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ARTICULO ORIGINAL

METODO
FLUORESCENTE
PARA LA DETECCION DE
ISQUEMIA MIOCARDICA
EN TIEMPO REAL EN UN
MODELO ANIMAL

RESUMEN

Objetivo: Evaluar la factibilidad y sensibilidad de un método
fluorescente para delimitar un area isquémica miocardica en tiempo
real en un modelo experimental de oclusién coronaria.

Material y métodos: En la Seccion de Cirugia Experimental del
Hospital de Clinicas “José de San Martin” y con la aprobacion del
Comité de Etica de la Universidad de Buenos Aires, se intervinieron
10 conejos New Zealand. Cada individuo fue su propio control. Se
les realizaron determinaciones de Troponina, CPK, CPK-mb, LDH,
electrocardiograma (ECG), oximetria de pulso y frecuencia cardiaca
pre y posoperatorias. Se utilizd anestesia general, y luego de realizar
una esternotomia se efectud la ligadura de la segunda arteria
diagonal. Se visualizo la superficie cardiaca con luz de xendn y con
luz ultravioleta UV (530 nm) tras la administracion de 0,01 mg / kg
de fluoresceina sodica al 10%(1V). Los individuos fueron sacrificados
v el miocardio evaluado mediante anatomia patoldgica.

Resultados: Luego de la oclusion coronaria se registraron alteraciones
enzimaticas y electrocardiograficas. Se realizd comparacion de

los valores enzimaticos basales vy a los 90 minutos de realizada la
isquemia obteniéndose los siguientes resultados: LDH basal vs. LDH
posisquemia 159,7 £112,2 (U/L) vs. 1012 +359,9 (U/L) (p<0,0000781),
CPK basal vs. CPK posisquemia 1,072 + 121,7 (U/L) vs. 359,5 +95,7
(U/L) (p<0,00000002), CPK mb basal vs. CPK mb posisquemia 0,89
+0,42 (ng/ml) vs. 3,89 +19 (ng/ml) (p<0,00028593), Troponina basal
vs. Troponina posisquemia 0,06 +0.06 (ng/ml) vs. 19,6 +5,9 (ng/ml)
(p<0,00000005). Los valores de elevacion del segmento ST fueron
de 1,8 +\- 0,65 mm en todos los casos. La saturacion de oxigeno fue
de 97 +/- 2 % con una frecuencia cardiaca 145 * 5 latidos por minuto.
Al exponer el drea miocardica injuriada a la luz de xendn, no se
visualizaron alteraciones. Sin embargo al ser estimulada la superficie
cardiaca con luz de 530 nm se pudo observar un area no fluorescente.
Dicha area fue de 0,7225 +0,39 cm? en la cara anterior del miocardio
distal a la oclusion. La injuria miocardica fue correlacionada por
anatomia patoldgica.

Conclusiones: El método fluorescente utilizado resulto factible y
sensible para la evaluacion de la vascularizacion e identificacion de
un area isquémica miocardica en tiempo real.

PALABRAS CLAVE: isquemia miocardica, modelo animal, fluoresceina.
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INTRODUCCION

Laspropiedades de la fluoresceina s6dica son conocidas y utilizadas
en medicina desde fines del siglo XIX, sin embargo nunca han sido
utilizadas para la evaluacion y correlaciéon de un area isquémica
miocardica en tiempo real. La facilidad en su obtencién, su rapida
distribucion en tejidos altamente irrigados como el cardiaco sumadas
a su baja tasa de efectos adversos hacen de la misma la sustancia ideal
para llevar a cabo dicho trabajo experimental'.

El objetivo fue evaluar la visualizacién directa en tiempo real de
un area isquémica miocardica, mediante la utilizacién de fluoresceina
sodica en forma endovenosa bajo estimulo directo con luz UV
(530 nanémetros) en un modelo experimental de isquemia miocardica.

La importancia quirargica del reconocimiento correcto del area
isquémica, no visualizado con claridad bajo visién directa, radica en:

1. Aportar mayor informacién sobre la anatomia y la fisiopatologia
de la enfermedad coronaria in vivo.

2. Mejor visualizaciéon del miocardio reperfundido luego de una
cirugia de revascularizaciéon miocardica.

Varios autores han realizado diversos modelos experimentales de
infarto miocardico en animales, pero ninguno de ellos evalu6 el area
con un método fluorescente?.

MATERIALES Y METODOS
Todos los procedimientos fueron realizados en Gentro de Cirugia
Experimental del Hospital de Clinicas “Jos¢ de San Martin”.
Universidad de Buenos Aires. Durante el afio 2013 con la aprobaciéon
del Comité de Etica de la Universidad de Buenos Aires.

La fluoresceina es una sustancia colorante organica hidrosoluble
utilizada en angiografia de vasos oculares y en ciertas técnicas
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odontolégicas. Fue descubierta por el profesor y Premio Nobel de
Quimica (1905) Johann Fiedrich Wilhelm Adolf Baeyer (1835-1917).
Se trata de una sustancia hidrosoluble de color amarillo perteneciente al
grupo de las xantinas, que produce un color fluorescente verde intenso
en soluciones alcalinas (con PH mayor a 7). Cuando se expone alaluz, la
fluoresceina absorbe ciertas longitudes de onda y emite luz fluorescente
de longitud de onda larga, en este caso cercanas a 530 nm (Figura 1).

Se utilizaron 10 conejos New Zealand (n=10) con un peso
promedio de 3,1 + 0,6 Kg.

Cada individuo fue su propio control. Se realiz6 anestesia general
con 35mg/Kg de ketamina y dmg/Kg xilacina intramuscular como
induccién anestésica. Se efectué rasurado auricular y esternal,
colocacion de un catéter de 20 G en una vena del pabellon auricular
1zquierdo. Se confecciondé una traqueostomia lateral asegurando
la via aérea con un tubo endotraqueal n°3. El plano anestésico se
mantuvo con un goteo continuo de Propofol. La técnica quirargica
consisti, previa colocacién del individuo en dectbito dorsal con
miembros extendidos, en:

1. Esternotomia.

2. Pericardiotomia.

3. Luxacioén cardiaca.

4. Ligadura de la segunda arteria diagonal con sutura de
polipropileno 6,0 utilizando lupas de 3,5 x.

Se visualizé de forma directa el area isquémica con luz de xenén.
Posteriormente por via periféricase inyect6 0,01 mg/kg de fluoresceina
sodica al 10% por via endovenosa. Se alterné la visualizacién con luz

de xenén y luz UV de 530 nm.

Se tomaron muestras de sangre para realizar determinacion
de enzimas cardiacas (CPK, CPK —mb, LDH y Troponina) pre y
posisquemia miocardica (90 minutos). Se efectué monitoreo continuo
de los animales, registrando valores de saturaciéon de oxigeno,
frecuencia respiratoria, frecuencia cardiaca y electrocardiograficos.
Posteriormente se realizaron mediciones del area no fluorescente
correlacionable con el area isquémica.

Se practic6 eutanasia en todos los animales, el corazon se removid
en block y fue remitido a anatomia patolégica en formol al 10%.

RESULTADOS

Un total de 10 conejos neozelandeses (n=10) con un peso de
3,100 % 0,6 kg fueron sometidos al modelo experimental de isquemia
miocardica. No se observé mortalidad perioperatoria y se practico
cutanasia en el 100% de los casos a las 2 h de iniciada la induccién
anestésica. El ECG, la frecuencia cardiaca, la frecuencia respiratoria
y la oximetria de pulso de todos los individuos inicialmente no
evidenciaron alteraciones y fueron tomados como valores basales.
Los valores de frecuencia cardiaca evidenciaron valores de 145 £ 5
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latidos por minuto, sin variaciones significativas al infarto agudo de
miocardio, al igual que la frecuencia respiratoria que fue de 28 £ 5
ventilaciones por minutos. No se observaron cambios significativos
en los valores de saturacién de oxigeno (97 +/- 2 %). La elevacién del
segmento ST posterior a la ligadura de la segunda arteria diagonal
fue inmediata, mostrando un ascenso promedio 1,8 0,65 mm.

Los parametros bioquimicos basales (tomados en este modelo como
normales) y posligadura coronaria fueron comparados obteniéndose
valores de p < 0,05 (uttizando T de Student) estadisticamente
significativos (Tabla 1).

Al exponer el area infartada a luz de xenén y luz UV de 530 nm
no se logré visualizar con claridad ni el area ni los limites del sector
isquémico (Figura 2).

NZW conejos n=10 P
Peso (kg) 3,10£0,6 n/a
ECG

Anormalidades ECG Inmediato n/a
Elevacion del ST (mm) 1,8£0,65 n/a

Bioquimica sanguinea

Troponina (ng/ml) basales 0,06 + 0,06 n/a
Troponina (ng/ml) posisquemia 19,6 + 5,9 <0.0001
CPK (U/L) basales 1,072 £121,7 n/a
CPK (U/L) posisquemia 359,5+95,7 <0,0001
CPk —mb (ng/ml) basales 0,89+0,42 n/a
CPk —-mb (ng/ml) posisquemia 3,89+1,9 0,0003
LDH (U/L) basales 159,7 £112,2 n/a
LDH (U/L) posisquemia 1.012 +359,9 <0,0001

Anatomia patoldgica

Tama#o infarto (cm?) 0,722 + 0,39 n/a

Tabla 1. Resultados experimentales.
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Figura 2. Ligadura de la segunda
arteria diagonal.
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Figura 3. Non-fluorescent area
(ischemic).

Figura 4. Area no fluorescente
(isquémica).

Figura 5. Area no fluorescente
(isquémica).
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Fluorescein spectra
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Figura 1. Espectro de la flouresceina.

A los 60 segundos de efectuada la ligadura de la segunda
arteria diagonal se inyecté por catéter periférico 0,01 ml/kg de
fluoresceina sodica al 10%. A la luz de xenén la fluorescencia no
se logré identificar con claridad. Sin embargo, al utilizar luz UV de
530 nm se pude observar que el area vascularizada presentaba una
fuerte fluorescencia. En cambio el territorio infartado no mostré
fluorescencia delimitandose claramente el 4rea isquémica (Figuras 3,
4,5y 6). Se efectuaron mediciones de las mismas y arrojaron valores
de 0,722 0,39 cm?.

Elanalisis histopatolégico de la pieza quirargica demostré hallazgos
compatibles con infarto agudo de miocardio, como desorganizacion
de las fibras musculares con mayor eosinofilia y sectores de infiltrado
inflamatorio. Vacuolizacién de citoplasma de miocitos y ondulacion
de las fibras musculares (Figura 7).

DISCUSION
La anatomia similar a la humana del miocardio del conejo, el facil
acceso al mediastino y un tamano suficiente de las arterias coronarias
fueron los principales motivos para la eleccién del modelo animal.

Luego de la ligadura de la segunda arteria diagonal coronaria
se constatd un aumento de las enzimas LDH, CPK, CPK mb,
Troponina de manera significativa y cambios electrocardiograficos
con la elevacion del segmento ST en todos los ejemplares, certificando
una isquemia o injuria miocardica. Kobayashi T. et al describen una
elevada sensibilidad para la deteccién de isquemia miocardica ante
la elevacién del segmento ST®.

Habitualmente los métodos de determinaciéon del area
isquémica afectada son indirectos como el electrocardiograma y
la ecocardiografia. E1 ECG posee también la ventaja de ser un
método no invasivo, y su lectura es a través de los cambios eléctricos
producidos por el corazén. La ecocardiografia puede determinar
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areas de aquinesia miocardica y calcular valores que nos orientan
sobre la anatomia y geometria ventricular®.

La cinecoronariografia por su parte es un método tanto diagnostico
como terapéutico que permite inferir cudl es la arteria coronaria
afectada, pero sin embargo no determina el area realmente infartada °.

Aln no se han descrito en la literatura técnicas para visualizar
durante un procedimiento de revascularizacién miocardica a
ciclo abierto técnicas para delimitar en el intraoperatorio el area
isquémica y el comportamiento de tejido miocardico luego de ser
revascularizado™.

Este trabajo experimental pone de manifiesto la posibilidad
de visualizar en tiempo real el area afectada con la utilizacion de
fluorescencia sédica y luz UV. La fluorescencia es la propiedad de
una sustancia que brilla luego de haber absorbido luz u otra forma
de energia electromagnética’®.

Dentro de las sustancias fluorescentes utilizadas en medicina
se describen el verde de indocianina con un rango de excitacién
de 780 nm y de emisiéon de 830 nm. Esta droga fue utilizada para
pruebas de funcionalidad hepatica en la antigiiedad y actualmente sus
propiedades fluorescentes estan siendo utilizadas en la visualizacion
de la via biliar con el objetivo de evitar lesiones quirtrgicas durante
colecistectomias laparoscopicas®'?.

El azul de metileno por su parte es utilizado ampliamente en
medicina para la evaluaciéon de anastomosis o para el tratamiento
de la metahemoglobinemia'®'"®. Sus propiedades fluorescentes se
comenzaron a utilizar recientemente para la visualizacién ureteral

durante cirugias pélvicas''.

En nuestro caso la sustancia utilizada fue la fluoresceina sédica y la
fuente de excitacion fue la luz ultravioleta con una longitud de onda
de 530 nm. En comparaciéon con las otras drogas tiene un rango de
excitacion menor y posee mayor guantum de energia emitida al ser
excitada, por lo que la luz emitida es atn mayor'.

Su peso molecular es de 332,306 g/Mol, lo que impediria su uso
para el estudio de linfaticos y ganglio centinela por su tendencia a
difundir a los capilares pequetios'®. Justamente esa propiedad es la
que consideramos para su utilizacién en areas de injuria e infarto.

Para diferenciar la posibilidad de visualizacién del area infartada
a simple vista utilizamos luz blanca. No detectamos areas de hipo-
perfusion distal a la arteria ligada como es habitual en los casos de
injuria.

Sin embargo luego de la administracién de fluoresceina y con la
utilizaciéon de luz de 530 nm fue posible visualizar, en el 100 % de los
casos, la distribucion de la fluoresceina en areas bien vascularizadas
y un defecto de relleno (color negro) en areas no vascularizadas.

Enero - febrero - marzo - abril 2016

Dr. Alejandro Damonte vy col. - Pags. 20 a 27

Figura 6. Area no fluorescente
(isquémica) al corte transversal del
corazon.

Figura 7. Microscopia.
Desorganizacion de las fibras
musculares con mayor eosinofilia y
sectores de infiltrado inflamatorio.
Vacuolizacion de citoplasma de
miocitos y ondulacién de las fibras
musculares.
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En nuestro caso no fue necesaria la utilizacién de filtros para la
observaciéon de luz como describen Ishizawa et a/ utilizando verde de
indocianina, debido a que el campo de emisién de la fluoresceina es
visible al ojo humano'.

Llamativamente el area de fluorescencia se mantuvo incluso luego
de sacrificados los animales, lo que interpretamos como un retardo
en el lavado del material fluorescente.

No fue accesible la utilizacién de métodos objetivos de medicion
de fluorescencia como es el soflware utilizado por Diana et al que a
manera de sustraccion digital le determina con valores el grado de
fluorescencia'®.

En nuestro caso la determinacién de ausencia o presencia luminica
en el tejido fue llevada a cabo por la interpretacion de los autores y
comparada con resultados de anatomia patolégica coincidiendo en la
superficie isquémica y el area no iluminada con fluoresceina.

Este trabajo inicial sera atil para el disefio de proximas alternativas
de estudio enla evaluacion de las consecuencias de la revascularizacion
miocardica.

CONCLUSIONES
La administracién endovenosa de fluoresceina sodica permitié
evidenciar con claridad en el 100% de los individuos de esta serie el
area isquémica luego de producido un infarto coincidentes con los
hallazgos del ECG, enzimaticos y anatomia patoldgica. ll
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