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Resumen

Una de las estrategias que se utiliza mas en el estudio
de las alteraciones fisiopatolégicas resultantes de la oclusién
coronaria es el uso del modelo del infarto experimental en el
ratén. Entre otros factores, este hecho resulta de la similitud
con las alteraciones fisiopatolégicas que ocurren tras el infarto,
en humanos. Sin embargo, debemos tener en cuenta que
este modelo tiene caracteristicas que pueden dificultar tanto
el empleo como la interpretacién de eventuales resultados.
Asi, esta revision tiene por objeto discutir las principales
caracteristicas del modelo del infarto experimental en el
ratén, y que se aborde la técnica de la oclusion coronaria,
las consecuencias y los métodos de evaluacién morfolégicos
y funcionales del infarto y sus implicaciones clinicas.

Introduccion

El infarto agudo de miocardio (IAM) se define como el
enfoque de necrosis resultante de baja perfusion tisular, con
senales y sintomas consecuentes de la muerte celular cardiaca.

Se estima que, en todo el mundo, este sindrome pueda
ocurrir en proporciones epidémicas. Pocas patologfas tuvieron
su evolucién alterada de modo tan radical como el IAM, con
una reduccién acentuada de la mortalidad, en consecuencia
de los cambios ocasionados en el tratamiento en los Gltimos
30 anos'?. El cambio en el tratamiento fue el resultado de los
avances obtenidos en el estudio de la patogénesis del IAM y
de sus complicaciones. Este hecho resalta la importancia de
mejor entendimiento sobre los mecanismos fisiopatolégicos
de los sindromes coronarios agudos.

Uno de los modelos que mas se utiliza en el estudio de las
alteraciones fisiopatolégicas resultantes de la oclusién coronaria
es el del infarto experimental en el ratén. No obstante, el modelo
presenta diversas caracteristicas peculiares que pueden dificultar
su manejo. De ese modo, el objetivo de esta revision es que se
discuta los principales aspectos metodolégicos relacionados con
el modelo de infarto experimental en el modelo del ratén.
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Desarrollo del método

Heimburger, en el 1946°, describi6 inicialmente el modelo
de IAM experimental en el ratén mediante la oclusién de
la coronaria izquierda. Con el paso de los afos, Johns y
Olson*, Kaufman et al.° y Seyle et al.® modificaron la técnica
progresivamente. A principios de la década del 1980, se introdujo
el método en Brasil, en la Facultad de Medicina de Botucatu’,
diseminandolo en otros servicios. En suma, tras la anestesia se
realiza la toracotomia izquierda, entre el 4°y el 5° espacios
intercostales. El corazon se exterioriza a través de compresion
lateral del térax y la arteria coronaria izquierda unida con hilo
de sutura 5-0 a, aproximadamente, 2 mm del origen, entre
el borde del atrio izquierdo y el surco de la arteria pulmonar
(Figura 1). Acto seguido, se pone nuevamente el corazén en
la cavidad tordcica, los pulmones expandidos con ventilacion
positiva con oxigeno al 100% y el térax cerrado*®. El método
descrito anteriormente tiene varias ventajas. En primer lugar, se
pueden crear los animales especificamente para los protocolos y
con costo mas bajo que animales mayores. En segundo lugar, la
cirugfa es extremamente rapida, con una duracién que varfa de
2 a 5 minutos. Otro aspecto es que debido a las caracteristicas
del metabolismo, las etapas involucradas en la evolucién del
infarto como, por ejemplo, necrosis, cicatrizacién y remodelacién
ocurren rapidamente, lo que disminuye el tiempo de observacion
de los estudios. Finalmente, las alteraciones morfolégicas y
funcionales que resultan del infarto se asemejan a aquellas
encontradas en humanos®®.

Animales y cirugia

Las cepas que se utilizan mas frecuentemente son la Wistar
y la Sprague-Dawley, dependiendo del servicio. Usualmente,
se utilizan animales con peso entre 200 y 250 gramos. En esta
franja de peso, se considera el raton como adulto joven, y se
lo sita en una fase evolutiva caracterizada por crecimiento
lento y presenta mortalidad quirdrgica menor que animales
mas viejos. Se recomienda también que se trabaje con
animales del mismo sexo, debido al hecho de esta variable
ser un importante factor de regulacion de las adaptaciones
cardfacas, en respuesta a diversos estimulos'®'".

Respecto a la anestesia, diversos agentes vienen siendo
utilizados. De entre ellos, se destacan los inhalatorios, como
el étery el isoflurano, ya que estos farmacos son relativamente
baratos y presentan la ventaja de tener una corta duracién de
accién, ademas de permitir la variacién de la intensidad de la
anestesia durante la cirurgfa'®.

Barbitdricos o la asociacién de clorhidrato de ketamina
(50mg/kg) y clorhidrato de xilidino (1mg/kg) también se utilizan
frecuentemente por via intraperitoneal o intramuscular. Estos
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Figura 1 - Infarto experimental. Exteriorizacién del corazén para sutura
coronaria a 2 mm del origen, entre el borde del atrio izquierdo y el surco de
la arteria pulmonar.

agentes son de rapida accién y pueden producir un plano
anestésico en 5 minutos. Es importante acordar que los agentes
con corta vida media son preferibles a los de larga accion™.

Durante el procedimiento, se recomienda que se ventilen a los
animales, artificialmente, con suplementacién de oxigeno. Para
ello, se pueden ventilar a los animales por medio de compresion
nasal, con catéter, o mediante ventilacién mecanica tras la
entubacion orotraqueal con catéter nimero 16.

Después de la cirugia, los analgésicos que mas se utilizan
son la morfina, la meperidina, la dipirona o el paracetamol.
Otro aspecto es que las condiciones ambientales se deben
mantener constantes, ya que variaciones de temperatura, por
ejemplo, pueden aumentar la mortalidad tras el infarto.

Mortalidad

La mortalidad verificada en las primeras 24 horas tras la cirugfa
estd ubicada cominmente entre el 40% y el 60%. Entre las causas
de muerte en este periodo estan destacados factores relacionados
con el procedimiento quirdrgico, como neumotérax y depresion
respiratoria y factores asociados a la falla de la bomba cardiaca,
como el edema agudo de pulmén'®'2. La principal causa de
6bito en este modelo, sin embargo, es el alta prevalencia de
arritmias malignas, como la taquicardia ventricular sostenida y la
fibrilacién ventricular. Opitz et al encontraron mortalidad del 65%
en las 48 horas tras el infarto. Por medio de monitoreo continuo,
los autores mostraron que el 96% de los animales sometidos
al IAM presentaron centenas de episodios de taquicardia
ventriculary como minimo 20 episodios de fibrilacién ventricular.
Adicionalmente, se evidenciaron 2 periodos distintos de arritmia:
el primer periodo incluyé los primeros 30 minutos luego de la
oclusién coronaria y el segundo, responsable del 65% de los
6bitos, incluyé el perfodo entre 1,5y 9 horas tras el infarto™.

En cuanto el periodo crénico post-IAM, la mortalidad
encontrada en este modelo es extremamente variable, lo que
es el principal determinante de este evento es el tamafio del
infarto. De ese modo, Pfeffer et al.', siguiendo a animales

infartados durante el periodo de un afo, verificaron que
para infartos pequefios (entre el 5% y el 19,9% del ventriculo
izquierdo), moderados (20-39,9%) y grandes (= 40%), las
tasas de mortalidad quedaron alrededor del 50%, el 75% y
el 85%, respectivamente'.

Aspectos relacionados con el tamano del
infarto

Uno de los aspectos mds relevantes de este modelo esta
relacionado con el tamano del infarto. Se acepta que este
parametro resultante de la oclusién coronaria, en su porcion
proximal, no sea uniforme, variando desde el 4% hasta el
65%'2. Este hecho es consecuencia de la incapacidad de se
ocluir la coronaria exactamente en el mismo punto, en todos
los animales y de eventuales variaciones anatémicas entre
ellos. Asi, este modelo no es adecuado para la verificacién
de efecto reductor de tamano del infarto mediante diferentes
intervenciones, ya que eventuales diferencias en el tamafio del
infarto pueden ser inherentes a la variabilidad del método. En
consecuencia, se recomienda primero el andlisis del area de
riesgo comprometida por la unién de la arteria coronaria en
determinado punto, por medio de la inyeccion de colorantes.
Posteriormente, partiendo desde el area de riesgo, se puede
verificar el tamano del drea infartada final'°.

Otro factor a tenerse en cuenta es el local de oclusién de
la arteria coronaria. Cuando ocurre oclusién muy préxima al
origen, hay el compromiso de la arteria septal y el tamano del
infarto puede ser mayor que el 65%. En ese caso, sin embargo,
la mortalidad de los animales es del 100%">'4.

Otra caracteristica relevante es que, en este modelo de IAM
experimental, el porcentaje del infarto en el apice es mayor
que en la base del ventriculo izquierdo. Por este motivo, el
método mas empleado para la determinacién del tamafo
del infarto es el que utiliza diversos cortes transversales.
El promedio de todos los cortes determina el tamafno del
infarto. Distintos autores, sin embargo, observaron que el
corte transverso medial del ventriculo izquierdo, entre 5y 6
mm desde el apice, refleja el tamafo del infarto de todo el
ventriculo izquierdo'’'8. Asi, la utilizacion solamente de esta
regién simplificarfa la determinacion del tamano del infarto.

Respecto a los métodos utilizados para la determinacién
del tamano del infarto, esta variable viene siendo evaluada,
preferencialmente, mediante 4 diferentes métodos:

1) determinacién del drea infartada en cuanto al drea
del ventriculo izquierdo, determinada por histologia o por
planimetria;

2) histologia con la determinacion del perimetro interno
de la regi6n infartada con relacién al perimetro total de la
cavidad;

3) histologfa con la determinacién de las circunferencias
epicardicas y endocardicas de los segmentos infartados y no
infartados y

4) ecocardiograma con la determinacion del perimetro
interno de la regién infartada en cuanto al perimetro total
de la cavidad.

El método mas recomendado para que se determine el
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tamano del infarto es la determinacion de las circunferencias
epicérdicas y endocdrdicas de los segmentos infartados y no
infartados (Figura 2)'>'*°. La limitacién potencial al empleo de
diferentes técnicas es que, como ya se ha mencionado, el tamano
del infarto puede variar dependiendo del método utilizado.

En cuanto a la determinacién del tamano del infarto por
el drea, debemos tener en cuenta que, tras el infarto ocurren
alteraciones dinamicas tanto en el segmento infartado como
en la region no infartada. En la region infartada, el tejido
fibroso de cicatrizacion sustituye el tejido necrético. En
las fases mas tardias del proceso de cicatrizacién, ocurre
contraccion del area fibrética®. Por otra parte, en el drea
no infartada del ventriculo izquierdo ocurren diferentes
grados de hipertrofia cardiaca, como la adaptacion a la
pérdida de los dos miocitos. A causa de estas alteraciones,
la determinacién del tamafo del infarto por volumen o drea
puede resultar en error, ya que la reabsorcion y la retraccion
del drea infartada, mas la hipertrofia del drea no infartada,
pueden resultar en subestimacién del tamano del infarto
en relacion con el drea infartada original''*2°.

Otro método utilizado para la determinacién del
tamano del infarto es la medida del perimetro interno del
segmento infartado, con relacién al perimetro total de la
cavidad ventricular. Este analisis se puede llevar a cabo a
través de dos métodos: el ecocardiograma y la histologfa.
Sin embargo, a ejemplo de la estimacion por drea, estos
métodos pueden presentar importantes limitaciones.
Simultdneamente a la necrosis de las miofibrillas, hay
desintegracion del colageno interfibrilar por la activacién
de enzimas proteoliticas. Ese hecho ocasiona pérdida del
tejido de sustentacion, lo que convierte la region en algo
mas distensible y, consecuentemente, mds susceptible a las
deformaciones. Asi, puede ocurrir deslizamiento de areas
musculares necréticas, con realineamiento de los miocitos
en la pared infartada. Como resultado, hay medicion de la
region y dilatacién del segmento infartado. Esta dilatacion
aguda, caracterizada por adelgazamiento y distensién de
la regién infartada se denomina expansion del infarto?"
2. Por lo tanto, como consecuencia de la expansion, la
determinacion del tamano del infarto por los perimetros
internos puede superestimar el tamafio del IAM°.

Figura 2 - Evaluacion del tamafio del infarto por medio de la determinacién de
las circunferencias epicérdicas y endocardicas de los segmentos infartados
(derecha) en relacion con las circunferencias epicérdicas y endocérdicas
totales del ventriculo izquierdo (izquierda).
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Caracteristicas morfologicas

En cuanto a las caracteristicas anatémicas del corazén
del ratén, la arteria coronaria izquierda se origina entre
el borde del atrio izquierdo y el surco de la arteria
pulmonar. Adicionalmente, se pudo verificar que la arteria
coronaria izquierda en su porcién proximal, es usualmente
intramiocérdica, retornando a la superficie epicardica a
aproximadamente 3 a 4 mm de su origen®. El ratén no
tiene arteria circunfleja verdadera®. La porciéon proximal
de la arteria coronaria izquierda, practicamente en el ostio,
origina la rama septal y, mas abajo, la rama correspondiente
a la circunfleja'”. Esta caracteristica anatémica asegura que
la rama septal tenga origen arriba del local donde se realiza
la oclusién coronaria. Asi, este modelo se caracteriza por
presentar infarto de la pared libre del ventriculo izquierdo, sin
el compromiso del septo interventricular. Consecuentemente,
se utiliza esta regién como control para estudios morfolégicos
y bioquimicos'”.

Otra caracteristica anatémica de este modelo es que
el ratén tiene escasa circulacién colateral, a ejemplo del
humano. La oclusién coronaria ocasiona, de esta forma,
infartos invariablemente transmurales, volviendo los infartos
subendocéardicos evento raro, rondando el 3%%.

Otro aspecto pertinente de este modelo estd relacionado
con el compromiso del papilar. A diferencia del modelo del
perro, en el que la oclusién coronaria conlleva la necrosis del
mdusculo papilar en el 85% de los casos, el modelo de infarto
en el ratén se caracteriza por la preservacién del misculo
papilar posterior. El analisis histolégico revel6 que, en el
raton, la oclusién coronaria no resulté en compromiso, o
lleva el compromiso minimo, de este musculo. La explicacion
para este fendmeno es que la irrigacion del masculo papilar
posterior se hace por la rama septal de la arteria coronaria
izquierda que, como discutido anteriormente, no se afecta
por la oclusion coronaria'”.

Respecto a las caracteristicas de la cicatrizacion tras la
oclusién coronaria, el modelo del ratéon también revela
peculiaridades®>='. La activacion de metaloproteasas (MMP),
enzimas proteoliticas responsables de la degradacion del
coladgeno, se identificé tras 1 hora de la oclusién coronaria®®.
Inicialmente, la MMP-1 degrada el colageno fibrilar y
posteriormente, las MMP-2, MMP-3 y MMP-9 degradan estos
fragmentos?. Un estudio previo sugiere que, 3 horas después
de la oclusién coronaria, cerca de un 50% del coldgeno ya
haya sido degradado®®. Esta actividad proteolitica se detiene
tras una semana del infarto?”. Concomitantemente a la
actividad proteolitica, otras alteraciones se identificaron. Con
24 horas, la necrosis muscular se vuelve evidente, seguida
inicialmente por infiltracién neutrofilica y, posteriormente,
por infiltrado linfocitico y monocitico®. Tras de 3 a 4 dias
de la oclusion coronaria, se inicia la acumulacion de células
semejantes a los fibroblastos, y con actina en su composicion,
los miofibroblastos. Se acepta que los miofibroblastos sean
fibroblastos modificados por el TGF-B secretado por los
monocitos y responsables de la sintesis de colageno | e IlI,
que empieza a acumularse en la regién periférica del infarto
en el tercer dia y se convierte en algo bien organizado tras
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14 dias del IAM. El proceso de cicatrizacion estaria completo
tras 21 dias de la oclusion coronaria?-'.

Otro aspecto que se debe tener en cuenta es que, en
animales con grandes infartos, las dreas no infartadas del
ventriculo izquierdo y del ventriculo derecho exhiben
aumento de la expresién de mRNA para precoldgeno tipo | e
11, inicidndose entre los dias 4 y 7 tras el IAM pudiendo resultar
en acumulacién de colageno progresiva. De este modo,
grandes infartos frecuentemente se siguieron de diferentes
grados de fibrosis en las areas no infartadas®.

Una de las principales caracteristicas del infarto de
miocardio esta relacionada al hecho de que la pérdida de
tejido contractil desencadena un proceso adaptativo de
crecimiento celular del tejido no infartado®**”. En el modelo
del ratén, la hipertrofia del ventriculo izquierdo se caracteriza
por ser de estandar excéntrico, es evento precoz y se puede
detectar en el tercer dia tras la oclusién coronaria. Después de
tres a cuatro semanas, el grado de hipertrofia aumenta entre
el 30% y el 60%. En el ventriculo derecho, también puede
ocurrir hipertrofia caracteristicamente de estdndar concéntrico
y correlacionada a elevaciones de la presion diastdlica final
del ventriculo izquierdo y de la presién sistélica ventricular
derecha. Sin embargo, de forma semejante al que ocurre en
el ventriculo infartado, la hipertrofia del ventriculo derecho
esta presente en el tercer dia y alcanza el porcentaje del 30%,
al final de un mes®®39.

Finalmente, a ejemplo de lo que ocurre en la regién
infartada, la regién no infartada, principalmente la que
separa el tejido infartado del tejido no comprometido,
también pueden ser blanco de la activaciéon de las MMP.
Como consecuencia, haces de miocitos viables pueden sufrir
proceso de desplazamiento y realineamiento muscular (side-
to-side slipage)*.

Asi, consecuentemente al proceso de expansion, de
hipertrofia ventricular (de caracteristica excéntrica) y del
desplazamiento celular en la regién limitrofe con el infarto,
la cavidad infartada puede aumentar de didmetro y perder
su geometria eliptica normal, asumiendo una configuracién
esférica. Dichos cambios en el tamano, masa y geometria
ventricular caracterizan, clinicamente, el proceso de
remodelacién cardiaca tras el infarto*'-*7.

Caracteristicas funcionales

Las consecuencias hemodindmicas resultantes de la oclusion
coronaria en el ratén ya estan bien documentadas. En diferentes
estudios, se verific6 que el infarto ocasiona baja de diversas
variables funcionales como: volumen sistélico, gasto cardiaco,
presion sistélica del ventriculo izquierdo, primera derivada
positiva de presién y derivada negativa de presion. Paralelamente,
ocurre aumento de la presién diastélica final del ventriculo
izquierdo y de la constante de tiempo de descenso de la presién
isovolumétrica. El infarto viene acompanado, por lo tanto, de
disfuncién tanto sistélica como diastélica, que ya se identifican
3 horas tras la oclusion coronaria'*#-",

En cuanto a los mecanismos implicados en la disfuncién
ventricular, hay evidencias de que hasta las primeras tres
semanas tras grandes infartos, la funcién del mdsculo no
infartado es normal, pese a que esta deprimida la funcién

de la cdmara®’. Por otro lado, con seis semanas, la funcién
muscular estd deprimida®. Asi, estas evidencias sugieren
que, inicialmente, la disfuncién ventricular es consecuencia
de la pérdida de tejido contréctil, secundaria al infarto.
Crénicamente, sin embargo, el misculo remaneciente se
vuelve disfuncional, probablemente en consecuencia del
proceso de remodelacién postinfarto.

Una de las principales caracteristicas de este modelo es
que las alteraciones funcionales guardan una estrecha relacion
con el tamano del infarto. De esa manera, los ratones con
infartos menores que el 30% no presentaron anormalidades
hemodinamicas. Animales con infartos moderados (31-46%)
tuvieron valores hemodinamicos basales normales, y reducida
capacidad de generar presion. Por otra parte, los ratones con
infartos grandes (>46%) presentaron insuficiencia cardiaca,
con elevadas presiones de llenado y reduccién del débito
cardiaco™. Por lo tanto, ese modelo propicia el estudio de
diferentes grados de disfuncion ventricular.

Finalmente, el modelo de infarto experimental en el ratén
también permite la evaluacién de la funcién ventricular
derecha. Asi, en estudio previo, en el que se utilizé una
preparacion de corazon aislado, perfundido por solucion
nutriente, se identific6 disminucién de la presion sistélica,
que se correlacionaba, de forma linear, al aumento de la masa
ventricular derecha®.

Evaluacion morfolégica, funcional y clinica
de insuficiencia cardiaca

Para la evaluacion de hipertrofia, en distintos modelos de
agresion cardiaca, cominmente se utiliza la relacién entre el
peso del ventriculo izquierdo ajustado por el peso corporal del
animal o por la tibia. En el modelo del infarto, sin embargo, la
compleja interaccién de eventos tales como la reabsorcion del
tejido necrético y la cantidad de coldgeno de la cicatriz puede
interferir con el peso del ventriculo infartado de modo a no
reflejar real crecimiento celular. De este modo, la utilizacién
del didmetro transverso del miocito es preferible para la
evaluacion del grado de hipertrofia del ventriculo izquierdo,
en este modelo®. Por otro lado, para la determinacion de
la hipertrofia del ventriculo derecho, relaciones con el peso
corporal se pueden utilizar®.

Para la evaluacién de la cantidad de colageno del tejido
no infartado, los métodos més usualmente utilizados son:
determinacién de la hidroxiprolina®®, fraccién de coldgeno
intersticial®” y deteccién de colageno 1 e 111, por medio
del andlisis del RNA o de anticuerpos anti colageno | e lIl.
Un dato importante es que a pesar de que sea un método
indirecto, se pudo verificar una estrecha correlacion entre el
método bioquimico y la cantidad de colageno analizada por
morfometria®*.

Para la evaluacion funcional, diversos métodos estdan
disponibles: andlisis mediante musculo papilar®®, corazén
aislado®®? y evaluacién hemodinamica invasiva'*®*. En los
altimos anos, ademas, el ecocardiograma viene ganando
espacio en la evaluacion morfolégica y funcional de ratones
infartados. Hay innumeras variables funcionales que se
pueden utilizar, y las més frecuentes son: fraccién de variacion
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de area, fraccion de acortamiento, gasto cardiaco, scores de
movimiento de la pared infartada, flujo transmitral e indice
de performance miocardico®'*+¢7.

Hay diversas variables clinicas que se pueden utilizar para
el diagnéstico de insuficiencia cardiaca en este modelo, de
ellas se puede destacar: apariencia general de lentitud de
movimientos, alteraciones en el pelaje, retardo de crecimiento,
peso corporal y disnea. Estas variables, sin embargo, pueden
ser poco sensibles para el diagndstico de congestion o de bajo
débito cardiaco™. Los trabajos pioneros para la deteccion
clinica de los signos de insuficiencia cardiaca en ratones
se llevaron a cabo por Bing et al, que estudiaron ratones
espontdneamente hipertensos con disfuncion cardiaca®7°. Los
datos sobre la incidencia de insuficiencia cardiaca postinfarto
y la posibilidad de su reconocimiento clinico en ratones, no
obstante, son escasos. Recientemente, al emplear el modelo
de ratones con infartos moderados y grandes, se pudo verificar
que la prevalencia de senales clinicos y anatomo-patolégicos
de insuficiencia cardiaca fue: taquinea el 46%, congestion
hepatica el 21%, trombo en atrio izquierdo el 21%, ascitis
el 25%, derramen pleuropericardico el 71% y presencia de
hipertrofia del ventriculo derecho el 100%".

Implicaciones

La primera implicacion de este modelo estd relacionada al
hecho de que, por resultar frecuentemente en grandes infartos
transmurales, ubicados en la pared anterior, el modelo de
infarto en el ratén es ideal para el estudio de la fisiopatologfa
de la remodelacién postinfarto, ya que estas variables son
las grandes determinantes de la presencia e intensidad del
proceso de remodelacién®'-7.
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