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CRONODINAMIA DEL INFARTO DE MIOCARDIO EN EL CONEJO
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Resumen  Se estudid la evolucion histopatoldgica del infarto de miocardio y de zonas alejadas al mismo (septum
y ventriculo derecho) en conejos. Se lig6 la arteria coronaria izquierda en 55 conejos, que fueron sa-
crificados a los 2, 4, 6, 8, 12, 14, 16, 18, 26, 35y 56 dias post-ligadura (n=5 en cada grupo). Se utilizaron 6 cone-
jos como control: 2 normales y 4 con operacion simulada. Los corazones fueron cortados y coloreados con
hematoxilina-eosina, tricromico de Masson y Picrosirius red. La evaluacidn histolégica fue semicuantitativa (esca-
la: 0 a +++). A los dos dias post-infarto los neutréfilos fueron de +++, desapareciendo al 6* dia. La proliferacion de
fibroblastos aumenté desde el 4 al 14% dia post-oclusion. La necrosis de coagulacion en el miocardio medial fue
de +++ durante la primera semana. La miocitélisis subendocéardica fue evidente desde el dia 2 al 56 post-infarto.
En la segunda semana se observo proliferacion de linfocitos y macréfagos (++), formacién de tejido de granulacion
(+++) y signos incipientes de fibrosis, que fue méxima a los 35 dias. La cicatrizacién se completé a los 56 dias
(+++). En zonas normales alejadas al infarto se observé proliferacion de fibroblastos a los 2 dias, y fibrosis
perivascular, intersticial y endocérdica a los 16 dias. Conclusion: si bien la cronodinamia en el conejo mantiene las
caracteristicas generales de los seres humanos, presenta algunas diferencias: 1) presencia precoz de fibroblastos
y fibrosis subendocérdica; 2) incremento precoz y rapida desaparicion de neutréfilos. Un hallazgo interesante fue
la proliferacion precoz de fibroblastos en zonas normales alejadas del infarto.

Palabras claves: infarto de miocardio, corazén de conejo, histopatologia

Abstract Time course of myocardial infarction in the rabbit. The histopathologic evolution of myocardial infarct
and of areas distant from infarct in rabbit hearts was studied. The left coronary artery of 55 rabbits
was ligated, and rabbits were sacrificed at 2, 4, 6, 8, 12, 14, 16, 18, 26, 35 and 56 days post-ligature (n=5 per
group). Two rabbits were used as control and two were sham operated. The hearts were excised, cut in slices and
stained with hematoxilin-eosin, Masson’s trichrome and picrosirius red. Histological evaluation was semi-quantitative
(scale: 0 to +++). At day 2, presence of neutrophils was +++, disappearing completely at day 6. Fibroblast proliferation
increased from day 4 to day 14 post-occlusion. Coagulation necrosis in medial myocardium during the first week
was +++. Subendocardic myocytolysis was evident from day 2 up to day 56 post-infarction. During the second week,
proliferation of lymphocytes and macrophages (+++), granulation tissue formation (+++), and incipient traces of fibrosis
that peaked at day 35 were observed. Cicatrization was complete at day 56 (+++). In areas far from infarction (right
ventricle and septum), proliferation of fibroblasts was observed at day 2, and perivascular, interstitial and endocardic
fibrosis at day 16. In conclusion, myocardial infarction in rabbits, unlike myocardial infarction in human beings, is
characterized by early presence of fibroblasts and subendocardic fibrosis, and quick increase and precocious
disappearance of neutrophils. An interesting finding was the early proliferation of fibroblasts in normal areas far from
infarct.
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El corazén de conejo es muy utilizado en laboratorios
de investigacion para el estudio de las enfermedades
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cardiacas en general y de la isquemia miocardica en
particular®. La razon para esta eleccioén radica en que el
corazon de conejo es muy similar en ciertos aspectos al
corazén humano, ya que presenta escasa circulacion
coronaria colateral en condiciones fisiologicas?, y bajos
niveles de xantino oxidasa®. Por tal motivo, se ha suge-
rido que el conejo, al igual que otras especies como el
cerdo, el baboon y el hurén, que tienen bajo flujo colate-
ral?, es un buen modelo experimental para el estudio del
infarto “sin tiempo”, es decir el infarto no precedido por
angina previa*. Pese a lo anteriormente expuesto es in-
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teresante observar que, por lo menos en nuestro cono-
cimiento, no se encuentran en la literatura trabajos que
describan la evolucion temporal del infarto experimental
de conejo desde la etapa temprana del proceso inflama-
torio hasta la etapa tardia de la cicatrizacién, encontran-
dose solamente descripciones temporales parciales®”.

Por estas razones, el objetivo de nuestro trabajo fue
estudiar la evolucién temporal de los hallazgos histo-
patolégicos en el infarto de miocardio de conejo sin
reperfusion, considerando diferencias regionales entre
el subendocardio, el miocardio medial y el subepicardio.
Dado que otro elemento importante a considerar en la
cronodinamia del infarto es la aparicion de alteraciones
funcionales y/o estructurales en zonas alejadas del in-
farto®1°, un objetivo adicional fue evaluar los hallazgos
histopatolégicos en zonas normales alejadas del area
de infarto, y su evolucion temporal.

Material y métodos

Modelo Experimental

Se estudiaron 55 conejos hembras Neozelandeses de 1.8 — 2.0
kg de peso. A los mismos se los anestesio con ketamina (75mg/
kg) y xylazina (0.75 mg/kg), administradas por via subcutanea.
Mediante un tubo endotragqueal fueron ventilados mecanicamen-
te con aire ambiental, utilizando un respirador Harvard (volu-
men corriente: 25 ml, frecuencia respiratoria: 35 ciclos/min). Se
infundio solucién de dextrosa al 5% (3 ml/min) mediante la co-
locacion de una via en la vena marginal de una oreja. Utilizan-
do dicha via venosa se realizé el mantenimiento de la aneste-
sia mediante dosis adicionales de ketamina y tiopental sédico,
segun los requerimientos del acto quirargico. Luego de reali-
zar toracotomia lateral izquierda y pericar-diectomia, se ligd una
rama prominente de la arteria coronaria izquierda utilizando
aguja curva e hilo de seda 6-0. La isquemia miocardica se con-
firm6 mediante la palidez regional de la superficie cardiaca. Se
realizo el cierre de la toracotomia respetando los distintos pla-
nos anatomicos y se administré antibioticoterapia en forma
profilactica. Los animales permanecieron bajo control especial
durante las primeras 24 horas; pasado dicho lapso fueron ubi-
cados en jaulas individuales hasta cumplir el tiempo del res-
pectivo protocolo.

Los animales fueron sacrificados con una sobredosis de
tiopental sédico (35mg/kg), a los 2, 4, 6, 8, 12, 14, 16, 18, 26,
35y 56 dias post-infarto (n=5 en cada grupo). Se estudiaron 6
conejos como controles, de los cuales 2 fueron animales nor-
males y 4 fueron sometidos a una operacion simulada, en la
cual se realizé toracotomia, pericardiectomia y, una vez ubi-
cada la arteria, se paso el hilo de sutura a su alrededor pero
sin efectuar la ligadura (operacién simulada). Los mismos fue-
ron sacrificados a los 16 y 35 dias post-cirugia (n=2 y n=2, res-
pectivamente).

Procesamiento histopatolégico

Una vez finalizado el tiempo estipulado en el protocolo, los
animales fueron sacrificados y el corazén fue removido, pesa-
do y fijado con formol al 10%. Posteriormente fue cortado en
forma transversal, de punta a base, en cortes de 3-4 mm de
espesor. Todos los cortes se incluyeron en su totalidad en
parafina y se tifieron con hematoxilina-eosina, tricromico de
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Masson y Picrosirius red (técnica especifica para fibras
colagenas)*. La inmunomarcacién para la confirmaciéon de
fibroblastos fue realizada con vimentina peroxidasa (M725,
Dako Corp.), en material embebido en parafina.

La evolucién histopatoldgica del infarto fue evaluada en to-
dos los cortes, considerando los tres sectores del miocardio:
subendocardio (Endo), miocardio medial (Medio) y subepicardio
(Epi). En ellos se evaluaron los siguientes hallazgos histopa-
tolégicos: necrosis de coagulacion; miocitolisis; acimulos ce-
lulares de neutréfilos, linfocitos, fibroblastos y macroéfagos; te-
jido de granulacion; fibrosis y cicatriz'2.

La evaluacion histopatolégica se realiz6 en las areas
infartadas y en zonas normales alejadas del infarto (ventriculo
derecho y septum).

Los hallazgos histopatolégicos fueron evaluados por dos
observadores y graduados semicuantitativamente de la siguien-
te forma: 0, ausente; (+) leve; (++) moderado y (+++) inten-
5013, 15'

Determinacion cuantitativa del infarto de miocardio

Luego de establecer el diagndstico histopatologico de la zona
de infarto de miocardio, se midieron por separado las areas de
tejido infartado y no infartado. Estas determinaciones se reali-
zaron en cada corte tefiido con tricromico de Masson utilizan-
do un analizador digital de imagenes (ImagePro“Plus 3.0). Con
los valores obtenidos de cada zona normal y de cada zona
infartada se calculé el tamafio de infarto en cada corazén,
expresado como porcentaje de area infartada en relacion con
la masa ventricular normal*®.

Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados como la media + error stan-
dard (X+ES). Las comparaciones entre grupos se realizaron
utilizando la prueba de Kruskall — Wallis. Para las comparacio-
nes a posteriori entre pares de medias se utilizé la prueba de
suma de rangos de Willcoxon!* 1", Se consider6 una diferen-
cia significativa cuando el valor de p<0.05.

Resultados

Cuando se analizaron los corazones de los animales
normales, no se observaron lesiones histopatoldgicas,
mientras que en el grupo con operacién simulada sacri-
ficados a los 16 y 35 dias post-cirugia se comprobé una
reaccion fibrogénica en el subepicardio, debido posible-
mente a la pericardiectomia. En los animales con oclu-
sién coronaria el tamafio de infarto en relacién con el
total de masa ventricular fue de 22.4+3.1%.

En la Fig. 1 se grafican los hallazgos de necrosis de
coagulacion (panel superior) y de miocitdlisis (panel in-
ferior). Se observé que la necrosis de coagulacién tuvo
su mayor expresion en la zona media del miocardio (+++),
durante la primera semana post-infarto; si bien se man-
tuvo durante la segunda semana, su severidad disminu-
y6, para desaparecer casi por completo al comienzo de
la tercer semana. La miocitdlisis sélo fue evidente en el
subendocardio y permanecio estable durante los 56 dias
de evolucion del infarto.

El proceso inflamatorio agudo y crénico quedan re-
flejado en la Fig. 2. El infiltrado inflamatorio agudo, a
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Fig. 1.— Evolucién temporal y regional de la necrosis de coa-
gulacién (panel superior) y de la miocitdlisis (panel inferior)
post-infarto. En la ordenada figura la escala histopatoldgica
semicuantitativa de 0 a 3 (+). Se observa la mayor area de
necrosis en el miocardio medial en los primeros dias del
infarto, y la presencia de miocitélisis solamente en el
subendocardio, que se mantiene hasta los estadios croni-
cos del infarto. (1: p<0.05 vs Endo; *:p<0.05 vs Epi, #:p<0.05
vs Medio).

expensas de neutréfilos, ascendié hasta +++ en el
subendocardio, miocardio medial y subepicardio en las
primeras 48 horas, para luego descender bruscamente
en todo el espesor de la pared. Por otro lado, los linfocitos
se elevaron lentamente hasta llegar a su maximo en la
segunda semana; permaneciendo estables en + hasta
los 35 dias post-infarto, y no encontrandose presentes a
los 56 dias. Los macrofagos se incrementaron ++ en los
primeros seis dias, manteniéndose estables hasta el fi-
nal de la segunda semana, en donde comenzaron lenta-
mente a disminuir. Una evolucion similar se observé con
los fibroblastos, que se elevaron precozmente dentro de
la primera semana (Fig. 3). A diferencia de los macro-
fagos, los fibroblastos se mantuvieron elevados aun a
los 35 dias post-infarto, estando ausentes a los 56 dias.

En la Fig. 4 hemos representado la evolucion del teji-
do reparativo post-necrosis. En el panel superior se pue-
de observar un incremento paulatino del tejido de granu-
lacion hacia el fin de la primera semana post-oclusion,
alcanzando su mayor expresion durante la segunda se-
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mana, para desaparecer por completo en el transcurso
de la cuarta semana. Al mismo tiempo que el tejido de
granulacion comienza a descender, la fibrosis se eleva
progresivamente hasta los 35 dias post-infarto, desapa-
reciendo totalmente a los 56 dias. Las zonas cicatrizales
comenzaron a ser notables a partir del dia 18, en forma
de “parches”, llegando al reemplazo total del tejido
infartado a los 56 dias.

La Fig. 5 muestra los hallazgos de acimulos de
fibroblastos y fibrosis en las zonas normales alejadas al
infarto en funcién del tiempo. Es de notar, en el panel
superior, la temprana aparicion de acumulos de fibro-
blastos, tanto en la pared libre del ventriculo derecho como
en el sector derecho del septum. Estos acumulos des-
aparecieron totalmente al final de la segunda sema-
na. Simultdneamente con el descenso de los fibroblastos
se observd la aparicion de fibrosis endocérdica focal en el
septum derecho (Fig. 6), permaneciendo elevada hasta
los 56 dias de evolucién. Con respecto a la fibrosis
intersticial y perivascular, tanto en septum como en pa-
red libre del ventriculo derecho ascendi6 lentamente a
partir del cuarto dia post-infarto, para alcanzar su expre-
sién mas elevada durante la tercera semana y mantener-
se en valores semejantes a los 56 dias.

Discusioén

En el presente estudio hemos mostrado evidencia que
la cronodinamia del infarto de miocardio experimental,
sin reperfusion, en el conejo, es similar en muchos de
sus aspectos al de otras especies, incluido el ser huma-
no. No obstante, hemos observado algunas diferencias:
un incremento precoz de los neutrdéfilos a los 2 dias post-
oclusién con rapida desaparicién de los mismos en las
tres capas de la pared ventricular; y temprana aparicion
de fibroblastos en el subendocardio. Al mismo tiempo,
un hallazgo interesante fue la presencia precoz de
fibroblastos (a los 2 dias post-oclusiéon) en zonas nor-
males alejadas al infarto (pared libre del ventriculo dere-
cho y septum).

Existen varias e importantes diferencias entre estu-
dios previos y el presente. En primer lugar, ninguno de
los estudios previos, por lo menos en nuestro conoci-
miento, ha evaluado la cronodinamia del infarto en el
corazon de conejo con esta secuencia de dias. En nues-
tro estudio se sacrificaron animales cada dos dias (con
excepcion del dia 10) hasta el dia 18 y después se estu-
diaron a los 26, 35, y 56 dias post-infarto. Esta secuen-
cia de dias prevista en el protocolo experimental permi-
ti6 observar en detalle la secuencia en las alteraciones
celulares y tisulares en los corazones infartados, desde
la fase inflamatoria precoz hasta la cicatrizacion tardia.

Una segunda diferencia radica en que se estudio di-
cha evolucion histopatoldgica considerando los cambios



INFARTO DE MIOCARDIO

NEUTROFILOS

ESCaLA HETOPETOLOGICA

EECALA HISTORATOLOGITA,

A .
2 & 10 14 18 22 26 30 34 38 56 diss

833

LINFOCITOS

Z & 10 14 18 Z2 25 30 34 38 55 dias

Fig. 2.— Evolucién temporal de la respuesta inflamatoria celular aguda y crénica durante la evolucién del
infarto. En la ordenada se describe la escala histopatolégica semicuantitativa de 0 a 3 (+). Se observa
la rapida disminucién de los neutréfilos y el rapido ascenso de los fibroblastos en los primeros dias del

infarto.

Fig. 3.— Proliferacién de fibroblastos (flecha) a nivel
subendocardico, luego de 6 dias post-infarto de miocardio.
Hematoxilina-eosina, X160.

regionales entre subendocardio, miocardio medial y
subepicardio. El hecho que en ciertas patologias como
la insuficiencia cardiaca® la disfuncion del ventriculo se
inicie en las capas subendocéardicas, marca la importan-
cia de estudiar la cronodinamia del infarto desde el pun-
to de vista regional.

Una tercera diferencia es haber evaluado la
cronodinamia en corazones sin reperfusion. En aquellos

estudios donde, aunque fuera parcialmente, se descri-
bi6 la cronodinamia del infarto de conejo, se utilizaron
corazones con infarto que habian sido reperfundidos. Si
bien en los ultimos afios, debido al avance en la practica
cardioldgica de diferentes técnicas de reperfusion, tales
como angioplastia y tromboliticos, aumento el porcenta-
je de infartos reperfundidos?®, todavia existe un nimero
muy elevado de pacientes con infarto agudo de miocardio
que, debido a su mecanismo fisiopatolégico o a limita-
ciones tecnoldgicas y/o econdmico-sociales, no pueden
ser reperfundidos. De alli la importancia de conocer la
cronodinamia del infarto en un corazén que no ha sido
reperfundido. En otras especies animales, incluido el
hombre, se han descripto importantes diferencias en la
cronodinamia del infarto con y sin reperfusion. Dos alte-
raciones bien estudiadas en el infarto con reperfusion
son la hemorragia masiva intramiocardica y la presencia
de bandas de contraccion?®. En nuestros corazones, Si
bien encontramos focos de hemorragia intramiocardica,
no fueron de la magnitud de los que se observan en el
infarto con reperfusién. Por otro lado, no detectamos la
presencia de bandas de contraccion.

Otra diferencia importante entre estudios previos y el
nuestro fue el hallazgo precoz (2 dias post-oclusion) de
fibroblastos [vimentina (+)] en zonas normales del
ventriculo derecho y septum. También observamos, en
las mismas &reas aunque mas tardiamente, la presen-
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Fig. 4.— Evolucién temporal y regional del tejido de repara-
cién post-infarto. En la ordenada se describe la escala
histopatologica semicuantitativa de 0 a 3 (+).

cia de fibrosis reactiva perivascular e intersticial y fibrosis
endocardica focal. Estos hallazgos son diferentes de los
depdsitos de colageno que conforman una fibrosis
reparativa o de reemplazo en la zona de infarto?* 22, Es
de hacer notar que, en ratas, el incremento del colageno
en zonas normales alejadas del infarto de miocardio se
hace evidente a partir de los 7 dias post-oclusién, man-
teniéndose elevado en forma sostenida hasta los 35
dias® 2. De esta manera, los trabajos que han descripto
algun tipo de actividad en zonas alejadas al infarto lo
han hecho sefialando un incremento anormal del
colageno intersticial (fibrosis) pero no encontraron una
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Fig. 5.— Evolucién temporal y regional de los fibroblastos (pa-
nel superior) y de la fibrosis endocardica (panel medio),
intersticial y perivascular (panel inferior) en zonas norma-
les alejadas al infarto. Se observa la presencia precoz de
fibroblastos a los 2 y 4 dias post-infarto en septum y
ventriculo derecho (VD), como asi también la presencia
creciente de fibrosis reactiva en las mismas areas norma-
les del miocardio.

proliferacion precoz de fibroblastos a los 4 dias post-
oclusion. Dado que dichos trabajos utilizaron ratas como
modelo experimental de infarto de miocardio cabe la
posibilidad que el hallazgo precoz de fibroblastos sea
una caracteristica propia de la especie utilizada en nues-
tro trabajo.

La necrosis de coagulacion presente en nuestros
animales tuvo su mayor expresion en la capa media del
miocardio durante la primera semana post-infarto. Este
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Fig. 6.— Endocardio septal derecho focalmente engrosado a
expensas de tejido fibroso (foto A, flecha) en una zona ale-
jada del area de infarto de miocardio, luego de 16 dias de
evolucion. Endocardio ventricular derecho sin fibrosis en el
mismo corazon (foto B). Hematoxilina-eosina, X400.

tipo de necrosis fue menor en el subendocardio, donde
la miocitdlisis fue evidente a partir de las 48 horas y per-
manecio estable hasta los 56 dias post-infarto. Este ha-
llazgo es similar al encontrado en pacientes en los cua-
les se detect6 miocitdlisis a las 24 horas de iniciado el
infarto y se mantuvo hasta etapas mas tardias®®. En nues-
tro conocimiento, la miocitélisis no fue reportada en ra-
tas? ni en perros® sometidos a protocolos similares de
isquemia.

En nuestro estudio, la respuesta inflamatoria aguda
resulté de menor duracién que en la especie humana?,
mientras que el infiltrado inflamatorio cronico fue similar.
Tanto los linfocitos como los macréfagos presentaron
sus niveles més altos a las dos semanas, al igual que lo
que ocurre en el hombre!®. Después de la etapa infla-
matoria previamente descripta, las areas infartadas fue-
ron paulatinamente reemplazadas por tejido de granula-
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cion. Es importante mencionar que en nuestro modelo
experimental la induccién de infarto por ligadura de un
vaso coronario implica realizar una pericardiectomia. El
hecho de dejar el pericardio abierto, como en la cirugia
cardiaca a “cielo abierto”, representa un estimulo fibro-
génico mayor para el area subepicéardica. Este tipo de
fibrosis precede a la que se observa en el subendocardio
y en el miocardio medial®.

En nuestro modelo experimental, a los 35 dias post-
infarto se pueden ver zonas que adn permanecen en
vias de cicatrizacion, con presencia de fibroblastos, mien-
tras que el reemplazo total por cicatriz fue observado en
conejos sacrificados a los 56 dias.

En conclusion, el estudio histopatologico de la evolu-
cién del infarto de miocardio experimental sin reperfusién
en el conejo permiti6 observar su similitud con la del
humano, aunque con algunas diferencias. Este segui-
miento detallado de la cronodinamia del infarto convier-
te al modelo en una referencia para estudios posteriores
vinculados a la isquemia y al infarto de miocardio.
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The coordinated physiological processes which maintain most of the steady states in the organism
are so complex and so peculiar to living beings -involving as they may, the brain and nerves, the
heart, lungs, kidneys and spleen, all working cooperatively- that | have suggested a special designa-
tion for these states, "Homeostasis". The word does not imply something set and immobile, a stagna-
tion. It means a condition, a condition which may vary, but which is relatively constant.

Los procesos fisiolégicos coordinados que mantienen la estabilidad del organismo son tan com-
plejos y tan peculiares de los organismos vivientes -involucrando, como sucede, al sistema nervioso
central y periférico, al corazoén, los pulmones, los rifiones y al bazo, todos funcionando coope-
rativamente- que he sugerido una especial designacion para estos estados, Homeostasis. La palabra
no implica algo quieto e inmavil, un estancamiento. Significa una condicion, una condicién que puede

variar, pero que es relativamente constante.

Walter B. Cannon (1871-1945)

The Wisdom of the body. New York: Norton, 1939



