC 
(n=11) 

p valor 

       

Ev
al

u
ac

ió
n

 f
u

n
ci

o
n

al
 

Test de la barra 
(puntos [media ± DE]) 

Pre-HIC 0,00 ± 0,00 0,10 ± 0,32 0,18 ± 0,40 0,383 

48 h 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 4,64 ± 1,12 0,001 

96 h 0,20 ± 0,63 0,00 ± 0,00 3,45 ± 1,51 0,001 

1 mes 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 2,18 ± 1,83 0,001 

Test de la barra 
con escalón 

(% [media ± DE]) 

Pre-HIC 21,65 ± 6,68 20,16 ± 9,90 27,38 ± 13,88 0,376 

48 h 20,08 ± 6,91 23,70 ± 10,21 93,89 ± 15,57 0,001 

96 h 20,04 ± 9,42 16,01 ± 8,27 85,61 ± 21,70 0,001 

1 mes 16,60 ± 8,27 17,16 ± 7,31 68,53 ± 23,24 0,001 

Rotarod  
(s [media ± DE]) 

Pre-HIC 99,07 ± 33,86 97,73 ± 29,55 113,76 ± 9,79 0,613 

48 h 91,63 ± 46,73 107,00 ± 27,01 51,82 ± 27,79 0,004 

96 h 98,00 ± 40,74 107,57 ± 17,97 68,88 ± 31,37 0,010 

1 mes 91,47 ± 44,59 89,57 ± 36,93 69,82 ± 29,60 0,223 

Rogers 
(puntos [media ± DE]) 

Pre-HIC 0,00 ± 0,00 0,30 ± 0,95 0,00 ± 0,00 0,350 

48 h 0,60 ± 1,26 0,60 ± 1,26 3,54 ± 0,93 0,001 

96 h 0,30 ± 0,95 1,10 ± 1,45 3,64 ± 0,81 0,001 

1 mes 0,60 ± 1,26 0,80 ± 1,32 2,09 ± 1,81 0,065 
 

Abreviaturas: DE: desviación estándar; HIC: hemorragia intracerebral. Los datos fueron comparados con 

el test de Kruskal-Wallis. Los valores estadísticamente significativos (p < 0,05) están en negrita. 
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3. CORRELACIÓN ENTRE EL VOLUMEN DE LA HEMORRAGIA 

INTRACEREBRAL Y LA EVALUACIÓN FUNCIONAL 

 

Para estudiar el valor pronóstico de las herramientas de imagen, ultrasonidos y 

RM, se estudió la correlación entre el volumen de la HIC determinado por ambas 

técnicas y la evaluación funcional obtenida de los animales. De este modo, el volumen 

de la HIC a las 48 horas determinado por ultrasonidos mostró una correlación al mes con 

el test de la barra de ρ=0,860 (p=0,001), con el test de la barra con escalón de ρ=0,755 

(p=0,007) y con el test de Rotarod de ρ=0,909 (p=0,001). Sin embargo, el test de Rogers 

mostró una correlación de ρ=0,344 (p=0,300) al mes de la HIC (Figura 22) (Tablas 5 y 9). 

 

Por RM, el volumen de la HIC a las 48 horas mostró una correlación con el test de 

la barra de ρ=0,884 (p=0,001), con el test de la barra con escalón de ρ=0,691 (p=0,019) 

y con el test de Rotarod de ρ=0,800 (p=0,003) al mes de la inducción de la HIC. No 

obstante, el test de Rogers al mes de la HIC mostró una correlación de ρ=0,210 (p=0,535) 

(Figura 22) (Tablas 5 y 9). 
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Figura 22. Correlaciones. Representación gráfica de las correlaciones entre el volumen de la HIC a las         

48 horas medido por ultrasonidos (izquierda) y por RM (derecha) con los test funcionales al mes de la 

hemorragia.  Abreviaturas: HIC: hemorragia intracerebral; RM: resonancia magnética; US: ultrasonidos.  

 

 

 



 

75 
 

DISCUSIÓN 
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El desarrollo de este apartado se va a estructurar siguiendo el mismo orden en el 

que se plantearon los objetivos.  

 

 

1. Establecer la utilidad de los ultrasonidos en la visualización e 

identificación de las estructuras cerebrales en rata 

 

Para entender las patologías cerebrovasculares es fundamental tener 

conocimiento acerca de la anatomía cerebral, sobre todo en los modelos animales, ya 

que cada especie presenta diferencias con el humano que deben ser reconocidas para 

interpretar correctamente los resultados y en este sentido los atlas cerebrales 

desempeñan un papel primordial. Específicamente, los atlas histológicos proporcionan 

información microscópica básica para la delimitación de las estructuras cerebrales (70). 

Sin embargo, estas técnicas ex vivo pueden mostrar artefactos o distorsiones debidas a 

los procesos de extracción, preparación y tinción del cerebro (36,70). Estos problemas 

serían solucionados con las técnicas in vivo no invasivas como la RM, que permiten 

realizar estudios anatómicos de forma repetida y manteniendo la estructura original 

(70). La capacidad de la RM para recoger información anatómica, patológica y funcional 

en los modelos in vivo con una alta resolución espacial sin que sean expuestos a 

radiaciones ionizantes potencialmente dañinas (34–36,70), la han convertido en la 

herramienta de referencia en los estudios preclínicos. No obstante, también cuenta con 

importantes desventajas como son el tiempo, la tolerancia, la disponibilidad y el alto 

coste (5,21,23). Estas limitaciones podrían ser resueltas con los ultrasonidos que 

permiten revelar contornos anatómicos (44) y son además, una herramienta rápida, no 

invasiva, reproducible, bien tolerada y económica que puede ser realizada sin necesidad 

del desplazamiento del sujeto (19,28,29). 

 

Estudios previos llevados a cabo en animales sanos, han utilizado los ultrasonidos 

funcionales como método de neuroimagen para la obtención de información sobre los 

cambios en la actividad cerebral a través de variaciones en el flujo sanguíneo (71–73). 

Otros trabajos han sido capaces de visualizar regiones cerebrales profundas y la 

vasculatura cerebral de ratas usando la imagen fotoacústica combinada con 
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ultrasonidos de alta frecuencia (74). Sin embargo, en nuestro conocimiento, no hay 

trabajos preclínicos que utilicen los ultrasonidos convencionales para el estudio de la 

anatomía cerebral. Por ello, en este trabajo se pretendió analizar la capacidad de los 

ultrasonidos en modo B para visualizar las estructuras cerebrales en ratas. Al abordar 

este aspecto, se tuvo en cuenta la limitación de esta herramienta en relación a las 

estructuras óseas. Dicha limitación se debe a que el hueso es un importante atenuador, 

ya que absorbe las ondas de ultrasonidos, produce refracción y que parte de los 

ultrasonidos se reflejen (reflexión) en su superficie y no penetren (46), disminuyendo la 

sensibilidad y produciendo aberraciones u anomalías en las imágenes (74), lo que 

complica la observación del cerebro. Para evitar la reflexión de los ultrasonidos por el 

hueso, estudios previos combinaron los ultrasonidos de alta frecuencia y la fotoacústica 

en la fosa temporal y occipital del cráneo, observando así el parénquima cerebral de 

ratas (74). Sin embargo, dichos abordajes limitan la observación a unas zonas específicas 

del cerebro y no permiten la visualización completa del mismo. Por este motivo, en el 

presente trabajo se aplicaron los ultrasonidos sobre una craneotomía total y una 

craneotomía delimitada realizadas en el hueso parietal. En relación a la craneotomía 

total, se identificaron diversas estructuras como la corteza cerebral, el estriado, los 

ventrículos laterales, el tercer ventrículo, el acueducto cerebral y las cisternas 

subaracnoideas. Cuando los ultrasonidos se aplicaron a través de la craneotomía 

delimitada, la visualización de las estructuras fue menor identificándose solamente los 

ventrículos laterales y las cisternas subaracnoideas. Otros autores, para resolver el 

problema de la atenuación de las imágenes por el hueso, llevaron a cabo en sus estudios 

una disminución del grosor del cráneo de forma quirúrgica (72,75) o, lo retiraron 

directamente (76). Sin embargo, algunos autores han reportado que la craneotomía 

puede inducir cambios vasculares y morfológicos en el cerebro de la rata (72). Teniendo 

en cuenta estos hallazgos, la obtención de las imágenes anatómicas por ultrasonidos en 

el presente trabajo se llevó a cabo, no sólo a través de una craneotomía total y una 

craneotomía delimitada, sino también a través de otras 2 ventanas transcraneales. En 

concreto, los ultrasonidos se aplicaron sobre el cráneo y directamente sobre la piel. 

 

De esta forma, al emplear los ultrasonidos sobre el cráneo se observaron, al igual 

que sobre la craneotomía delimitada, los ventrículos laterales y las cisternas 
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subaracnoideas, sugiriendo que ésta última no representa un aporte sustancial para la 

identificación de las estructuras. Finalmente, la aplicación de los ultrasonidos 

directamente sobre la piel permitió observar únicamente las cisternas subaracnoideas. 

Estas cisternas están llenas de líquido cefalorraquídeo, conectan el sistema ventricular 

y el espacio subaracnoideo, proporcionando vías naturales para nervios craneales y 

vasos sanguíneos (77,78). Se continúan unas con otras y se clasifican en cisterna 

cuadrigeminal, ambiens e interpeduncular. Concretamente en la parte superior del 

mesencéfalo se encuentra la cisterna cuadrigeminal, que continua con la cisterna 

ambiens, la cual se extiende hacia el cerebro y se continua con la cisterna 

interpeduncular (79). Cabe señalar que, en condiciones patológicas, el líquido 

cefalorraquídeo puede circular por vías compensatorias entre los ventrículos y las 

cisternas (77), lo que destaca la importancia de esta estructura en las enfermedades 

cerebrovasculares. Por tanto, la visualización de las cisternas mediante este abordaje a 

través de la piel, prueba la capacidad de los ultrasonidos para distinguir entre las 

cavidades llenas de líquido y el tejido cerebral de la rata sin necesidad de retirar el 

cráneo. Este aspecto confiere un gran potencial traslacional a los ultrasonidos, dado que 

permite mimetizar la situación clínica mediante la aplicación no invasiva de los 

ultrasonidos en la piel. Por otro lado, estos resultados muestran que la ampliación de la 

ventana transcraneal mediante la eliminación de los obstáculos (concretamente del 

hueso parietal), permite visualizar un mayor número de estructuras cerebrales y con 

mayor claridad, pero con mayor invasividad. De este modo, el uso de los ultrasonidos 

puede adaptarse a las necesidades experimentales específicas de cada estudio 

preclínico. El presente trabajo ha demostrado la validez de los ultrasonidos en la 

identificación de las estructuras cerebrales en la rata, lo que ha permitido elaborar un 

atlas cerebral con diferentes abordajes transcraneales estudiados por ultrasonidos. Este 

atlas presenta un gran potencial para la aplicación de los ultrasonidos en el estudio de 

las patologías cerebrovasculares en roedores.  
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2. Evaluar en un modelo animal de hemorragia intracerebral la utilidad 

de los ultrasonidos en el estudio de la lesión cerebral (volumen de 

hemorragia y desplazamiento de estructuras cerebrales) comparando los 

datos obtenidos con la resonancia magnética  

 

Una vez demostrada la capacidad de los ultrasonidos para estudiar 

anatómicamente el cerebro de ratas in vivo, se evaluó la utilidad de esta herramienta 

para analizar la lesión cerebral (volumen de lesión y desplazamiento de estructuras 

cerebrales). Para ello, se compararon los resultados obtenidos por ultrasonidos con los 

obtenidos mediante RM, técnica más utilizada en modelos animales. En estudios 

previos, la señal de la HIC por RM en imágenes T2, ha sido descrita a las pocas horas, 0-

12 horas, como hipointensa con algunos focos de isointensidad o ligera hiperintensidad 

(38–41), correspondientes a áreas edematosas (39). Esta hipointensidad cambia a 

hiperintensidad después de 24-72 horas debido a la degeneración de los eritrocitos y a 

los restos celulares, que están rodeados por un anillo hipointenso correspondiente a los 

neutrófilos y macrófagos (38,39,41). En concordancia con dichos estudios, en este 

trabajo se observó una lesión hiperintensa a las 48 horas, aunque el anillo de 

hipointensidad no era tan claro en muchas de las imágenes. La ausencia de visualización 

de este anillo en el presente trabajo podría deberse a que la agregación de neutrófilos 

es máxima a las 48 horas pero, a partir de ese momento, se dispersan hacia el centro de 

la lesión para ser sustituidos por macrófagos, dando lugar a un anillo menos definido 

(39). Estudios previos han observado que a los 7 días la lesión presenta un anillo 

hipointenso de macrófagos y continúa siendo hiper/isointensa debido a los restos 

celulares y a los espacios llenos de líquido (38,39,41). Es en este momento cuando se ha 

observado que la hemorragia en ratas comienza a resolverse produciéndose también un 

agrandamiento de los ventrículos laterales (39). Desde las 2-3 semanas y hasta los 28 

días, el lugar del hematoma queda ocupado por una cavidad llena de líquido que da 

lugar a una señal iso/hiperintensa rodeada por un anillo hipointenso (macrófagos) con 

áreas oscuras correspondientes a zonas de necrosis y cavitaciones (39,41,42), 

equivalentes con las imágenes obtenidas en este trabajo a 1 mes. En el presente estudio 
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de acuerdo con trabajos anteriores (39), también se ha podido observar una disminución 

del volumen de la HIC con el tiempo.  

 

Sin embargo, debido a las desventajas que presenta la RM se deberían buscar 

alternativas a la misma. Por este motivo, se estudió si los ultrasonidos en modo B, en 

base a sus múltiples ventajas frente a la RM, podrían ser utilizados como alternativa en 

la evaluación de la HIC. Para ello, primero se debe verificar la seguridad de esta 

herramienta. En este sentido, datos previos de nuestro grupo de investigación ya 

demostraron la seguridad de los mismos (80). Además, otros autores observaron que el 

uso combinado de los ultrasonidos con fines diagnósticos junto con microburbujas, no 

causaba daño adicional en ratas con HIC ya que no tuvo efectos significativos en el 

tamaño de la hemorragia, la extensión del edema cerebral o la muerte celular analizados 

en los cortes histológicos (81). Asimismo, otros autores no describieron la formación de 

hemorragias secundarias en ratas con HIC al utilizar el Doppler transcraneal (48).  

 

A pesar de ser una herramienta que ha demostrado su seguridad, ha sido 

infravalorada en la evaluación de la HIC. De hecho, los primeros estudios en este aspecto 

realizados en un modelo animal, son de la década de los 80. El primer estudio en evaluar 

la HIC con ultrasonidos en un modelo animal fue el realizado por Enzmann DR et al. en 

1981. En este trabajo, se inyectó sangre venosa en el lóbulo parietal de perros mediante 

una craneotomía, identificando una lesión hemorrágica altamente ecogénica que 

representaba la HIC aguda (49). Entre los días 9 y 13, observaron la formación de una 

red de colágeno y macrófagos que daría lugar a un anillo hipodenso alrededor del 

hematoma que posteriormente se estrecha por el aumento de la cápsula de tejido 

conectivo (49). Coincidiendo con estos estudios, pero utilizando un ecógrafo más 

avanzado, en la presente investigación se ha identificado la HIC como una masa 

hiperecogénica a las 48 horas que aparecía menos definida al cabo de 1 mes debido a 

su transformación en una señal más hipoecogénica.  

 

Una vez constatado que ambas técnicas de imagen, ultrasonidos y RM, son útiles 

para la evaluación de la HIC en un modelo animal en ratas, se compararon los resultados 

entre ambas técnicas. En este estudio, los ultrasonidos y la RM detectaron un volumen 
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de HIC muy similar en estadios tempranos (48 horas), con una correlación significativa 

entre ambas técnicas. Esta correlación significativa se mantuvo en los estadios tardíos 

(1 mes), aunque fue inferior a la obtenida a las 48 horas de la hemorragia. Esta menor 

correlación que se observa en el estadio tardío, podría explicarse por los siguientes 

motivos: la disminución del volumen de hemorragia con el tiempo (82,83); la resolución 

del hematoma como una cavidad llena de líquido o en forma de hendidura (37,83); el 

estrechamiento del anillo hipodenso que se muestra en el último estadio en la ecografía 

(24) y, la heterogeneidad obtenida en la señal de la RM que podrían dificultar la 

visualización y la medición en este tiempo. Los resultados de este estudio demuestran 

que los ultrasonidos son útiles en la monitorización de la HIC en ratas, con una precisión 

similar a la obtenida con la RM. En este sentido, son necesarios más estudios preclínicos 

que reproduzcan estos hallazgos, para poner de manifiesto el potencial de esta 

herramienta y así poder implementarla en la práctica clínica habitual.  

 

En paralelo al estudio del volumen de la HIC, se llevó a cabo el análisis del 

desplazamiento de las estructuras cerebrales como consecuencia de la misma. Otros 

autores han demostrado que, durante la fase aguda, la hemorragia provoca el 

desplazamiento de las estructuras adyacentes debido al efecto de masa (84). Estos 

desplazamientos pueden comprimir o romper otras arterias, causando infartos o 

hemorragias secundarias (1,85). En fases tardías, la atrofia cerebral tiene lugar junto con 

la atrofia del caudado y el agrandamiento del ventrículo ipsilateral (86,87). En pacientes 

el desplazamiento de la línea media es un factor pronóstico muy importante (88). Este 

desplazamiento se determina midiendo la distancia entre el tercer ventrículo y el cráneo 

en ambos hemisferios cerebrales (89). Sin embargo, en este trabajo el tercer ventrículo 

no ha podido ser visualizado a través del abordaje menos invasivo que simula la 

situación clínica, es decir, colocando el transductor directamente sobre la piel. Es por 

esto, que fue necesario plantear nuevos marcadores que reflejen el desplazamiento que 

sufren las estructuras cerebrales como consecuencia del efecto de masa que produce la 

hemorragia. De esta manera, dada la anteriormente demostrada capacidad de los 

ultrasonidos para identificar como estructura principal a las cisternas subaracnoideas, 

en este trabajo se definió la ratio de desplazamiento de las cisternas (RDC) como 

indicador del desplazamiento de las cisternas subaracnoideas con respecto a la 
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duramadre. Así a las 48 horas, se observó en el lado ipsilateral de la lesión, un 

desplazamiento de las cisternas que podría explicarse como una consecuencia tardía del 

efecto de masa de la hemorragia. Sin embargo, el desplazamiento de estas estructuras 

se revirtió al mes de la HIC, probablemente debido a la resolución de la misma. Al 

comparar de nuevo los resultados entre las dos técnicas de imagen, en la medición de 

la distancia entre las cisternas subaracnoideas y la duramadre no se observó una 

correlación significativa en las 48 horas posteriores a la inducción de la HIC. Esto podría 

explicarse nuevamente como una consecuencia del efecto de masa de la HIC, el cual 

dificultaría la visualización de las estructuras y complicaría a su vez la medición de forma 

precisa. Sin embargo, al mes se pudo observar una alta correlación entre las mediciones 

de la distancia de las cisternas subaracnoideas a la duramadre entre los ultrasonidos y 

la RM. Este resultado pone de nuevo de manifiesto la utilidad de los ultrasonidos en la 

evaluación del desplazamiento de las estructuras cerebrales como consecuencia de la 

HIC. 

 

 

3. Valorar la utilidad de los ultrasonidos en la monitorización de los 

cambios evolutivos en el volumen de la hemorragia intracerebral y en el 

desplazamiento de las estructuras cerebrales 

 

Tras demostrarse la utilidad de los ultrasonidos en la evaluación de la HIC, con una 

precisión equiparable a la RM, en este trabajo se analizó el potencial de los ultrasonidos 

en el seguimiento de la HIC para su posible implementación en la práctica preclínica y, 

posteriormente, en la clínica. 

 

Como se ha comentado previamente, los trabajos en modelos animales que han 

estudiado la monitorización de la HIC por ultrasonidos son de los años 80. Enzmann DR 

et al.  identificó la señal hemorrágica como hiperecogénica en la fase aguda (49). Esta 

señal de la hemorragia aguda fue más detallada en 1984 por Lillehei KO et al. cuando se 

especificó concretamente su hiperecogenicidad entre 16 y 23 segundos tras la inyección 

de sangre autóloga en perros (50). Enzmann DR et al. también demostraron que la señal 
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de la hemorragia se volvía hipoecogénica con bordes ecogénicos a los 3-4 días debido a 

la pérdida de integridad de los eritrocitos (49). En concordancia con estos estudios, en 

el presente trabajo en el seguimiento de la HIC se ha observado la señal hemorrágica 

hiperecogénica a las 5 horas, 48 horas y 96 horas. Es alrededor de los 9 días cuando otros 

estudios han podido observar la disminución del volumen de la hemorragia (49). En este 

trabajo el volumen de la HIC se detectó a las 5 horas, permaneció estable las primeras 

96 horas y disminuyó significativamente al mes. Finalmente, entre los días 9 y 13, otros 

autores han descrito la formación de un anillo hipointenso alrededor del hematoma 

(49). Sin embargo, en el estudio presente la señal hemorrágica sólo pudo definirse como 

una señal hipoecogénica al cabo de 1 mes.  

 

En relación al seguimiento en el desplazamiento de las cisternas subaracnoideas 

producido por el efecto de masa, se tuvo de nuevo en cuenta la RDC. En este estudio a 

las 5 horas de la inducción de la HIC, no se observó ningún desplazamiento de las 

cisternas con respecto a la duramadre. Sin embargo, a las 48-96 horas se observó un 

aumento de la distancia entre las cisternas subaracnoideas y la duramadre en el lado 

ipsilateral a la lesión, debido a un efecto tardío del efecto de masa de la HIC. No 

obstante, al mes de la HIC el desplazamiento ya no fue observado en los animales.  

 

 

4. Analizar la correlación del volumen de la hemorragia intracerebral, 

medido por ultrasonidos y por resonancia magnética, con la evaluación 

funcional 

 

El daño cerebral producido por la HIC va a dar lugar a unos signos y síntomas 

específicos de la localización de la lesión, por ello, deben utilizarse test de evaluación 

que permitan valorar el deterioro funcional. Se ha demostrado que el modelo de HIC 

inducido por colagenasa induce déficit neurológicos graves, siendo importante evaluar 

la función sensitivo-motora (90).  Entre los test de evaluación funcional, el de la barra, 

la barra con escalón, el cilindro rotatorio (Rotarod) y el de Rogers han demostrado ser 

capaces de evaluar la función neurológica en modelos de HIC en roedores (90,91). En el 
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presente trabajo, los animales sometidos a la HIC mostraron peor equilibrio y 

coordinación motora a la hora de atravesar las vigas de madera en el test de la barra y 

la barra con escalón, y permanecieron menos tiempo en el cilindro rotatorio (Rotarod) 

que los animales control. También en el test de Rogers, los animales con HIC mostraron 

una peor evaluación funcional que los animales control. De esta forma, se demuestra 

que los test realizados en este estudio son capaces de proporcionar una medida objetiva 

del deterioro funcional de los animales tras una HIC.  

 

Una vez constatado que el modelo de inyección de colagenasa en ratas induce un 

empeoramiento de la función motora, se evaluó si estos déficits funcionales se 

correlacionaban con el volumen de la HIC determinado tanto por ultrasonidos como por 

RM, lo que proporcionaría información relevante sobre la evolución de los animales. Los 

resultados del presente trabajo mostraron que, en ambas técnicas de imagen, existía 

una elevada correlación positiva entre el volumen de la lesión a las 48 horas y el déficit 

motor al mes de la HIC. En esta línea, otros trabajos han hallado una correlación 

significativa entre el edema en cortes histológicos cerebrales y los déficit sensitivo-

motores (92). Pero a nuestro conocimiento, no hay estudios preclínicos publicados que 

analicen la correlación entre el volumen de la HIC y la evaluación funcional. Este tipo de 

análisis sí se han llevado a cabo en los pacientes, donde se ha demostrado que el 

volumen de hemorragia medido por dúplex transcraneal es un predictor de mal 

pronóstico (27). En pacientes, otro factor que juega un papel importante en el 

pronóstico es la línea media (27). En este sentido, el desplazamiento de la línea media 

es conocido como un factor de mal pronóstico en pacientes tras la HIC (88). Como se ha 

comentado anteriormente, para determinar este desplazamiento se debe medir la 

distancia entre el tercer ventrículo y el cráneo (89). Sin embargo, en este trabajo no fue 

posible localizar el tercer ventrículo por ultrasonidos cuando se aplicaban sobre la piel. 

Por ello, sería interesante analizar en futuros estudios preclínicos si los déficits 

funcionales se podrían correlacionar con el desplazamiento de las estructuras 

cerebrales.   
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Los ultrasonidos son una herramienta con un enorme potencial para visualizar las 

estructuras cerebrales y monitorizar la HIC en los modelos preclínicos, sin embargo, no 

están exentos de limitaciones. En este sentido, aunque los ultrasonidos permiten 

observar el efecto de masa como consecuencia de la HIC, no identifican componentes 

importantes de la lesión como el edema (49). El edema puede visualizarse por RM, pero 

incluso por esta técnica, no siempre es posible su identificación (41), lo que podría 

indicar que también es una variable que presenta cierta dificultad a la hora de estudiarse 

por esta herramienta. En este trabajo, así como en otros, el edema circundante no ha 

podido visualizarse por ultrasonidos (49), por lo que no se tuvo en cuenta su análisis en 

los estudios por RM. Aparte de esta desventaja referente al edema, los ultrasonidos 

presentan limitaciones en la adquisición de imágenes debido a la barrera que 

representan las estructuras óseas (29). Otra de las limitaciones es que son una 

herramienta operador-dependiente que requiere de personal bien entrenado para 

obtener imágenes repetidas, precisas y de buena calidad (29). Aunque esta técnica 

permite obtener una gran cantidad de información relevante, su complejidad puede 

llevar a imprecisiones si no se cuenta con la formación adecuada. No obstante, esta 

limitación es relativamente fácil de solventar con un entrenamiento y supervisión 

llevados a cabo por personal cualificado en la materia. 

 

A modo de corolario se podría decir que el desarrollo tecnológico actual posibilita 

la incorporación de técnicas tradicionalmente usadas en la práctica clínica a las 

investigaciones preclínicas con enfoques traslacionales que proporcionen nuevos 

conocimientos con aplicaciones tanto diagnósticas como terapéuticas. En esta línea, se 

planteó un primer trabajo que incorporó el estudio ultrasonográfico para la descripción 

de la anatomía cerebral de la rata y que demostró su capacidad para la monitorización 

de la HIC en un modelo animal experimental.  

 

Al tratarse de una técnica más accesible, rápida y barata que las que se utilizan 

actualmente, podría incorporarse en los laboratorios experimentales generando mayor 

autonomía, aunque precisa de una validación prospectiva. Los futuros estudios deberían 

continuar con la investigación con ultrasonidos para evaluar las distintas fases de la 

hemorragia en el modelo animal, sus cambios evolutivos y las alteraciones estructurales, 
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como consecuencia de la misma. Además, podría ser de gran utilidad en la identificación 

de nuevos parámetros de desplazamiento de las estructuras cerebrales que se asemejen 

a lo que ocurre con el desplazamiento de la línea media en la HIC de humanos. 

 

Siendo la “traslacionalidad” el objetivo principal de este tipo de investigaciones, 

debemos comentar que de manera paralela se ha realizado un estudio clínico, con 

diseño similar, para la monitorización de la HIC en pacientes que permitiría, en la misma 

Unidad de Ictus, realizar su diagnóstico y seguimiento en la cabecera de los mismos, sin 

necesidad de ser trasladados a la sala de TC o RM y cuyos resultados serán publicados 

próximamente, así como en una nueva tesis doctoral. Se pretende que la investigación 

preclínica y clínica avancen como un continuum que posibilite aumentar el 

conocimiento del comportamiento de la HIC mediante una línea de investigación 

consolidada.  

 

Consideramos que los resultados del estudio que aquí se presentan permiten 

sentar las bases para incorporar los ultrasonidos como una herramienta útil, tanto para 

la investigación preclínica como para el seguimiento de los pacientes con HIC.   
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Las conclusiones de este trabajo de tesis doctoral son las siguientes: 

 

1. Los ultrasonidos demostraron utilidad en la visualización e identificación de las 

estructuras cerebrales en la rata. A través de la craneotomía total se observaron la 

corteza cerebral, el estriado, los ventrículos laterales, el tercer ventrículo, el 

acueducto cerebral y las cisternas subaracnoideas; a través de la craneotomía 

delimitada y el cráneo se observaron los ventrículos laterales y las cisternas 

subaracnoideas y, a través de la piel se observaron las cisternas subaracnoideas. Esto 

ha permitido la elaboración de un atlas anatómico en el que la resolución de las 

imágenes y las estructuras identificadas se incrementan a medida que se retiran las 

barreras de la ventana transcraneal.  

 

2. Los ultrasonidos permiten la evaluación del volumen de la hemorragia y del 

desplazamiento de las estructuras cerebrales como consecuencia de la misma, con 

una precisión equiparable a la resonancia magnética.  

 

3. Los ultrasonidos permiten monitorizar los cambios evolutivos que se producen en el 

volumen de la hemorragia intracerebral y el desplazamiento de las estructuras 

cerebrales. 

 

4. El volumen de hemorragia, medido por ultrasonidos y resonancia magnética, 

presentó una excelente correlación con la evolución funcional demostrando 

resultados equiparables entre ambas técnicas de imagen.  
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Identification of brain structures and blood vessels by conventional 
ultrasound in rats 
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A B S T R A C T   

Background: Ultrasound is a safe, non-invasive and affordable imaging technique for the visualization of internal 
structures and the measurement of blood velocity using Doppler imaging. However, despite all these advantages, 
no study has identified the structures of the rat brain using conventional ultrasound. 
Methods: A 13 MHz high frequency transducer was used to identify brain structures in the rat. The enlargement of 
the transcranial window was performed gradually using the ultrasound directly on the skin of the animal, then 
against the skull, then through a delimited craniotomy and finally through a complete craniotomy. 
Results: Our results showed that ultrasound allowed the identification of cerebral ventricles and subarachnoid 
cisterns, as well as the analysis of real-time monitoring of cerebral blood flow in the main brain arteries of the rat. 
Comparison with existing methods: Ultrasound is a tool with the potential to identify brain structures and blood 
vessels. In contrast to MRI, transcranial ultrasound is a fast, non-invasive, well tolerated and low-cost method 
and can be done at the bedside. 
Conclusion: In the present study, we described an atlas of the main brain structures as well as the main vascu-
lature in the rat using ultrasound. This technique could be applied in animal models of various neurological 
diseases.   

1. Introduction 

Perfect knowledge of brain anatomy is mandatory for better under-
standing of cerebrovascular pathologies and testing of novel therapies. 
Magnetic Resonance Imaging (MRI) has so far been the tool of choice for 
measuring cerebral blood flow (Mandeville et al., 2017; Denic et al., 
2011) and for studying the rat brain due to its capacity to collect 
anatomical, pathological and functional information in in vivo preclini-
cal models without exposing them to potentially harmful ionizing ra-
diation (Denic et al., 2011; Welniak-Kaminska et al., 2019). However, as 
in patients, MRI in animals has several downsides such as time, trans-
port, tolerance, availability and high cost (Hemphill et al., 2015; Dastur 
and Yu, 2017; Lin et al., 2015). 

In contrast to MRI, transcranial ultrasound is a fast, non-invasive, 
well tolerated and low-cost method and can be done at the bedside 
(Meyer-Wiethe et al., 2009; Blanco et al., 2015; Greco et al., 2012). In 
the early twentieth century, experiments using ultrasound (US) emission 
on brain structures were performed, with investigators trying to inter-
pret the images obtained. This method was abandoned when they ran 
into the technical limitations of US at the time, which did not allow 
tissue beneath bone structures to be examined (García and Del Arco, 
2019). US is now a first-line diagnostic technique that can reveal 
anatomical contours and show biological functions in in vivo models 
(Maresca et al., 2018). Nonetheless, conventional US is not the method 
of choice for transcranial imaging in preclinical studies, probably due to 
the lack of scientific studies. Currently, US examination of the brain in 
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animal models uses specific, sophisticated techniques such as shear 
wave imaging, (Macé et al., 2011) functional US (Brunner et al., 2017; 
MacÉ et al., 2011; Osmanski et al., 2014), also in 4D (Rabut et al., 2019), 
and photoacoustic and high-frequency US (Giustetto et al., 2015), which 
are not widely available to everyone. Besides, US has also been applied 
in the study of cerebral blood flow in animal models (Brunner et al., 
2017; Giustetto et al., 2015; Ke et al., 2012; Lapergue et al., 2011; Seidel 
et al., 2000). However, few vessels have been identified, such as the 
internal carotid artery (Giustetto et al., 2015; Lapergue et al., 2011) and 
the middle cerebral artery (Ke et al., 2012). In this sense, more in-depth 
monitoring of vascular flow and identification of the cerebral arteries 
are required with an accessible tool such as conventional US. 

In this work we have focused on preclinical imaging of rats using 
conventional US as a more accessible technique compared to others. 
This approach enables us to identify the main brain structures and blood 
flow. Thus, the aim of this study was to construct a basis for an US atlas 
of the main structures and main vasculature of the brain, performed in 
the rat. This in turn would be a powerful tool for the study of neuro-
logical diseases. 

2. Materials and methods 

2.1. Ethics statement 

The experiments were carried out at the Cerebrovascular and 
Neuroscience Research Laboratory, La Paz University Hospital, Madrid, 
Spain. Animal care and experimental procedures were designed to 
minimize animal suffering in compliance with and approved by the 
medical school’s Ethics Committee for the Care and Use of Animals in 
Research (Ref. PROEX 296/16) according to Spanish and European 
Union regulations (directive 86/609/CEE and Spanish Royal Decree 53/ 
2013). 

2.2. Animals 

A total of 6 male and female (proportion 1:1) Sprague-Dawley rats 
(8–9 weeks old, weighing 225−275 g) were used for the study. During 
the imaging session, the rats were anesthetized by inhaling 8% sevo-
flurane in a 1 L/min oxygen flow and maintained with 4% sevoflurane in 
a 1 L/min oxygen flow. Body temperature was maintained using a 
heating pad. Analgesia was administered by intraperitoneal injection of 
meloxicam (2 mg/kg). 

The animals were euthanized by an intracardial potassium chloride 
injection; death was confirmed by cervical dissection. The brains were 
fixated by immersion in 4 % paraformaldehyde, 30 % sucrose and stored 
at -80 ◦C for the histological studies. 

2.3. Transcranial ultrasound 

Brain structures were analyzed by transcranial duplex US (Xario 200, 
TUS-X200, Canon). A 13 MHz lineal multi-frequency transducer was 
used (PLU-1204BT, Canon). All images were acquired in B-mode with 
optimization and constant adjustments in gain and depth throughout the 
experiments. 

Doppler imaging was used to study cerebral blood flow. In red are 
colored flows that move toward the transducer, blue represent flows that 
move away. The tissue reflectivity function (TRF) was 18.8 cm/s. 

Superb Micro-vascular Imaging (SMI) was also used to study cerebral 
blood flow. SMI is an innovative Doppler US technique that allows 
visualization of low-velocity blood flows but without having to use a 
contrast agent. 

To obtain the images, the animals were placed in the prone position 
with the transducer perpendicular to the head to obtain images from the 
coronal view. To identify brain structures observed by US, we performed 
a total craniotomy in the animals and compared images obtained with B- 
mode US with a drawn anatomical atlas based on the W. Swanson L 

(Swanson, 2018) and Paxinos G. and Watson C. atlases (Paxinos and 
Watson, 2009). The total craniotomy was performed to enlarge the 
transcranial window. It consisted of removing the calvarial part of the 
skull (2 cm × 1 cm) (length × width). For the delimited craniotomy, a 
small line of 1 cm × 0.5 cm was performed along the coronal suture. An 
anterior to posterior incision was made in such a way that the skull was 
clearly visible. The head was shaved in order to obtain images directly 
from the skin. (Fig. 1). 

2.4. Magnetic resonance imaging and magnetic resonance angiography 

We also analyzed brain structures by MRI (Bruker Pharmascan, 
Ettlingen, Germany); 7-T horizontal bore magnets using T2-weighted 
(T2-W) spin-echo anatomical images acquired with a rapid acquisition 
with relaxation enhancement (RARE) sequence in axial orientations and 
the following parameters: two echo images (TE, 29.54 ms and 
88.61 ms); TR =3000 ms; RARE factor = 4; Av = 3; FOV = 3.5 cm; 
acquisition matrix = 256 × 256 corresponding to an in-plane resolution 
of 137 × 137 μm2; slice thickness = 1.00 mm without gap; and number 
of slices = 16. For this procedure, animals were anesthetized with a 2% 
isoflurane-oxygen mixture in an induction chamber and the flow of 
anesthetic gas was constantly regulated to maintain a breathing rate of 
50 ± 20 bpm. 

2D Time of Flight (TOF) Magnetic Resonance Angiography (MRA) 
method was used without contrast agent and displayed in maximum 
intensity projection (MIP) in a Biospec spectrometer 7 T 16 cm bore 
magnet (Bruker, Germany) equipped with a 360 m T/cm gradient with a 
40 mm quadrature coil for RF transmission and reception. The sequence 
has the following parameters: TE: 2.6 ms, TR: 15 ms, FA: 80◦, 160 slices 
of 0.3 mm without gap, matrix 256 × 256 and FOV 38 × 38 mm. 

Fig. 1. Representative images of the various transcranial windows. Images of 
the transcranial windows (skin, skull, delimited and total craniotomy) used for 
the US study of the brain structures and vasculature in rats. 

M.C. Gómez-de Frutos et al.                                                                                                                                                                                                                  



Journal of Neuroscience Methods 346 (2020) 108935

3

2.5. Microbubble administration 

Lipid microbubbles (MB) (Sonovue®, BRACCO, Italy) were prepared 
following the manufacturer’s instructions and administrated by the tail 
vein in bolus of 200 μL to a maximum volume of 1 mL/rat in the Doppler 
and SMI study. 

2.6. Nissl stain 

To identify brain structures by immunochemistry we used Nissl stain 
in 40 μm sections from rat brain. The slices were stained in Cresyl Violet 
0.5 % for 4 min. Finally, the slices were dehydrated in alcohol, cleared in 
xylene and mounted in DePeX. The structures were observed using a 20x 
objective lens and processed by image analysis software (Image-Pro Plus 
4.1, Media Cybernetics). 

3. Results 

3.1. Identification of brain structures 

We were able to identify several structures: in the anterior part of the 
brain (around 4.20 mm from bregma), the cerebral cortex can be iden-
tified (Fig. 2A). Moving on near to −0.48 mm from bregma allowed for 
the visualization of the cerebral cortex, two interconnected cavities 
(lateral ventricles), and the striatum outside the walls of the lateral 
ventricles (Fig. 2B). Posteriorly, around −3.48 mm from bregma, we 
visualized the third ventricle located in the ventral part of the brain and 
between the spaces of the subarachnoid cisterns. In addition, the ventral 
part of the lateral ventricles can also be seen, specifically, near the 
ventral part of the brain, on both sides of the final part of the cisterns 
(Fig. 2C). Approximately −5.04 mm posterior to bregma, we were able 

Fig. 2. Brain structures by US with a total craniotomy, anatomical atlas and T2. Principal brain structures observed at around 4.20 mm (A), −0.48 mm (B), 
−3.48 mm (C), −5.04 mm (D) and -6.72 mm (E). Sections were colored: cortex (green), lateral ventricles (blue), striatum (light blue), third ventricle (purple), 
subarachnoid cisterns (yellow) and cerebral aqueduct (orange). The quadrigeminal cistern (red) communicates with the ambient (brown) and interpeduncular (pink) 
cisterns in the posterior part of the brain. Abbreviations: AC: ambient cistern; CA: cerebral aqueduct; IPC: interpeduncular cistern; QC: quadrigeminal cistern; SCs: 
subarachnoid cisterns; STR: striatum; V3: third ventricle; LV: lateral ventricle. 
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to see the channel that connects the third and fourth ventricles (cerebral 
aqueduct) and more clearly define the subarachnoid cisterns. We can 
find the quadrigeminal cistern that connects to the ambient cistern and 
the interpeduncular cistern towards the base of the brain (Fig. 2D). 
Finally, we can continue visualizing the cerebral aqueduct and the route 
of the subarachnoid cisterns around −6.72 mm from bregma (Fig. 2E). 

T2 images were used as a complementary imaging technique to US. 
The brain structures were thus first identified using T2 images, based 
again on the W. Swanson L. and Paxinos G. and Watson C. atlases. The 
same structures were identified both in US and T2 images (Fig. 2). 

3.2. Correlation of brain structures in the various transcranial windows 

Once we identified the brain structures, these were localized in post- 
mortem assays (fixed brain slices [Fig. 3A] and brain slices stained with 
Nissl [Fig. 3B]), in T2 in vivo images (Fig. 3C) and in atlas images 
(Fig. 3H). Once we identified the brain structures, we correlated those 
structures observed with US through total craniotomy (Fig. 3D), through 
delimited craniotomy (Fig. 3E), on the skull (Fig. 3F) and non- 
invasively, directly on the skin (Fig. 3G) (Table 1). 

The placement of the transducer through the delimited craniotomy 

Fig. 3. Representative images of brain structures from anterior (rostral) to posterior (caudal). Sagittal view of the brain and coronal images in post-mortem slices (A). 
Coronal section of the brain using Nissl stain (B), T2 (C) and a drawn atlas (H). Coronal sections of the brain using US with total craniotomy (D), delimited 
craniotomy (E), on the skull (F) and the skin (G). The “Ͱ” marks bregma. Half sections were colored: lateral ventricles (blue), third ventricle (purple), subarachnoid 
cisterns (yellow) and cerebral aqueduct (orange). 
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allowed visualization of the lateral ventricles approximately -0.48 mm 
from bregma, and the subarachnoid cisterns in the posterior part of the 
brain (−3.48 mm, −5.04 mm and −6.72 mm from bregma) (Fig. 3E). 
The silhouette of the lateral ventricles (−0.48 mm from bregma) and the 
subarachnoid cisterns (−3.48 mm, −5.04 mm and −6.72 mm from 
bregma) could also be observed by placing the transducer on the skull. 
(Fig. 3F). If we put the transducer directly on the skin of the animals, 
only the subarachnoid cisterns could be identified (−3.48 mm, 
−5.04 mm and −6.72 mm from bregma) (Fig. 3G). 

3.3. Blood flow analysis by US 

A comparative study between a vascular atlas in rats (Paxinos, 2015), 
MRA and the images obtained using Doppler US was carried out. 
However, no visual differences in Doppler signal could be obtained 
when the transducer was placed directly on the skin (Fig. 4 and Fig. 5A), 
on the skull, through the delimited craniotomy or through the total 
craniotomy (supplementary Fig. 1). 

SMI analysis allowed us to identify low blood flow. As with the 
identification of the brain structures, in this case the total craniotomy 
allowed for a better and greater signal with SMI. The images obtained 
through total craniotomy were therefore used to identify the cerebral 
arteries. 

In our study, MRA allowed for the identification of practically the 
same brain arteries as Doppler (Fig. 4). No arteries could be identified at 
around 4.20 mm from bregma, either with Doppler, SMI or MRA 
(Fig. 4A). We could not detect any Doppler and MRA signal around 
−0.48 mm from bregma (Fig. 4B). However, the SMI software allowed 
the visualization of the middle internal frontal artery in the cortex, the 
striate arteries in both hemispheres and a branch of the middle cerebral 
artery at the base of the brain (Fig. 4B). Around −3.48 mm from bregma, 
we could visualize the internal carotid arteries with Doppler, SMI and 
MRA techniques (in both sides of the brain’s base) and the azygos per-
icallosal artery with the SMI software and with the MRA (cortex) 
(Fig. 4C). The anterior choroidal arteries and the posterior medial 
choroidal artery showed up with Doppler, SMI and MRA techniques, in 
the hemispheres approximately −5.04 mm posterior to the bregma 
(Fig. 4D). 

Around −6.72 mm from bregma, and continuing with the arrange-
ment of the subarachnoid cisterns, using Doppler, SMI and MRA we 
visualized the supracollicular arterial network and posterior cerebral 
artery (Fig. 4E). 

As well as identifying brain structures, we correlated the vascular 
system observed by Doppler and SMI through the delimited craniotomy, 

the skull and the skin (Fig. 5) (Table 1). 
As previously described, the Doppler signal was the same when 

placing the transducer on the skin, the skull or through the craniotomy. 
Therefore, we decided to represent the Doppler images obtained on the 
skin, since it is non-invasive (Fig. 5A). However, low velocity and small 
diameter blood vessel flow was recorded with SMI software in all the 
modalities. We could only visualize the arteries (middle internal frontal 
artery, striate arteries and middle cerebral artery), at around −0.48 mm 
from bregma, with the transducer in the total craniotomy (Fig. 5B). No 
SMI signal was obtained when the transducer was placed through the 
delimited craniotomy (Fig. 5C), the skull (Fig. 5D) or the skin (Fig. 5E). 
However, the transducer placed through the delimited craniotomy 
(Fig. 5C), the skull (Fig. 5D) and also directly on the skin (Fig. 5E) 
allowed the visualization of the internal carotid arteries at −3.48 mm 
from bregma, anterior choroidal arteries and posterior medial choroidal 
artery at −5.04 mm from bregma and the supracollicular arterial 
network and posterior cerebral artery at −6.72 mm from bregma. 

3.4. Combined use of MB and US 

To increase contrast and improve the identification of blood vessels, 
MB administration enhanced the visualization of the cerebral blood 
vessels by both Doppler and SMI analysis (Fig. 6). 

Despite the fact that MB increased signal intensity in Doppler studies, 
we could hardly identify differences in the visualization of the different 
cerebral arteries through the total craniotomy (Fig. 6A), delimited 
craniotomy (Fig. 6B), on the skull (Fig. 6C) and on the skin (Fig. 6D). 

However, with SMI we could observe in addition to an increase in the 
signal with respect to the administration without MB, a variable number 
of vessels according to the transcranial window studies. We observed 
that as the transcranial window was enlarged, the number of arteries 
that could be identified also increased. Specifically, the combined use of 
MB and US at around – 0.48 mm, -3.48 mm and – 5.04 mm on the total 
craniotomy (Fig. 6E) allowed to identified a greater number of arteries 
in comparison to the delimited craniotomy (Fig. 6F), the skull (Fig. 6G) 
and the skin (Fig. 6H). Studies around + 4.20 mm and – 6.72 mm did no 
show visual differences in the identification of vessels in the transcranial 
windows (Fig. 6E-H). 

4. Discussion 

To get to know the changes that occur in the brain structures as a 
consequence of neurological disease, it is essential to have perfect 
knowledge of the cerebral anatomy. In this way, pitfalls in the trans-
lation of therapeutic strategies when passing from the animal model to 
the patient would be minimized. Traditional neuroanatomical studies 
use histological and microscopic techniques that provide superb spatial 
resolution, but do not allow for in vivo imaging and are labor- and time- 
intensive. These studies could be carried out with conventional tech-
niques such as MRI (T2 and MRA) and US, or by more sophisticated 
techniques such as laser speckle. Regarding laser speckel, this tool al-
lows for rapid monitoring of microcirculation and taking velocity 
measurements. This makes it very useful for neurovascular imaging so it 
is a versatile tool (Kazmi et al., 2015; Vaz et al., 2016). However, its 
computational complexity and ambiguity in its spatial specificity may be 
considered (Kazmi et al., 2015). 

On the other hand, MRI is non-invasive and suitable for small ner-
vous systems when sufficient contrast between different brain parts can 
be detected (Herberholz et al., 2011). Although MRI is considered the 
gold standard imaging technique to follow-up on brain lesions, it has 
some issues, including contrast-related side effects, limited accessibility 
and high costs (Morelli et al., 2019). For this reason, the incorporation of 
conventional US in the visualization of brain structures, as well as for 
monitoring cerebral blood flow, opens a new window of possibilities in 
experimental research of neurological diseases. The major advantages of 
US are its safety, fast imaging speed, and portability without the need for 

Table 1 
Main brain structures and vasculature identified by US.  

TRANSCRANIAL 
WINDOW BRAIN STRUCTURES 

ARTERIES 

Doppler SMI 

Skin Subarachnoid cisterns Ach, ica, 
pca, pmch, 
scol 

Ach, ica, pca, 
pmch, scol 

Skull Lateral ventricles, 
subarachnoid cisterns 

Ach, ica, 
pca, pmch, 
scol 

Ach, ica, pca, 
pmch, scol 

Delimited 
craniotomy 

Lateral ventricles, 
subarachnoid cisterns 

Ach, ica, 
pca, pmch, 
scol 

Ach, ica, pca, 
pmch, scol 

Total craniotomy Cerebral cortex, lateral 
ventricles, striatum, third 
ventricle, subarachnoid 
cisterns, cerebral aqueduct 

Ach, ica, 
pca, pmch, 
scol 

Ach, azp,ica, 
mca, mif, pca, 
pmch, scol, 
str 

Ach: anterior choroidal artery; azp: azygos pericallosal artery; ica: internal ca-
rotid artery (common carotid); mca: middle cerebral artery; mif: middle internal 
frontal artery; pca: posterior cerebral artery (superior cerebellar); pmch: pos-
terior medial choroidal artery (supracollicular network); scol: supracollicular 
arterial network (posterior cerebral); str: striate artery. 
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special shielding, as is required with MRI (Lin et al., 2015). Besides, US 
can still be used when metallic biomedical implants or devices have been 
introduced into the brain or skull, while with MRI this is not posible 
(Dill, 2008). 

But it has limitations, such as the acquisition of brain images through 
the skull. In experimental adult animal models, the skull causes low 
sensitivity, aberrations in the images and loss of spatial resolution in US 
studies of the brain (Giustetto et al., 2015). For this reason, studies have 
used not only specific US, such as photoacoustic and high-frequency US 
and functional US (MacÉ et al., 2011; Osmanski et al., 2014; Giustetto 
et al., 2015), but investigators have also performed skull-thinning sur-
gical procedures (Brunner et al., 2017; Osmanski et al., 2014) or have 
removed the skull (Macé et al., 2011) of the animals to obtain high 
quality images. However, some authors reported that craniotomy can 
induce morphological and vascular changes in the rat brain. Osmanski 
et al., 2014) Furthermore, blood flow can also be studied with this tool 

(Brunner et al., 2017; Giustetto et al., 2015) but a more complete study 
of the brain vasculature in animal models is necessary with this tech-
nique. To our knowledge, this work presents for the first time a neuro-
imaging study in rats with conventional transcranial US. The 
identification of the brain structures and the blood flow with this tech-
nique offers the possibility of introducing US in future preclinical ex-
periments to study brain pathologies. 

As is well known, bone absorbs US waves, (Jesse, 2014) complicating 
the study of the brain. Therefore, US imaging was attempted on various 
surfaces: directly on the skin, on the skull or after a craniotomy (a 
craniotomy limited to a small size to emulate a less invasive situation, 
and a complete craniotomy). In our study, deep brain anatomy is clearly 
visible after craniotomy. As we enlarged the transcranial window, we 
were able to visualize more clearly the brain structures in the rats. While 
the use of US on the skin allows only the study of the subarachnoid 
cisterns, if we place the transducer on the skull or through the delimited 

Fig. 4. Identification of the main cerebral arteries by Doppler with the skin intact, by SMI with a total craniotomy and by MRA. Brain arteries observed at around 
4.20 mm (A), -−0.48 mm (B), −3.48 mm (C), -5.04 mm (D) and -6.72 mm (E). Abbreviations: ach: anterior choroidal artery; azp: azygos pericallosal artery; ica: 
internal carotid artery (common carotid); mca: middle cerebral artery; mif: middle internal frontal artery; pca: posterior cerebral artery (superior cerebellar); pmch: 
posterior medial choroidal artery (supracollicular network); scol: supracollicular arterial network (posterior cerebral); str: striate artery. 
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craniotomy we can observe, in addition to the cisterns, the lateral ven-
tricles. Nevertheless, total craniotomy allowed the visualization of more 
structures such as the lateral and third ventricles, cerebral aqueduct and 
subarachnoid cisterns. Consequently, performing a total craniotomy 
allowed study of the brain structures in greater detail than the other 
approaches (delimited craniotomy, skull and skin). 

As we have just mentioned, the subarachnoid cisterns are the main 
structure that can be seen through all the transcranial windows. These 
subarachnoid cisterns connect with the subarachnoid space, providing 
natural pathways to nerves and vessels (Bedussi et al., 2017; Altafulla 
et al., 2019). The quadrigeminal, ambient and the interpeduncular cis-
terns are part of the subarachnoid cisterns. On top of the midbrain lies 
the quadrigeminal cistern, which is continuous with the ambient cistern. 
Extending to the cerebellum, the ambient cistern is continuous with the 
interpeduncular cistern (Ghersi-Egea et al., 1996). Previously studies 
showed that under pathological conditions the cerebrospinal fluid can 
circulate by compensatory pathways between the ventricles and the 
cisterns (Bedussi et al., 2017; Yoon et al., 2015). 

As other authors had already done, we also performed blood flow 
monitoring. Previous studies have been able to identify through the skin 
the internal carotid artery and the anterior cerebral artery from tem-
poral and occipital viewpoints of the brain (Giustetto et al., 2015). Other 
authors describe the circle of Willis arteries using a horizontal 
cross-sectional view parallel to the base of the skull (Lapergue et al., 
2011). However, these transcranial windows limit the wider vascular 
study of the animals. In our work, the internal carotid artery, posterior 
medial and anterior choroidal arteries, supracollicular arterial network 
and the posterior cerebral artery were the main arteries that could be 
identified by Doppler studies. The Doppler showed no difference in the 
number of vessels identified regardless of whether it was performed on 
the skin, the skull or through both craniotomies. It is deduced that for 
this type of study, the placement of the transducer directly on the skin 
allows the visualization of the entire vasculature. This non-invasive 

approach on the skin closely mimics the clinical reality. 
Previous studies have been able to visualize the middle cerebral ar-

tery in the coronal position (Ke et al., 2012). However, previous (un-
published) data from our laboratory located the middle cerebral artery 
closer to the surface of the brain. In our study, the Doppler did not allow 
its visualization, probably due to the need to perform a lateral crani-
otomy to be able to see it (Fox et al., 1993), its small diameter in rats, its 
proximity to the skull and the difficulty of placing the transducer in the 
correct position (Lapergue et al., 2011). This implies that the other au-
thors might be observing something else. 

In addition, this paper shows for the first time that the SMI feature 
allows visualization of low-velocity and small-diameter blood vessels, 
helping us to identify more vessels than with Doppler. Until now, the 
visualization of these vessels was not possible, thus increasing the effi-
ciency of the technique. Because of these SMI features, and contrary to 
the Doppler, we were able to observe the middle cerebral artery with a 
total craniotomy. Besides, with the SMI software, and as was the case 
with the visualization of brain structures, the enlargement of the 
transcranial window made it possible to identify a greater number of 
vessels. We could obtain coronal images with the placement of the 
transducer through the total craniotomy, identifying the middle internal 
frontal artery, striate arteries, middle cerebral artery, azygos pericallosal 
artery, internal carotid artery, anterior and posterior medial choroidal 
arteries, supracollicular arterial network and the posterior cerebral ar-
tery. However, we did not find differences in the vessels identified by 
SMI through the delimited craniotomy, the skull and skin. In these 3 
approaches the anterior choroidal artery, the internal carotid artery, the 
posterior cerebral artery, the posterior medial choroidal artery and the 
supracollicular arterial network could be identified. Again, the total 
craniotomy will allow, with the SMI, a deeper study of the cerebral 
vasculature than the other transcranial windows. 

Finally, the use of contrast agents such as MB together with US allows 
for imaging of the blood flow (Meairs et al., 2012). It has been 

Fig. 5. Representative US images of blood flow. Various visualizations of the arteries by Doppler (A) and SMI (B, C, D and E) in anterior to posterior coronal sections 
of the brain. The images are representative of the Doppler assessed on the skin (A), and of the SMI with total craniotomy (B), delimited craniotomy (C), on the skull 
(D) and the skin (E) of the animals. 
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demonstrated, that the combination of US and MB is safe and helpful in 
transcranial Doppler examinations, enhancing the effectiveness of 
diagnostic (Meairs et al., 2012). Our studies using MB–US in tandem, 
improved the visualization of the cerebral blood flow with both Doppler 
and SMI in all experimental groups. Therefore, this combination could 
help, in any of the transcranial windows chosen, to a better analysis of 
the vessels in those cases where MB are available. 

5. Conclusions 

Despite the limitations of US – it requires extensive knowledge, 
exhaustive training and is user-dependent (Greco et al., 2012) – it is a 
technique with multiple advantages. In our study we found that 

conventional US allows for the distinction between fluid-filled cavities 
and brain tissue in the rat. We have been able to provide various views of 
the brain structures and a vascular brain map according to the various 
approaches (skin, skull, delimited and total craniotomy). We provide not 
only a non-invasive view, but also performed a descriptive study 
through the skull and craniotomy. In this manner, the use of US could be 
adapted to the specific experimental needs of each study. This also gives 
US great translational potential and can mimic the clinical situation 
through non-invasive application on the skin. However, further pre-
clinical research is required. 

Fig. 6. Blood flow images by US with MB. Cerebral arteries visualization from anterior to posterior by Doppler (upper panel) and SMI (lower panel). The 
representative images are in coronal sections of the brain obtained through the total craniotomy (A and E), delimited craniotomy (B and F), on the skull (C and G) 
and on the skin (D and E). 
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histórico. In: Panamericana, M.édica (Ed.), Programa Oficial de Actualización 
Profesional en Medicina de Urgencias y Emergencias de las SEMES. 

Ghersi-Egea, J.F., Finnegan, W., Chen, J.L., Fenstermacher, J.D., 1996. Rapid 
distribution of intraventricularly administered sucrose into cerebrospinal fluid 
cisterns via subarachnoid velae in rat. Neuroscience. 75 (4), 1271–1288. https://doi. 
org/10.1016/0306-4522(96)00281-3. 

Giustetto, P., Filippi, M., Castano, M., Terreno, E., 2015. Non-invasive parenchymal, 
vascular and metabolic high-frequency ultrasound and photoacoustic rat deep brain 
imaging. J. Vis. Exp. 2015 (97), 4–5. https://doi.org/10.3791/52162. 

Greco, A., Mancini, M., Gargiulo, S., Gramanzini, M., Claudio, P.P., Brunetti, A., et al., 
2012. Ultrasound biomicroscopy in small animal research: applications in molecular 
and preclinical imaging. J. Biomed. Biotechnol. 2012, 519238 https://doi.org/ 
10.1155/2012/519238. 

Hemphill 3rd, J.C., Greenberg, S.M., Anderson, C.S., Becker, K., Bendok, B.R., 
Cushman, M., et al., 2015. Guidelines for the management of spontaneous 
intracerebral hemorrhage: a guideline for healthcare professionals from the 
american heart Association/American stroke association. Stroke. 46 (7), 2032–2060. 
https://doi.org/10.1161/STR.0000000000000069. 

Herberholz, J., Mishra, S.H., Uma, D., Germann, M.W., Edwards, D.H., Potter, K., 2011. 
Non-invasive imaging of neuroanatomical structures and neural activation with 
high-resolution MRI. Front. Behav. Neurosci. 5, 1–9. https://doi.org/10.3389/ 
fnbeh.2011.00016. 

Jesse, S., 2014. Ultrasound physics. Crit. Care Clin. 30 (1), 1–24. https://doi.org/ 
10.1016/j.ccc.2013.08.004. 

Kazmi, S.M., Richards, L.M., Schrandt, C.J., Davis, M.A., Dunn, A.K., 2015. Expanding 
applications, accuracy, and interpretation of laser speckle contrast imaging of 
cerebral blood flow. J. Cereb. Blood Flow Metab. 35 (7), 1076–1084. https://doi. 
org/10.1038/jcbfm.2015.84). 

Ke, Z., Ying, M., Li, L., Zhang, S., Tong, K.Y., 2012. Evaluation of transcranial Doppler 
flow velocity changes in intracerebral hemorrhage rats using ultrasonography. 
J. Neurosci. Methods 210 (2), 272–280. https://doi.org/10.1016/j. 
jneumeth.2012.07.024. 

Lapergue, B., Deroide, N., Pocard, M., Michel, J.B., Meilhac, O., Bonnin, P., 2011. 
Transcranial duplex sonography for monitoring circle of Willis artery occlusion in a 
rat embolic stroke model. J. Neurosci. Methods 197 (2), 289–296. https://doi.org/ 
10.1016/j.jneumeth.2011.02.016. 

Lin, J.B., Phillips, E.H., Riggins, T.E., Sangha, G.S., Chakraborty, S., Lee, J., et al., 2015. 
Imaging of small animal peripheral artery disease models: recent advancements and 
translational potential. Int. J. Mol. Sci. 16 (5), 11131–11177. https://doi.org/ 
10.3390/ijms160511131. 
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Supplementary figure 1. Representative Doppler images of the main cerebral arteries 
by US. Coronal brain sections from anterior to posterior through a total craniotomy (A), 
delimited craniotomy (B), on the skull (C) and on the skin (D).  
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Abstract: Ultrasound is a noninvasive technique that provides real-time imaging with excellent
resolution, and several studies demonstrated the potential of ultrasound in acute ischemic stroke
monitoring. However, only a few studies were performed using animal models, of which many
showed ultrasound to be a safe and effective tool also in therapeutic applications. The full potential
of ultrasound application in experimental stroke is yet to be explored to further determine the
limitations of this technique and to ensure the accuracy of translational research. This review covers
the current status of ultrasound applied to monitoring and treatment in experimental animal models
of stroke and examines the safety, limitations, and future perspectives.

Keywords: animal model; hemorrhagic; ischemic; stroke; ultrasound

1. Introduction

Ultrasound has several well-known advantages, including its noninvasiveness, low
cost, portability, safety, and rapid real-time imaging [1,2]. Point-of-care ultrasound therefore
became an important modality for clinically evaluating critically ill and injured patients
in emergency medicine [3–5]. Ultrasound could be an essential tool in many neurological
diseases, particularly in stroke, in which “time is brain” and “imaging is brain” [6]. Ultra-
sound imaging not only enables the study of anatomical structures but also provides useful
information on the organs’ function, blood vessel characteristics, and blood flow (Doppler
imaging) [7]. Ultrasound can therefore help speed the decision-making process and improve
and accelerate the diagnosis and treatment, resulting in reduced neurological sequelae.

Due to the enormous potential of ultrasound, we reviewed its application in experi-
mental animal models of stroke (ischemic stroke and intracerebral hemorrhage [ICH]), in
monitoring and therapeutics (Figure 1), and assessed its safety, limitations, and
future perspectives.

For this review, we conducted a search on the Google Scholar, PubMed, and grey
literature databases, employing the search terms ultrasound, ultrasonography, Doppler, mi-
crobubbles, stroke, ischemic stroke, hemorrhagic stroke, rat, animals, animal model, treatment,
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therapeutic, diagnostic, safety, limitations, brain, ultrasound frequency, low-frequency ultra-
sound, and high-frequency ultrasound. We restricted the search to animal studies, ultrasound,
and stroke; however, no restriction was applied to the year of publication.
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2. Ultrasound Applications in Ischemic Stroke

Ischemic stroke is the most common stroke type [8] and it occurs when a blood vessel
is occluded by a thrombus or embolism, leading to loss of oxygen and glucose in cerebral
tissue [9]. The resulting cerebral ischemia causes neuronal damage in the core zone shortly
after onset. Surrounding the core zone is an area known as the penumbra [10], where the
cells are not yet irreversibly damaged and can be recovered if cerebral blood flow (CBF) is
restored [9]. Ultrasound can therefore play an important role in monitoring ischemic stroke.

2.1. Ultrasound Monitoring in Ischemic Stroke

In a 1999 study conducted on focal cerebral ischemia in rabbits, Els T et al. demon-
strated the usefulness of ultrasound for the continuous monitoring of CBF velocity to
follow rapid changes in the dynamics of the ischemic process [11], thereby offering a tool
for stroke control from early monitoring to therapy. These changes in CBF were studied
using contrast-enhanced ultrasound (CEUS) [12], Doppler velocimetry [13], and functional
ultrasound [14]. Ultrasound contrast agents are encapsulated microbubbles in suspension
with great echogenicity that can enhance the echo signals [15,16]). These microbubbles
accumulate in the microvasculature providing anatomical reference information or molec-
ular characteristics at target sites [15,16]. Microbubbles can be filled with air or gas. The
most common gases are sulfur hexafluoride, decafluorobutane, perfluorobutane, perflutren,
and octafluoropropane [15,16]. Microbubbles also need a cover to reduce gas diffusion
into the blood. This cover can be made from polymers, lipids, or denatured albumin [15].
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Along with the microbubble cover, other compounds like PEG (polyethylene glycol) can be
used to enhance stability and reduce immune system recognition. Despite microbubble
are the most frequently used, other options, such as perfluorocarbon nanoparticles or
echogenic liposomes, are being studied to improve ultrasound imaging [15]. Premilovac
D et al. applied transcranial CEUS to rats with middle cerebral artery occlusion (MCAO)
to measure cerebral perfusion after stroke in real-time. In this noninvasive manner, the
authors observed a reduction in cerebral perfusion during ischemia and hyperperfusion
during recanalization [12].

Doppler ultrasound made it possible to determine blood flow velocities in rats with
ischemic stroke [17,18]. Specifically, ultrasound imaging of the circle of Willis made it
possible to obtain information on cerebral collateral recruitment and thus the presence or
absence of ischemic lesions, reflow, hemodynamic changes, and reperfusion, all of which
can clarify the underlying recovery mechanism after stroke [17,18]. Functional ultrasound
is a useful imaging technique for studying brain perfusion during and after MCAO in rats
with acute and postacute stroke [14,19]. In a thromboembolic MCAO model of mice treated
with tissue plasminogen activator (tPA), the ultrafast ultrasound study of brain reperfusion
in the ischemic lesion helped predict the prognostic outcomes and thrombolytic treatment
response [20]. There is also an enhanced form of Doppler ultrasound known as the triplex
ultrasonographic mode, which can be useful for studying blood flow in experimental
animal models of stroke [13] (Table 1). This evidence indicates that ultrasound is a feasible,
effective, and rapid method for evaluating/monitoring the dynamics of the ischemic
process in experimental studies.

2.2. Therapeutic Ultrasound in Ischemic Stroke

In a 1974 study by Sobbe et al., ultrasound was employed to recanalize thrombosed
femoral arteries in dogs, obtaining good results with no complications [40]. The applica-
tion of low- or high-intensity pulsed ultrasound in an MCAO rat model opens possibil-
ities for developing new therapies [21,22]. Specifically, low-intensity pulsed ultrasound
(0.5 MHz) might have protective effects and promote CBF [21], while 1 MHz can trigger
the expression of brain-derived neurotrophic factor (BDNF), reduce brain damage [23],
and reduce neuronal apoptosis [24]. Low-intensity pulsed ultrasound (2 MHz) can reduce
brain oedema and ischemic damage [24], thus facilitating the recovery of ischemic areas. In
a mouse stroke model after the administration of human bone marrow mesenchymal stem
cells, ultrasound was shown to promote neuronal differentiation, improving functional
recovery, and reducing infarct volume [25].

Ultrasound is known to enhance thrombolytic drug activity [41,42] and to improve
clot lysis. High-intensity focused ultrasound (1.5 MHz) initiates thrombolysis safely and
effectively in rabbits subjected to an embolic stroke [43]. Low-intensity ultrasound (25.570
Hz) was employed in parallel to tPA infusion in a rat model of embolic ischemic stroke. The
combination was more effective than tPA treatment alone in reducing infarct volume [26].
The administration of microbubbles, with or without tPA, can further enhance ultrasound
thrombolysis [27,44,45]. Gao S et al. reported that intravenous microbubble administration
(without tPA) and the use of ultrasound improved CBF by recanalizing the ipsilateral carotid
artery of pigs [28]. This strategy also reduced infarct volume in rabbits with internal carotid
embolization [29] and reduced glutamate concentration, suggesting a protective role for
ultrasound and microbubbles in rats with acute ischemic stroke [30]. The combination of
tPA and microbubble+ultrasound in a rabbit arterial embolic stroke model led to a reduction
in infarct volume and hemorrhage formation [27] and improved microvascular patency in
rats after MCAO [31]. Culp WC et al. demonstrated that the intravenous administration of
microbubbles loaded with a glycoprotein 2b/3a receptor antagonist successfully augmented
the effect of transcutaneous low-frequency ultrasound (1 MHz) in dissolving acute intracranial
thrombi without thrombolytic drugs in a swine stroke model [32].
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Table 1. Main experimental animal models of stroke (ischemic stroke and intracerebral hemorrhage) using ultrasound with monitoring and therapeutic application.

ISCHEMIC STROKE

Reference Sex/Species/n Stroke type Ultrasound Frequency Duration Application Findings

Els T. [11] M/New Zealand
rabbits/9 MCAO Transcranial Doppler 4 MHz Burst interval of 2 s Monitoring: CBF velocity

measurements
Decrease in CBF in the affected

hemisphere

Premilova D. [12] M/SD rats/16 MCAO Transcranial CEU 15.2 Hz 3 times,
60 s

Monitoring: CBF velocity
measurements Hyperemia poststroke

Brunner C. [14] M/SD rats18 MCAO fUS 15 MHz 3 min Monitoring: CBF velocity
measurements

Mapping changes of CBF in
stroke

Li L. [17] M/SD rats/12 MCAO Transcranial Doppler
ultrasonography 6.3 MHz – Monitoring: CBF velocity

measurements
Redistribution of CBF after

stroke

Bonnin P. [18] M&F/Wistar rats/92 MCAO Colour Doppler 12 MHz 15 min Monitoring: CBF velocity
measurements Collateral CBF protective role

Brunner C. [19] M/SD rats/12 MCAO fUS 1.43 MHz

30 min (baseline),
90 min (occlusion

period) and 90 min
(after clip removal)

Monitoring: CBF velocity
measurements

Contralesional CBF response
after stroke

Hingot V. [20] M/Swiss mice/19 MCAO Ultrafast 500 Hz – Monitoring: CBF
measurements

Hypoperfusion in ischemic
lesion after stroke

Guo T. [21] M/SD rats/38 MCAO pTUS 0.5 MHz 60 min Therapeutic: protective role of
ultrasound

Promotion of CBF, decrease of
ischemic lesion

Alexandrov AV.
[22]

–/Long-Evans
rats/32 MCAO Pulsed-wave

transcranial 2 MHz 90 min Therapeutic: effect on infarct
volume

Reduction of ischemic brain
damage and oedema

Promotion of microcirculation

Chen CM. [23] M/C57BL/6 mice/18 MCAO Low-intensity pulsed 1 MHz 15 min daily Therapeutic: protective effect

Reduction of brain damage
VEGF levels recovered

Increase BDNF
protein expression

WU CT. [24] M/C57BL/6 mice/40 MCAO Low-intensity pulsed 1 MHz 15 min daily Therapeutic: prevention of
recurrent stroke

Reduction of lethality rate
Prevent histopathological

changes in
brain
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Table 1. Cont.

ISCHEMIC STROKE

Reference Sex/Species/n Stroke type Ultrasound Frequency Duration Application Findings

Cho SE. [25] M/C57BL/6N
mice/30 Photothrombosis – 0.04 MHz 20 min/day

Therapeutic: evaluation of
ultrasound effect in vitro and

in vivo

Promotion of neuronal
differentiation and

neurogenesis

Daffertshofer M.
[26]

–/Wistar & SD
rats/47

Embolic
stroke Low-intensity 22.570 Hz 1 h Therapeutic: ultrasound with

tPA Reduction of infarct volume

Brown AT. [27] –/New Zealand
rabbits/– Emboli – 1 MHz 60 min Therapeutic: ultrasound and

MB with tPA

Significant clot lysis.
Reduction of infarct volume

and ICH

Gao S. [28] –/Pigs/– Bilateral
ICAO Transcranial 1.6 MHz 5 and 20 µs Therapeutic: ultrasound w/o

MB Improvement in CBF

Culp WC. [29] –/New Zealand
Rabbits/74

Internal
carotid

embolization
Pulsed-wave 1 MHz 1 h Therapeutic: ultrasound and

MB or tPA Reduction of infarct volume

Fatar M. [30] M/Wistar rats/16 MCAO TCCD 2 MHz 30 min Therapeutic: ultrasound and
MB Reduction of infarct volume

Schleicher N. [31] M/Wistar rats/36 MCAO Transcranial 3 MHz 60 min Therapeutic: ultrasound and
MB with tPA

Improvement of microvascular
patency

Culp WC. [32] –/Pigs/15 Autogenous
thrombus LFUS 1 MHz 24 min Therapeutic: ultrasound and

MB with glycoprotein Augmented thrombolysis

Rodríguez-
Frutos B.

[33]
M/SD rats/143 Subcortical

stroke UTMD 7 MHz 5 min Therapeutic: ultrasound and
MB with trophic factor

Functional recovery.
Fiber connectivity restoration

Increased brain marker
expression

Zhao R. [34] M/SD rats/30
Intraluminal

MCA
blockage

UTMD 1.03 MHz 60 s Therapeutic: ultrasound and
MB with phosphatidylserine

Reduction in time of BBB
opening

Produced an early activated
microglia/macrophage

Wang HB. [35] F/CD1 mice/– Transient
MCAO UTMD 1.6 MHz 5 min Therapeutic: ultrasound and

MB with VEGF gene

Infarct areas and apoptosis
reduction

Increased vessel density
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Table 1. Cont.

HEMORRHAGIC STROKE

Reference Species Stroke type Ultrasound type Frequency Duration Application Findings

Mu HM. [36] M/SD rats/280 ICH Therapeutic 1 MHz 15 min, once daily Therapeutic: effects on brain
angiogenesis

Increase expression of
integrins and collagen

Microvessels formation
promotion

Functional recovery

Ke Z. [37] M/SD rats/18 ICH Transcranial Doppler 4–13 MHz – Monitoring: CBF velocity
measurements

Flow velocity changes after
stroke

Stroick M. [38] M/Wistar rats/14 ICH Transcranial 2 MHz 30 min Therapeutic: ultrasound and
MB safety

Ultrasound + MB due not
increase additional damage

Zhou X. [39] M/Dogs/12 ICH Contrast-enhanced
ultrasound 7 MHz Every 30 min until

hematoma formed
Monitoring: hematoma

visualization Brain hemorrhage imaging

Abbreviations: BBB, blood brain barrier; CBF, cerebral blood flow; CEU, contrast-enhanced ultrasound; F, female; fUS, functional ultrasound; ICAO, internal carotid artery occlusion; ICH, intracerebral
haemorrhage; LFUS, low-frequency ultrasound; M, male; MB, microbubbles; MCA, middle cerebral artery; MCAO, middle cerebral artery occlusion; MHz, megahertz; pTUS, pulsed transcranial ultrasound; SD,
Sprague-Dawley; TCCD, transcranial color-coded duplex sonography; tPA, tissue plasminogen activator; UTMD, ultrasound-targeted microbubble destruction; –, not indicated.
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Ultrasound-targeted microbubble destruction (UTMD) is a technique that uses low-
frequency moderate-power ultrasound in combination with microbubbles that encapsulate
drugs to enhance drug delivery into tissues. Ultrasound can increase microvessel perme-
ability and trigger cavitation, thus allowing transport of microbubbles and release of drugs
into the desired area [46,47].

Moreover, one of the applications of ultrasound in the brain is the temporary opening
of the blood brain barrier (BBB) [48]. The detailed mechanism behind ultrasound-mediated
BBB disruption is still under investigation, but two major mechanisms were proposed as
an explanation. Both stable and inertial cavitation together with microbubbles can help
open the BBB. However, whereas stable cavitation disrupts the BBB via wobbled expansion
and contraction of microbubbles, inertial cavitation is caused by the violent collapse of the
microbubbles, which could lead to vascular damage [49]. The first study of ultrasound-
induced BBB opening showed small lesions with severe parenchymal damage [50]. Recent
research has indicated that low-frequency and focused ultrasound noninvasively opens the
BBB and increase expression of caveolin, which plays an important role in the transport of
large vesicles [51,52]. The duration of BBB disruption is also under investigation and might be
related to the diameter of the delivered substances. Small particles of 1 nm can cross several
hours after BBB disruption, with complete BBB restoration after 24 h; 4 nm particles stopped
crossing the BBB after 2 h [53]. Regardless of the duration of the BBB opening, cavitation
allows large molecules and genes to cross the plasma membranes of cultured cells after the
application of acoustic energy [54,55]. These findings improve our understanding of how
ultrasound influences the BBB and help the development of new drugs.

Drug-loaded microbubbles can be excited and broken by ultrasound thus releasing
substances to desired targets and, increasing the local drug concentration. For example,
microbubble encapsulation and ultrasound delivery of BDNF to the lesion site improves
functional recovery, which is associated with tract connectivity restoration, remyelination,
and brain recovery markers in a rat model of ischemic stroke [33]. The release of phos-
phatidylserine contained in microbubbles using ultrasound activated microglia during
neuroinflammation after stroke in rats [34]. UTMD could be also used in gene therapy.
For instance, it was applied in mice after transient MCAO for delivery of VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) gene and demonstrated a reduction in ischemic injury [35]
(Table 1).

3. Ultrasound Applications in Intracerebral Hemorrhage

ICH is produced by blood extravasation into the brain [39], with a significant increase
in volume growth after the first few hours [36,56]. ICH lacks effective treatments, leading to
high mortality and morbidity [36,39] and producing severe neurological outcomes. There-
fore, the early detection of ICH and the development of effective therapeutic approaches
assume great importance, with ultrasound-based technologies opening up a promising
field of research and treatment.

3.1. Ultrasound Monitoring in Intracerebral Hemorrhage

Few studies employed it in an experimental animal model of ICH. Doppler can be
used in ICH to study tissue perfusion in animal models [37]. To our knowledge, the study
by Ke Z et al. [37] is the only one to use high-frequency Doppler ultrasound (4–13 MHz) to
analyze blood flow velocity changes in certain arteries in rats before and after ICH. As the
authors noted in the study, this tool could be employed in future studies combined with
protective agents that affect cerebral hemodynamics after ICH [37] (Table 1).

Despite the use of ultrasound in ischemic stroke, ultrasound is underutilized in the
monitoring of ICH, resulting from a lack of scientific evidence in this field. B-mode
ultrasound could be used to monitor hematoma volume in experimental models of ICH.
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3.2. Therapeutic Ultrasound in Intracerebral Hemorrhage

Only a few studies employed ultrasound as treatment for ICH. Repeated applications
of ultrasound in rats following ICH were shown to promote brain angiogenesis by enhanc-
ing the expression of extracellular matrix molecules (such as collagen and integrins) and
accelerating neurological recovery [36]. Stroick M et al. demonstrated that ultrasound
combined with microbubbles did not increase the hematoma volume, brain oedema extent,
or apoptosis rate in rat brains during ICH [38]. Moreover, in a study conducted in dogs
with ICH, the tandem ultrasound-microbubbles was used visualizing successfully the
hematoma through the bone window [39] (Table 1).

4. Safety of Ultrasound

Safety is the primary consideration when applying a technique in in vivo research.
Brain barriers are crucial in neurological diseases. Preclinical studies in animals provide
an overwhelming advantage when evaluating the safety of ultrasound exposure, given
that there are various methods to evaluate the BBB integrity that cannot be performed on
humans. The most commonly used technique to assess the opening of the BBB in preclinical
studies was the administration of Evans Blue [57].

This chemical is intravenously administered during exposure with ultrasound and its
extravasation to the brain parenchyma is studied using a fluorescence microscope post-
mortem [33]. More advanced techniques allow for the observation of BBB integrity in vivo.
The use of a gadolinium-based contrast can be imaged by magnetic resonance imaging
(MRI), assessing BBB opening after ultrasound exposure and evaluating the extravasation
of this agent into the brain parenchyma [58]. Lastly, hemorrhagic transformation is an
important concern to consider because ultrasound exposure could disrupt the integrity
of vessels in the brain. The presence of hemorrhage can be analyzed in animal models by
using hematoxylin and eosin, Nissl staining in postmortem tissue and by MRI in vivo [59].
Immunohistochemistry and immunofluorescence are techniques used to evaluate the safety
of ultrasound exposure by analyzing the integrity of the blood vessels by using antibodies
against ZO-1 (Zona Occludens-1) or lectin markers [33]. These techniques also allow us to
analyze apoptosis, necrosis, abnormal cell migration and membrane dysfunction in the
parenchyma using a fluorescence microscope postmortem.

Several parameters are important to safety, such as frequency, intensity, mechanical
index, duty cycle or pulse repetition frequency, no consensus was reached. Since different
settings are used for monitoring and treatment using ultrasound, the safety concerns will
be treated separately.

4.1. Safety Data of Ultrasound in Monitoring Stroke

Several studies using ultrasound imaging in animal models have reported no tissue
damage using a 6.3 MHz linear transducer [17], 12 MHz linear transducer [18] and 15 MHz
linear array transducer [14] in MCAO models. Other studies applied imaging ultrasound
in an embolic stroke model using a 12 MHz linear transducer and did not report secondary
effects [60]. Moreover, imaging ultrasound was also applied in an animal model of ICH
using 13–14 MHz transcranial Doppler ultrasonography and did not report secondary hem-
orrhages [37]. Other studies examined the brain’s blood flow and anatomical structures
in healthy animals using a 13 MHz linear transcranial transducer [61] and 16 MHz trans-
ducer [62]. Considering these studies, the range of 12–16 MHz frequencies to be safe for
imaging in the animal brain. However, other frequencies of ultrasound, such as 20 MHz,
were shown to initiate cellular injury by inactivating several enzymes and causing free radical
production in the brain [63], and ultrasound exposure of 3 MHz increased antioxidant enzyme
activities in the rat brain [64]. Therefore, demonstrating safety at the 12–16 MHz frequency
range does not directly lead to safety at lower frequencies. Further studies investigating the
safety of ultrasound during imaging would help set limits on the machine output parameters
and determine which frequency range is adequate and safe to use.
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4.2. Safety Data of Therapeutic Ultrasound in Stroke

When ultrasound is used as a treatment, the waves need more energy compared with
that of imaging applications. The absorption of energy within tissue leads to a rise in
temperature. This phenomenon is known as the thermal effect [65]. The magnitude and
duration of the temperature increase may cause tissue damage. Ultrasound waves also
lead to mechanical effects that result in pressure changes, shear forces, and cellular damage
with molecule release [65].

Lower frequencies demonstrated safety in experimental animal models of stroke:
0.5 MHz may have protective effects and promote CBF [21], 1 MHz can reduce brain
damage [23] and neuronal apoptosis [24], and 2 MHz can reduce brain oedema and
ischemic injury [22]. For ultrasound enhanced thrombolysis frequencies of 1.5 MHz [43]
was shown to be safe.

Some studies analyzed how microbubble cavitation threshold can be reduced when
combined with ultrasound [66]. Cavitation is indicated by the mechanical index [67],
this is another important parameter to take into account for the safety of the technique.
Although the optimal mechanical index to be used is yet to be determined [68], the British
Medical Ultrasound Society established a mechanical index limit of 0.7 for microbubble
cavitation [69]. Not only is the mechanical index important when evaluating the safety
of ultrasound-induced microbubble cavitation as a treatment for stroke, but also the
frequency is a relevant parameter. The first study that demonstrated the safety of combined
ultrasound and microbubbles after acute cerebral ischemia in rats was performed by Fatar
M et al. in 2008 and used 2 MHz of frequency [30]. Since then, ultrasound cavitation of
microbubbles was also shown to not induce secondary hemorrhage in animal models of
ischemia using frequencies between 1.6 and 7 MHz [53,55,70], and in models of hemorrhage
using 2 MHz [38].

Another relevant safety aspect to consider is the intensity. Intensities 57 and
86 mW/cm2 [21], 128 mW/cm2 [22], and 528 mW/cm2 [23] used as a therapy to promote
brain protection and reduce ischemic damage were found to be safe in an experimental
animal model of stroke.

The use of continuous Doppler mode was shown to induce greater tissue damage
than the pulsed application in animal models. Schneider F et al. showed that transcranial
application of 20 kHz continuous ultrasound as a treatment in rats caused vasogenic and
cytotoxic brain oedema and a loss of neuronal cells, resulting in a higher death cell rate [71].
To prevent brain damage, as mentioned before, pulsed mode emerged as an option to
reduce the adverse effects in terms of mortality, lesion volume and recovery [72]. The
pulse repetition frequency of each mode should also be taken into consideration. In one
study, the ischemic core was exposed to an ultrasound signal for 360 trials of 0.4 s every
10 s, which did not produce any adverse effects [21]. Another study targeted ultrasound
on the injured cortical areas in rats every 5 min for 15 min per day for a maximum of
5 days, which also did not produce any adverse effects [23]. Again, no adverse effects were
found when rats received 1 ms ultrasound bursts every second for 20 s [43]. Another study
directed ultrasound waves at the left hemisphere for 5 min, giving ultrasound bursts every
500 ms; no adverse effects were detected [35]. No tissue damage was detected when using
ultrasound with a duty cycle of 20% for 1 h in parallel to recombinant tPA infusion [26].

5. Limitations and Future of Ultrasound
5.1. Limitations of Ultrasound

Despite all its advantages, ultrasound currently has certain limitations. The technique
requires the knowledge and expertise of a well-trained operator [2], and therefore caution
is necessary when acquiring and interpreting images. A standardization of ultrasound
parameters is also needed, given that several studies have failed to report the intensity, du-
ration and mechanical index employed, hindering the studies’ reproducibility [73]. Another
limitation of ultrasound is its reduced penetration in the presence of bone structures [2,74].
In certain studies, this limitation was countered by thinning or removing the skull [14,75],
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which causes additional damage. The lack of scientific articles on the use of ultrasound
in experimental models of stroke also highlights the need for further research in this area,
especially in ICH.

5.2. Future of Ultrasound in Preclinical Models
5.2.1. New Approaches of Ultrasound

The information on brain anatomy provided by ultrasound may help research on
neurological diseases. B-mode echography was proven as a feasible tool for noninvasively
studying anatomical structures of the rat brain [61] and, Superb Microvascular Imaging
(SMI), an advanced and innovative ultrasound mode based on Doppler, allows study of
microvascular blood flow with and without contrast agents, enabling the creation of an
innovative vascular brain map [61].

Technological advances such as “ultrafast” ultrasound systems can process thousands
of frames per second. The study conducted by Macé E et al. employed this technique
to quantify blood perfusion differences in the rat brain [76]. Ultrasound localization mi-
croscopy (a super-resolution ultrasound imaging based on ultrafast ultrasound) increased
sensitivity and image definition, enabling the study of cerebral blood volumes in mice after
stroke [20]. This ultrasound modality could become an interesting tool for obtaining deep
super-resolution vascular images and providing improved transcranial imaging.

Tan JK et al. demonstrated that gene transfer after prior administration in the intraven-
tricular area could be increased by the use of ultrasound through a temporal opening of the
choroid plexus epithelium [77]. The combined use of ultrasound-mediated BBB opening
and microbubbles for drugs or gene delivery could be further developed for future clinical
applications. Currently, several clinical trials are underway assessing the safety of BBB
disruption in a variety of diseases [78]. Lastly, stem cell-based therapies offer a promising
view of stroke treatment. In this field, a new therapeutic approach for ultrasound could
be based on the biological effect of focus ultrasound in increasing the efficacy of stem cell
homing in the brain parenchyma after their intravenous administration [79].

These advances could enhance the widespread use of ultrasound and its variants in
future preclinical studies, as well as in the clinic. The versatility of ultrasound and its
prospects provide the option of obtaining data in real-time and could lead to shorter delays
to treatments for various neurological diseases.

5.2.2. Imaging 3D/4D in Ultrasound

Other novel techniques, such as 3D and 4D model ultrasound, could emerge as pow-
erful modalities of choice in the diagnosis of various diseases [80]. Work performed on
rodents [81,82], pigeons [83], and ferrets [84] were able to construct 3D maps of brain activ-
ity and to obtain 3D vascular imaging. Additionally, we also find ultrasound neuroimaging
in 4D. In preclinical studies, 4D ultrasound microvascular imaging could become a valu-
able tool for studying brain hemodynamics, cerebral flow autoregulation and vascular
remodeling after stroke [85]. Also, it was demonstrated that 4D functional ultrasound can
be used to obtain 4D functional connectivity in rats [86]. These results suggest a possible
new modality for neuroimaging of the brain that could expand the observation and study
of the whole brain in animal models

6. From Preclinical Models to Clinical Practice

In humans, ultrasound is used extensively and the possibility of developing new
advances for monitoring or therapeutic purposes in animals may help to expand its use
in the clinic. Being able to use ultrasound in the laboratory will accentuate the similarity
between the two scenarios, which is fundamental in translational research.

Ultrasound is widely used as a diagnostic tool in patients with ischemic stroke [7].
However, is not routinely employed in patients with ICH, despite its potential role in the
measurement of ICH volume and growth [1,39,87,88].
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In clinical practice, ultrasound was used ad and adjuvant to thrombolysis, the so-
called sonothrombolysis. This approach improves arterial recanalization and functional
outcomes. [89]. However, there is a shortfall in the translation of therapeutic studies
with microbubbles. Currently, in vitro and in vivo studies are exploring the possibility
to enhance transgene expression and targeted drug delivery without adverse effects [90].
For this reason, development in ultrasound application with microbubbles will allow new
therapeutical approaches for stroke patients.

7. Conclusions

Ultrasound is a noninvasive, low-cost, rapid, and safe technique whose versatility
makes it an imaging tool worth considering for stroke, given that stroke requires rapid and
appropriate action. In preclinical studies of stroke (ischemic stroke and ICH), ultrasound
proved to be useful in monitoring and as a therapeutic tool, and its safety profile was
demonstrated in various experimental animal models. At present, however, only a few
studies were performed on its use in stroke, particularly regarding ICH. The lack of
scientific data on the application of ultrasound in the preclinical field of stroke necessitates
continuing the study of this promising imaging technique to solve its present limitations
and to safely transfer the results from bench to bedside.
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B-Mode Ultrasound, a Reliable Tool
for Monitoring Experimental
Intracerebral Hemorrhage

Mari Carmen Gómez-de Frutos 1†, Iván García-Suárez 1,2†, Fernando Laso-García 1,

Luke Diekhorst 1, Laura Otero-Ortega 1, María Alonso de Leciñana 1, Blanca Fuentes 1,

María Gutiérrez-Fernández 1*, Exuperio Díez-Tejedor 1‡ and Gerardo Ruíz-Ares 1*‡

1Neurological Sciences and Cerebrovascular Research Laboratory, Department of Neurology and Stroke Center,

Neuroscience Area of IdiPAZ Health Research Institute, La Paz University Hospital, Universidad Autónoma de Madrid,

Madrid, Spain, 2Department of Emergency Service, San Agustín Hospital, University of San Agustin, Asturias, Spain

Background: Magnetic resonance imaging (MRI) is currently used for the study of

intracerebral hemorrhage (ICH) in animal models. However, ultrasound is an inexpensive,

non-invasive and rapid technique that could facilitate the diagnosis and follow-up of ICH.

This study aimed to evaluate the feasibility and reliability of B-mode ultrasound as an

alternative tool for in vivo monitoring of ICH volume and brain structure displacement in

an animal model.

Methods: A total of 31 male and female Sprague-Dawley rats were subjected to an ICH

model using collagenase-IV in the striatum following stereotaxic references. The animals

were randomly allocated into 3 groups: healthy (n= 10), sham (n= 10) and ICH (n= 11).

B-mode ultrasound studies with a 13-MHz probe were performed pre-ICH and at 5 h,

48 h, 4 d and 1 mo post-ICH for the assessment of ICH volume and displacement of

brain structures, considering the distance between the subarachnoid cisterns and the

dura mater. The same variables were studied by MRI at 48 h and 1 mo post-ICH.

Results: Both imaging techniques showed excellent correlation in measuring ICH

volume at 48 h (r = 0.905) and good at 1 mo (r = 0.656). An excellent correlation was

also observed in the measured distance between the subarachnoid cisterns and the dura

mater at 1 mo between B-mode ultrasound and MRI, on both the ipsilateral (r = 0.870)

and contralateral (r = 0.906) sides of the lesion.

Conclusion: B-mode ultrasound imaging appears to be a reliable tool for in vivo

assessment of ICH volume and displacement of brain structures in animal models.

Keywords: B-mode ultrasound, experimental, intracerebral hemorrhage, magnetic resonance imaging,

ultrasound, rat

INTRODUCTION

Intracerebral hemorrhage (ICH) accounts for 10–15% off all strokes (1, 2) and is the most lethal
form of stroke, with high morbidity and mortality (3–5). One of the most important prognostic
factors is the severity of bleeding and the volume of the hematoma (5).

Due to its high sensitivity and specificity, computed tomography (CT) is the gold-standard
for diagnosing ICH in patients in the acute setting (1, 3), whereas magnetic resonance imaging
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(MRI) is often used as a complementary method to determine the
underlying causes and to add information on the evolutionary
stage of the ICH (3, 6, 7). In animal models, MRI is the preferred
imaging technique to study the brain in vivo, particularly in
small animals, due to its sensitivity and high-resolution for small
animal imaging (8–10). In rat models of ICH, MRI has only
recently been employed (8). However, factors such as availability,
tolerability, acquisition time, transport and clinical status can
hinder the performance of this technique and should be taken
into account (3, 11).

Conversely, ultrasound is a rapid, non-invasive, inexpensive,
accessible and well-tolerated imaging technique that can be
easier to perform (12, 13). Its versatility and ability to obtain
dynamic and real-time images allow us to acquire structural
and functional information with sufficient spatial and temporal
resolution (14). These characteristics make this tool suitable
to be used routinely in rodents. Until now, however, although
ultrasound has been used to study hemodynamic changes after
ICH in animal models, B-mode ultrasound has not been used to
assess the brain parenchyma or the structural changes produced
by the ICH (15–17).

The development of methods for rapid detection and
accurate monitoring of spontaneous ICH in animals is one of
the preclinical research priorities of the Hemorrhagic Stroke
Academia Industry (HEADS) recommendations (18). Given
the above-mentioned advantages, B-mode ultrasound images
could be used to assess the structural changes resulting
from ICH, helping reduce the use of MRI. Therefore, the
aim of this study was to assess the usefulness of B-mode
ultrasound imaging for monitoring ICH in an experimental
animal model by comparing the data obtained by MRI
and ultrasound.

MATERIALS AND METHODS

Animals and Intracerebral Hemorrhage
Induction
A total of 33 male and female Sprague Dawley rats (8–9
weeks old, weighing 225–275 g) were employed in this study.
We induced general anesthesia with 8% sevoflurane in a 1-
l/min oxygen flow and maintained it with 4% sevoflurane
in a 1-l/min oxygen flow with a face mask. Meloxicam
(2 mg/kg) was subcutaneously administrated for analgesia
induction. For ICH induction, the animals were placed in a
stereotactic frame (Stoelting). We injected 0.5U of collagenase
type-IV (Sigma-Aldrich, USA) diluted in 1 µL of saline
by a craniotomy performed close to the bregma with the
following stereotaxic coordinates: 0.04mm posterior, 0.35mm
lateral and 0.6mm ventral, as previously described (19). This
model is simple and has high reproducibility of striatal
ICH (20).

The animals were randomly distributed in 3 experimental
groups: 1, healthy group (n = 5 males and 5 females); 2, sham
group (subjected to surgery without hemorrhage, n = 5 males
and 5 females); 3, ICH group (subjected to hemorrhage, n = 6
males and 5 females) (Figure 1A).

Functional Evaluation Scales
The animals were evaluated before ICH induction and at 48 h,
4 d and 1 mo post-ICH by a researcher blinded to the different
experimental groups. The motor function of the animals was
studied using the rotarod, beam walking, modified beam walking
and modified Rogers tests. All the animals received pre-training
3 d before hemorrhage induction.

The beam walking test studies the capacity of animals to stay
on a wooden beam (2.5 × 2.5 × 80 cm), assigning the following
scores: 0, crosses the beam without foot slip; 1, crosses but holds
on to the lateral side of the beam; 2, able to traverse the beam,
but with difficulty, crawling; 3, requires >10 s to cross; 4, unable
to cross; 5, unable to move the body or any limb on the beam; 6,
unable to stay on the beam >10 s (21).

With the tapered walking beam test, we analyzed the hind
limb functions, studying the ability of the rats to cross to another
wooden beam. The left hind limb slip ratio was calculated as
follows: (total slips+ 0.5× half slips)/total steps× 100% (22, 23).

In order to study the motor coordination of the animals, the
rotarod test was performed. The animals were placed in a rotated
cylinder that progressively increased in speed (4–40 rpm) for
2min maximum (24).

A variant of the Rogers test was used to assign scores as
follows: 0, no functional deficit; 1, lack of full extension of
the forepaw; 2, decreased grip of forelimb while tail gently
pulled; 3, spontaneous movement in all directions, contralateral
circling if the tail is pulled; 4, circling; 5, movement only when
stimulated; 6, unresponsive to stimulation with a decreased level
of consciousness; 7, dead (25).

Imaging
To assess hemorrhage volume and brain structure displacement,
both B-mode ultrasound imaging and MRI were performed.

Transcranial B-mode ultrasound (Xario 200G, TUS-X200,
Canon) was performed using a 13-MHz lineal multi-frequency
transducer (PLU-1204BT, Canon) with a mechanical index of 1.4
and optimization and constant adjustments in gain and depth
throughout the experiments. Animals were anesthetized with 8%
sevoflurane in a 1 l/min oxygen flow and maintained it with 4%
sevoflurane in a 1 l/min oxygen flow with a face mask. Each
scanning session had a maximum duration of 10 min.

B-mode ultrasound was performed within 5 h after surgery
and at 48 h, 4 d and 1 mo post-ICH to analyze ICH volume. The
displacement of brain structures was also measured before ICH
induction (pre-ICH). To study the ICH volume, 2 ultrasound
scans were performed for each animal, 1 in the coronal plane and
1 in the sagittal plane with the animals placed in a prone position.
The transducer was positioned perpendicular to the head to
obtain coronal images, and parasagittal images were obtained
with the transducer longitudinal to the head (Figure 1B). ICH
was identified with hyperechogenic appearance at 48 h and
hypoechoic appearance at 1 mo. To study the displacement of
the cerebral structures, the subarachnoid cisterns were used as
a reference (26). For this purpose, the transducer was placed
perpendicular and caudal to the head.

MRI was performed at 48 h and 1 mo post-ICH on a Bruker
Pharmascan Biospect system (Bruker Medical Gmbh, Ettlingen,
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FIGURE 1 | (A) Scheme of the experimental animal protocol. ICH was induced in male and female Sprague-Dawley rats by administration of collagenase type-IV in

the striatum. Motor function was evaluated by the Rogers, beam walking, tapered beam walking and Rotarod tests pre-ICH and at 5 h, 48 h, 4 d and 1 mo before ICH

induction. Imaging studies by MRI (48 h and 1 mo post-ICH) and B-mode ultrasound (pre-ICH and at 5 h, 48 h, 4 d and 1m post-ICH) were performed to study the

volume of hemorrhage as well as the displacement of brain structures. (B) Placement of the transducer for B-mode ultrasound studies. The coronal view positioning

the transducer perpendicular to the head of the animals allows to study the maximum length “A” and the maximum width “B” of the hemorrhage volume and to

analyze brain structures displacement (left image). The thickness of the hemorrhage “C” was acquired in the parasagittal view with the transducer longitudinal to the

head (right image). ICH, intracerebral hemorrhage; MRI, magnetic resonance imaging.
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Germany), using T2-weighted (T2-W) spin-echo anatomical
images acquired using a 7.0-T horizontal-bore superconducting
magnet with a 1H circular polarized volume coil with an inner
diameter of 40mm and a Bruker gradient insert 90mm in
diameter (maximum intensity 36 G/cm), equipped with a 1H
receive-only mouse brain surface coil, volume transmission
coil and Bruker gradient insert 90mm in diameter (maximum
intensity 36 G/cm). Animals were anesthetized with a 2%
sevoflurane-oxygen mixture in an induction chamber, and the
flow of anesthetic gas was constantly regulated to maintain
a breathing rate of 50 +/– 20 bpm. The physiological state
of the rats was monitored using a monitoring system by SA
Instruments (Stony Brook, NY) that controlled the respiratory
rate and body temperature. T2 imaging lasted 20min. Images
were analyzed with the ImageJ 1.52 program (National Institutes
of Health, USA), identifying the hyperintense lesion at 48 h and
the heterogeneous lesion (hyper- and isointense) at 1 mo.

For both the B-mode ultrasound and MRI studies, the
AxBxC/2 formula (27, 28) was employed for the ICH volume,
and brain structure displacement was studied using as reference
the distance between the subarachnoid cisterns and the dura
mater previously identified (26). In order to identify the
displacement and magnitude of this, the distance from the
dura mater to the subarachnoid cisterns was measured, and the
cistern displacement ratio (CDR), to normalize and refer to the
contralateral side, was calculated with the following formula:
cisterns to dura mater distance on the side ipsilateral to the
lesion/cisterns to dura mater distance on the side contralateral
to the lesion. After normalization of the distance between the
subarachnoid cisterns and the dura mater, a value of 1 in the CDR
indicates no displacement of brain structures, >1 an increase of
the distance in the hemisphere ipsilateral to the lesion, and <1
an increase of the distance in the hemisphere contralateral to
the lesion.

Statistics
The results are expressed as mean ± standard deviation. At least
10 rats were estimated to be required for each group to obtain
differences between groups for a significance level of 5% (alpha)
and a power of 80% (1-beta). The rats that died before the end
of the study were immediately replaced by new ones until a total
of 10 rats per group was reached. The data were compared using
an analysis of variance for each factor and corrected with Tukey’s
post hoc test when the data followed a normal distribution. If the
data followed a non-normal distribution, they were compared
with the Kruskal-Wallis test followed by the Mann-Whitney test.
In the case of comparisons within the same experimental group, a
t-test for related samples was performed in the case of normality,
and the Wilcoxon signed-rank test in the case of non-normality.
Pearson’s (r) (parametric test) or Spearman’s (ρ) (non-parametric
test) correlation coefficient was used to measure the strength of
the relationships between the variables (functional evaluation,
hemorrhage volume and brain structure displacement). P-values
< 0.05 were considered significant at a 95% confidence interval.
Data were calculated using IBM SPSS 23 (Armonk, NY, USA),
and the figures were obtained using GraphPad Prism 8 (San
Diego, CA, USA).

Ethics Statement
The experiments were conducted according to the Stroke
Therapy Academic Industry Roundtable, RIGOR and HEADS
recommendations (18, 29, 30) and the Animal Research:
Reporting of In vivo Experiments guidelines (31) at our
Neurological Sciences and Cerebrovascular Research Laboratory,
La Paz University Hospital, Madrid, Spain. Animal care and
experimental procedures were designed in accordance with our
medical school’s Ethical Committee for the Care and Use of
Animals in Research (Ref. PROEX 296/16) according to the
Spanish (RD 1201/2005 and RD53/2013) and European Union
(EU) (86/609/CEE, 2003/65/CE, 2010/63/EU) rules.

RESULTS

Clinical Status and Mortality
The functional status as well as the study variables in the
experimental groups are shown in Table 1.

A total of 2 rats died before the end of the study: 1 from the
ICH group during the surgery and 1 from the healthy group
during the MRI at 48 h.

Intracerebral Hemorrhage Volume With
B-Mode Ultrasound and Magnetic
Resonance Imaging
A decrease in the size of the ICH was observed throughout
the study. By B-mode ultrasound, the ICH volume showed a
significant decrease between 4 d and 1 mo (p = 0.001). Also by
MRI, a significant decrease in ICH volume was observed between
48 h and 1 mo (p= 0.001) (Table 1, Figure 2A).

The measures obtained showed an excellent correlation
between both techniques at 48 h (Pearson’s correlation coefficient
(r) 0.905, p = 0.001). At 1 mo after ICH, there was also a good
correlation (r = 0.656, p= 0.028) (Table 1, Figures 2A,B).

In addition, it has been observed that the hyperechogenicity of
the ICH at 5 h decreased over time until hypoechogenic signals
were observed at 1 mo (Figure 2C).

Brain Structure Displacement by
Intracerebral Hemorrhage as Shown by
B-Mode Ultrasound and Magnetic
Resonance Imaging
By B-mode ultrasound, no differences were observed in the CDR
between the healthy and sham groups pre-ICH (p= 0.422), at 5 h
(p= 0.295), 48 h (p= 0.933), 4 d (p= 0.213) or 1 mo (p= 0.870)
(Table 1, Figures 3A,B).

Pre-ICH, the CDR in the ICH group showed no significant
differences compared with the healthy (p = 0.352) or sham
groups (p = 0.788). Also, no differences were observed at 5 h
between the ICH and the healthy (p= 0.192) and sham (p= 1.00)
groups. However, there was an increase in the CDR in the ICH
group at 48 h compared with the healthy (p = 0.001) and sham
(p = 0.004) groups. At 4 d, an increase was found only between
the ICH and healthy animals (p= 0.026); only a trend was found
with the sham animals (p = 0.062). These significant differences
were no longer present at 1 mo between the ICH group and
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TABLE 1 | Functional evaluation, ICH volume and CDR of the animals analyzed in the study.

Time Healthy

(n = 10)

Sham

(n = 10)

ICH

(n = 11)

P-value

Functional evaluation Rogers

[points (mean ± SD)]

Pre-ICH 0.00 ± 0.00 0.30 ± 0.95 0.00 ± 0.00 0.350

48 h 0.60 ± 1.26 0.60 ± 1.26 3.54 ± 0.93 0.001

4 d 0.30 ± 0.95 1.10 ± 1.45 3.64 ± 0.81 0.001

1 mo 0.60 ± 1.26 0.80 ± 1.32 2.09 ± 1.81 0.065

Beam walking

[points (mean ± SD)]

Pre-ICH 0.00 ± 0.00 0.10 ± 0.32 0.18 ± 0.40 0.383

48 h 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 4.64 ± 1.12 0.001

4 d 0.20 ± 0.63 0.00 ± 0.00 3.45 ± 1.51 0.001

1 mo 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 2.18 ± 1.83 0.001

Tapered beam walking

[% (mean ± SD)]

Pre-ICH 21.65 ± 6.68 20.16 ± 9.90 27.38 ± 13.88 0.376

48 h 20.08 ± 6.91 23.70 ± 10.21 93.89 ± 15.57 0.001

4 d 20.04 ± 9.42 16.01 ± 8.27 85.61 ± 21.70 0.001

1 mo 16.60 ± 8.27 17.16 ± 7.31 68.53 ± 23.24 0.001

Rotarod

[s (mean ± SD)]

Pre-ICH 99.07 ± 33.86 97.73 ± 29.55 113.76 ± 9.79 0.613

48 h 91.63 ± 46.73 107.00 ± 27.01 51.82 ± 27.79 0.004

4 d 98.00 ± 40.74 107.57 ± 17.97 68.88 ± 31.37 0.010

1 mo 91.47 ± 44.59 89.57 ± 36.93 69.82 ± 29.60 0.223

ICH volume US

(mm3 [mean ± SD])

5 h – – 58.92 ± 24.70 –

48 h – – 66.22 ± 23.19 –

4 d – – 65.27 ± 27.62 –

1 mo – – 17.36 ± 9.97 –

MRI

[mm3 (mean ± SD)]

48 h – – 71.86 ± 24.75 –

1 mo – – 21.49 ± 9.74 –

CDR US

(mean ± SD)

Pre-ICH 0.99 ± 0.02 1.01 ± 0.05 1.00 ± 0.00 0.587

5 h 0.99 ± 0.02 1.01 ± 0.05 0.99 ± 0.04 0.401

48 h 0.99 ± 0.02 0.99 ± 0.04 1.06 ± 0.04 0.002

4 d 0.99 ± 0.02 1.00 ± 0.01 1.06 ± 0.04 0.033

1 mo 0.99 ± 0.02 0.99 ± 0.03 1.06 ± 0.06 0.201

MRI

(mean ± SD)

48 h 0.98 ± 0.02 0.99 ± 0.03 1.06 ± 0.04 0.001

1 mo 0.98 ± 0.01 1.00 ± 0.03 1.05 ± 0.07 0.096

Cisterns-dura mater

distance

Contralateral side distance US

[mm (mean ± SD)]

48 h – – 3.75 ± 0.30 –

1 mo – – 3.44 ± 0.29 –

Contralateral side distance MRI

[mm (mean ± SD)]

48 h – – 3.84 ± 0.23 –

1 mo – – 3.49 ± 0.26 –

Ipsilateral side distance US

[mm (mean ± SD)]

48 h – – 3.84 ± 0.41 –

1 mo – – 3.64 ± 0.46 –

Ipsilateral side distance MRI

[mm (mean ± SD)]

48 h – – 4.09 ± 0.30 –

1 mo – – 3.67 ± 0.45 –

CDR, cistern displacement ratio; ICH, intracerebral hemorrhage; MRI, magnetic resonance imaging; US, B-mode ultrasound. Data were compared with Kruskal-Wallis test. Statistically

significant values (p < 0.05) are in bold.

the healthy (p = 0.118) and sham (p = 0.139) groups (Table 1,
Figures 3A,B).

By MRI, the healthy and sham groups also showed no
differences in the CDR at 48 h (p = 0.480) and 1 mo (p = 0.316).
However, an increase in this CDR was found at 48 h in the ICH
group compared with the healthy (p = 0.002) and sham (p =

0.008) groups. However, no differences were found between ICH
and the healthy (p= 0.078) and sham (p= 0.111) groups at 1 mo
(Table 1, Figures 3A,B).

After analyzing brain structure displacement, the correlation
of this variable between the 2 imaging techniques was studied.
At 48 h, a correlation of r = 0.296 (p = 0.376) was observed
between B-mode ultrasound and MRI in the distance between

the cisterns and dura mater on the side contralateral to the
hemorrhage. The correlation that was found in the distance
between B-mode ultrasound and MRI on the ipsilateral side
was r = 0.529 (p = 0.094). Conversely, at 1 mo, the
distance measured by both imaging techniques showed a
correlation of r = 0.906 (p = 0.001) on the contralateral
side and of r = 0.870 (p = 0.001) on the ipsilateral side
(Table 1, Figure 3C).

DISCUSSION

In this study, we demonstrated the feasibility and accuracy
of B-mode ultrasound imaging in the assessment of ICH in
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FIGURE 2 | Hemorrhage volume of the ICH group measured by B-mode ultrasound and MRI (T2 images) (A), and graphs of their correlation at 48 h and 1 mo (B).

Lateral ventricles are colored in light blue and ICH in light yellow in the MRI sections. (C) Representative images of the echogenicity of the cerebral hemorrhage over

time. The hyperechogenicity of the hemorrhage was decreasing from 5h after ICH induction until 1 mo. Data are shown as mean ± SD. ***p < 0.001. ICH,

intracerebral hemorrhage; MRI, magnetic resonance imaging; US, B-mode ultrasound.
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FIGURE 3 | (A) Representative images of the subarachnoid cisterns identified by B-mode ultrasound and MRI (T2) in the different experimental groups at 48 h and 1

mo after ICH induction. Yellow arrows indicate the measured distance. (B) Quantification of the subarachnoid cisterns to dura mater distance ratio (CDR) between the

different experimental groups by B-mode ultrasound and MRI. (C,D) Representative graphs of the correlation between B-mode ultrasound and MRI in the

subarachnoid cisterns to dura mater distance on both the contralateral (left) and ipsilateral (right) sides at 48 h and 1 mo after ICH induction. Data are shown as mean

± SD. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. ICH, intracerebral hemorrhage; MRI, magnetic resonance imaging; US, B-mode ultrasound.
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an experimental animal rat model, showing results that are
equivalent to MRI in measuring ICH volume and secondary
displacement of brain structures.

Although CT is the preferred tool for ICH diagnosis in
patients with acute stroke (3, 32–34), MRI is typically used to
monitor ICH in animal models (8). The ICH volume measured
by the ABC/2 formula in T2∗ MRI scans is closely associated
with that measured in cryosections of mice (35). A good
correlation between MRI and histopathological studies has also
been demonstrated in an ICH model in rats (36). Concretely
in rats, the signal of the hemorrhage by MRI (in T2) is
hypointense, with isointense foci after a few hours (0–12 h) (36–
39), corresponding to edematous areas (38). This hypointensity
switches to hyperintensity after 24–72 h due to erythrocyte
degeneration and cellular debris and is surrounded by a
hypointense ring corresponding to neutrophils and macrophages
(36–38). In agreement with these studies, we also observed the
lesion as a hyperintense signal at 48 h, although the hypointense
ring was not as clear in many of the images. This was probably
due to the fact that the aggregation of neutrophils is maximal
at 48 h; thereafter, the neutrophils disperse toward the center
of the lesion to be replaced by macrophages, resulting in a
less defined ring (38). The lesion remains hyper/isointense due
to cellular debris and fluid-filled spaces with a hypointense
ring of macrophages at 7 d (36–38). At 2–3 weeks and up to
28 d, the hematoma site consists of a fluid-filled cavity with
an iso/hyperintense signal surrounded by a hypointense ring
(macrophages) with dark areas corresponding to areas of necrosis
and cavitations (36, 38, 40) equivalent to our images at 1 mo.

To our knowledge, the 1981 study performed by Enzmann
DR et al. was the first study evaluating ICH with ultrasound
in an animal model (41). By introducing a hematoma into the
parietal lobe by craniotomy in dogs, they were able to identify a
highly echogenic hemorrhagic lesion in acute ICH. This signal
became hypoechoic with echogenic borders at 3–4 d due to
the loss of erythrocyte integrity (41). Between days 9 and 13,
the formation of a network of collagen and macrophages has
been described in the animal model, which would give rise to
a hypodense ring around the hematoma that later narrows due
to the increase in the connective tissue capsule (42). This data
highlights the lack of recent preclinical scientific articles on
ultrasound in ICH. Previously, it had been shown that ultrasound
does not induce additional damage when applied to the ICH.
In particular, Stroick et al. had demonstrated that the effects of
diagnostic ultrasound with microbubbles did not cause more
brain damage in ICH rats (43). Also, Ke et al. used high-
frequency transcranial Doppler ultrasound to study blood flow
velocity after ICH in rats (17). Apart from these studies, to our
knowledge, there are few studies that have examined ICH using
ultrasound. Therefore, the present study would be one of the
first to study ICH and monitor it by means of ultrasound in an
animal model. Here, we were able to identify a hyperechogenic
mass in the brain parenchyma of animals at 48 h that was
less defined at 1 mo due to its transformation into a more
hypoechoic signal, correlating with images obtained in patients
(12, 42).

We have also demonstrated that B-mode ultrasound and MRI
detect a very similar ICH volume in early states, with a significant
correlation between both techniques. At late stages, we continued
to observe a significant correlation in the measurement of ICH
volume by both techniques but lower than that obtained at
48 h after ICH. The decrease over time of ICH volume (44,
45), attenuation and resolution of the hematoma as a fluid-
filled or slit-like cavity (45, 46), the narrowing of the echo-
dense seam shown at the last stage on ultrasound (42) and the
heterogeneity in the MRI signal could hinder visualization and
measurement, thus explaining this lower correlation at the late
stage. The clinical application of ultrasound had already been
demonstrated for the diagnosis of ICH in 1 or a maximum of
35 patients (42, 47–50). However, further studies are needed
to establish the diagnostic value of ultrasound and its accuracy
to guide therapeutic decisions in ICH (12). The small number
of participants, short study times and the lack of preclinical
experimentation highlight the need to continue studying this
technique to be able to implement it with MRI or CT assisting
in the monitoring of ICH.

In parallel with the study of ICH volume, we also analyzed
the possible displacement of brain structures as a consequence of
ICH. ICH causes displacement of adjacent structures due to mass
effect in the acute phase (51). In later phases, brain atrophy occurs
with atrophy of the caudate and enlargement of the ipsilateral
ventricle (52, 53). In a previous study, we had demonstrated
the ability of B-mode ultrasound imaging to identify fluid-
filled cavities and to differentiate them from brain tissue in rats
(26). We have also identified the subarachnoid cisterns as the
main structures that can be observed. These cisterns are filled
with cerebrospinal fluid and connect the ventricular system and
the subarachnoid space (26, 54). In this study, we observed a
displacement of these cisterns, specifically on the ipsilateral side,
with relation to the dura mater that could be explained as a
late consequence of mass effect. In addition, we observed a high
correlation in the measurement of the subarachnoid cisterns
distance between B-mode ultrasound and MRI, emphasizing
again the similarity in measurements between the 2 techniques.

Although ultrasound allows us to observe the mass
effect derived from ICH, it does not identify important
components of the lesion, such as edema (18); it also has the
disadvantage of being operator dependent and has limitations
in image acquisition due to bone or gas-filled structures (14).
However, its advantages and the results presented in this
study demonstrate its ability to be successfully employed
in rats.

In conclusion, we have shown an excellent correlation
between the 2 imaging techniques that shows B-mode ultrasound
to be a tool as accurate as MRI in the assessment of ICH
lesion volume and displacement of brain structures. B-mode
ultrasound’s ability to measure the volume of hemorrhage and
the displacement of brain structures provides a novel approach
for the monitoring of ICH in animal models. Despite the
need for further studies, these findings support the use of B-
mode ultrasound for monitoring ICH in future preclinical and
clinical studies.
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