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La utilizaciéon de modelos animales para el estudio de
enfermedades cardiovasculares ha contribuido sustan-
cialmente al progreso en el conocimiento de su patoge-
nia y ha permitido el desarrollo de técnicas diagnésticas
y la validacién de procedimientos preventivos y terapéu-
ticos, tanto farmacolégicos como intervencionistas. Las
diferencias existentes entre la enfermedad humana y la
inducida experimentalmente, tanto en los mecanismos
de regulacion genética como en los factores que deter-
minan la funcién cardiaca y vascular, son sus principales
limitaciones. Entre los modelos y las preparaciones em-
pleados en la investigacién cardiovascular, se encuen-
tran los basados en la utilizacién de células aisladas y
tejidos y estructuras en bafios de 6rganos. El sistema de
Langendorff permite el estudio directo del corazén aisla-
do y perfundido aplicando diversas técnicas tanto sin so-
meter al corazén a un trabajo como con una carga con-
trolada. En mamiferos pequefios existen varios tipos de
modelos de alteraciones cardiovasculares que ocurren
por mutaciones genéticas espontaneas o son inducidos
mediante modificaciones especificas del genoma. Entre
los procedimientos utilizados se encuentran los basados
en la transferencia genética con provocacion controlada
de mutaciones que dan lugar a la expresion de alteracio-
nes asociadas al desarrollo de gran nimero de enferme-
dades cardiovasculares. Animales de mayor tamafio se
emplean en modelos en los que se considera relevante
que estén presentes los mecanismos de regulacion y ho-
meostasis del organismo.

Palabras clave: Investigacion cardiovascular. Investiga-
cion basica. Modelos animales.

Animal Models of Cardiovascular Disease

The use of animal models to study cardiovascular
disease has made a substantial contribution to increasing
our understanding of disease pathogenesis, has led to the
development of diagnostic techniques, and has made it
possible to verify the effectiveness of different preventative
and therapeutic approaches, whether pharmacological or
interventional. The main limitations stem from differences
between human and experimentally induced pathology, in
terms of both genetic regulatory mechanisms and factors
that influence cardiovascular function. The experimental
models and preparations used in cardiovascular research
includethose based onisolated cells or tissues or structures
immersed in organ baths. The Langendorff system enables
isolated perfused hearts to be studied directly under
conditions of either no load or controlled loading. In small
mammals, a number of models have been developed of
cardiovascular conditions that result from spontaneous
genetic mutations or, alternatively, that may be induced
by specific genomic modification. One of the techniques
employed is gene transfer, which can involve the controlled
induction of mutations that result in the expression of
abnormalities associated with the development of a broad
range of different types of cardiovascular disease. Larger
animals are used in experimental models in which it is
important that physiological regulatory and homeostatic
mechanisms are present.

Key words: Cardiovascular research. Preclinical research.
Animal models.
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CONCEPTOS GENERALES

En el ambito de las enfermedades cardiovascula-
res, la utilizacion de modelos animales ha contribui-
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do sustancialmente al progreso en el conocimiento
de su patogenia y ha permitido el desarrollo de téc-
nicas diagnosticas y la validacion de procedimien-
tos preventivos y terapéuticos, tanto farmacologi-
cos como intervencionistas!'®.

Aungque los modelos animales nunca se asemejan
completamente a la realidad observada en la clini-
ca, si que permiten obtener informacion directa de
determinados fenémenos, con un control adecua-
do de diversas variables y utilizando procedimien-
tos precisos, con frecuencia invasivos y dificilmente
aplicables en estudios clinicos. La informacion ob-
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Fig. 1. Principales ventajas de los modelos animales utilizados en el estu-
dio de las enfermedades cardiovasculares.

tenida a partir de los modelos animales requiere el
analisis de su aplicabilidad a la patologia humana,
y por ello la informacion obtenida en ambos con-
textos debe ser complementaria.

En la actualidad la experimentacion animal es un
requisito legal encaminado a garantizar la seguri-
dad antes de introducir farmacos y diversos proce-
dimientos diagnosticos y terapéuticos en la clinica.
Por otra parte, existe una normativa y unos proce-
dimientos de regulacion de la experimentacion cuya
finalidad es evitar el sufrimiento de los animales du-
rante el desarrollo de los estudios experimentales®!°.
La implementacion de los medios necesarios para
cumplir los requisitos establecidos y de los procedi-
mientos de aprobacién y control de los protocolos
experimentales es preceptiva. Facilitar el desarro-
llo y la aceptacion de métodos alternativos para
demostrar determinadas hipoétesis fisiopatoldgicas
o terapéuticas, la comercializacién de las técnicas
relacionadas (p. e€j., la produccion in vitro de sus-
tancias obtenidas a partir de modelos animales) y
la incentivacién de su utilizacion son medidas que
pueden ayudar a desarrollar las condiciones de la
experimentacion con modelos animales.

Las principales ventajas de este tipo de modelos
son la posibilidad de utilizar controles y de fijar las
condiciones que podrian modificar los resultados al
variar uno o varios factores (fig. 1). Entre las limi-
taciones se encuentran las diferencias existentes en-
tre la enfermedad humana y la inducida experimen-
talmente como, entre otras, las diferencias en los
mecanismos de regulacion genética o en los factores
que determinan las funciones cardiaca y vascular!
(fig. 2). Especies filogenéticamente distintas pue-
den presentar diferencias anatomicas importantes,
pueden responder a mecanismos fisiopatoldgicos
diferentes y los tratamientos farmacoldgicos pue-
den actuar de modo diverso. Por estos motivos, la
extrapolacion de los resultados de la investigacion
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Fig. 2. Limitaciones de los modelos animales utilizados en la investigacion
sobre las enfermedades cardiovasculares.

basica a la patologia humana siempre se debe efec-
tuar con cautela.

Por otra parte, la distancia entre el laboratorio y
la clinica en ocasiones implica que no se perciba con
claridad Ia utilidad de los resultados de un determi-
nado estudio. Para acortar esa distancia hay que
desarrollar los eslabones intermedios que acerquen
los resultados de un descubrimiento basico al que-
hacer diario encaminado a prevenir, diagnosticar o
tratar las enfermedades cardiovasculares. También
hay que transmitir al cientifico basico las inquietu-
des surgidas de la practica clinica, los problemas no
resueltos o las limitaciones observadas, para sefialar
las lagunas existentes y procurar orientar los esfuer-
zos de la investigacion basica hacia la resolucion de
estos problemas. La comunicacion y la discusion
cientifica en el seno de equipos multidisciplinarios
es necesaria para mejorar los resultados de la inves-
tigacién que en ultima instancia debe encaminarse
hacia el mejor control de las enfermedades y hacia
la promocidn de la salud de nuestra sociedad.

TIPOS DE MODELOS ANIMALES

La aplicacion de procedimientos quirurgicos, la
administracion controlada de farmacos y sustan-
cias, la seleccion de mutaciones genéticas esponta-
neas y, mas recientemente, las alteraciones genéticas
dirigidas mediante procedimientos de recombina-
cion han permitido disponer de un gran niimero de
modelos para el estudio de las enfermedades cadio-
vasculares. Los sustratos anatomicos y fisiopatolo-
gicos pueden diferir seglin las especies animales uti-
lizadas, y los diferentes modelos pueden presentar
respuestas diversas ante las modificaciones induci-
das experimentalmente!!

La eleccién adecuada del modelo experimental
debe basarse fundamentalmente en la finalidad del
estudio, es decir, hay que elegir aquel que mejor



se adapte a los objetivos de la investigacion, aun-
que en esta decision influyen diversos factores, en-
tre ellos las técnicas y los métodos necesarios para
obtener la informacion, su disponibilidad y accesi-
bilidad, las condiciones necesarias para la estabula-
cion, el numero de experimentos, el tipo de estudio,
agudo o crénico, y en este caso, su duracion.

Entre los modelos y las preparaciones utilizados
en la investigacion cardiovascular se encuentran los
que se exponen a continuacion.

Células aisladas y cultivos celulares

Existen distintas técnicas para aislar miocitos car-
diacos de distintas especies animales. Los procedi-
mientos utilizados consisten, basicamente, en aislar
el corazén, perfundirlo con soluciones enzimaticas
sin calcio para degradar la matriz de colageno que
interconecta los miocitos y extraer las células*!?. Una
vez comprobada la viabilidad de las células, pueden
aplicarse diversas técnicas de estudio, por ejemplo
técnicas electrofisiologicas como las de patch-clamp,
que permiten analizar las corrientes ionicas o los
cambios de voltaje transmembrana (fig. 3).

El desarrollo de las técnicas implicadas en los cul-
tivos celulares conjuntamente con las de la ingenie-
ria genética ha ampliado las posibilidades de ana-
lisis de diversos fendmenos>'>!7. Asi, mediante las
técnicas de transfeccion, que consisten en la intro-
duccion de material genético (ADN recombinante)
en el nucleo de diversas células de mamiferos, se ha
hecho posible modificar su expresion proteinica y,
con ello, sus funciones. Entre los estudios en que se
utilizan estas técnicas, se encuentran los dirigidos a
analizar el comportamiento de los canales ionicos
implicados en la cinética del potencial de accion
transmembrana tanto en condiciones basales como
bajo la accion de diversos farmacos!'+1®,

En otros ambitos, como el de la medicina re-
generativa y el de la ingenieria tisular, se estan
desarrollando multiples lineas de investigacion
encaminadas a conocer y controlar el proceso de di-
ferenciacion celular. Entre sus posibles aplicaciones
estan el desarrollo de estructuras tisulares de poten-
cial aplicacion clinica'8,

Preparaciones en baino de 6rganos y tejidos

El estudio de determinadas estructuras de diver-
sas especies animales, como musculos papilares,
fibras de Purkinje, laminas de tejido miocardico o
vasos arteriales y venosos, aporta informacion en
diversos campos que abarcan desde la mecanica
cardiaca o vascular hasta la electrofisiologia.

Las preparaciones de musculo papilar obtenidas
a partir de animales de pequefio tamano se basan en
la extraccion del musculo para situarlo en una ca-
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Fig. 3. Esquema sobre la utilizacion de la técnica de patch-clamp en cé-
lulas aisladas con la membrana integra (parte superior), tras perforar la
membrana (parte intermedia) o utilizando fragmentos de membrana celular
(parte inferior).

mara en la que fluye liquido nutricio a una tempe-
ratura constante y que permite que los extremos del
musculo puedan fijarse a electrodos de estimulacion
y transductores de fuerza. En estas preparaciones
se puede estudiar diversas propiedades mecanicas,
como la relacion fuerza-frecuencia, las respuestas a
distintos tipos de sobrecarga y los mecanismos que
las regulan, asi como los efectos de diversas mani-
pulaciones farmacologicas o no farmacoldgicas!>%,
La utilizaciéon de microelectrodos o electrodos ex-
tracelulares permite estudiar las propiedades elec-
trofisiologicas de los miocitos y analizar los efec-
tos de los farmacos?!, por ejemplo, su capacidad
de prolongar la repolarizacion a distintas frecuen-
cias'>. La utilizacion de estas técnicas en modelos
modificados genéticamente amplia la capacidad de
analisis de los procesos fisiopatologicos implicados
en diversas enfermedades del ser humano.

También en bafo de 6rganos pueden estudiarse
laminas de miocardio, anillos vasculares o diver-
sas preparaciones que incluyen al nodo sinusal, al
nodo auriculoventricular o las fibras de Purkinje.
La accesibilidad de los elementos que constituyen
la preparacion permite obtener informacion rele-
vante sobre su comportamiento?>?*, Uno de los in-
convenientes de estas preparaciones de tejidos y or-
ganos reside en la dificultad que pueda haber para
la difusién adecuada del oxigeno, los solutos o los
farmacos y las sustancias estudiados hasta sus ca-
pas mas internas*>?. No hay esta dificultad en las
preparaciones de miocitos aislados!?2. También pue-
de obviarse utilizando procedimientos experimenta-
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Fig. 4. Esquema del sistema de Lan-
gendorff utilizado para el estudio de
preparaciones de corazon aislado y
perfundido de distintas especies ani-

les mas complejos?’, en los que se aisla la parte del
corazon que se va a estudiar (p. ¢j., la auricula dere-
cha con el nodo sinusal o el musculo papilar unido
al septo interventricular) y se irriga con sangre pro-
cedente del sistema arterial de otro animal (circula-
cion cruzada) o con liquido nutricio, a través de las
arterias coronarias que suplen la circulacion a estos
tejidos (p. €j., la arteria del nodo sinusal o la arteria
septal anterior).

Sistema de Langendorff (corazén aislado)

El método de Langendorff para estudiar cora-
zones aislados fue descrito a finales del siglo XIx.
Permite el estudio de los fendémenos sin influencias
neurohumorales y en condiciones controladas, ac-
cediendo directamente a las zonas de interés (fig. 4).
La perfusion miocardica se efectua a través de las
arterias coronarias que se rellenan retréogradamen-
te. En la preparacion clasica, el corazon se contrae
sin realizar trabajo, aunque existen variantes (wor-
king heart) en las que, mediante diversos disposi-
tivos, el corazon se contrae con una determinada
carga (baldn intraventricular relleno de liquido,
perfusion desde la auricula izquierda con conexion
de la aorta a un sistema que regula la resistencia al
flujo, etc.)>?®. La isquemia miocardica puede pro-
ducirse tras la ligadura de una arteria coronaria o
reduciendo la oxigenacion del liquido nutricio. Se
utilizan corazones de distintas especies que abarcan
desde la rata hasta animales grandes. Tras la ex-
traccion del corazon, se canula la aorta seccionada
en su porcion ascendente y por ella se suministra el
liquido nutricio que, desde los senos de Valsalva y
por las coronarias, irriga el miocardio y es drenado
al exterior por el sistema venoso cardiaco. La pre-
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males.

sion de perfusion (entre 60 y 80 mmHg) o el flujo
(entre 1,5 y 2,5 ml/g) se mantienen constantes y la
oxigenacion del liquido nutricio se efectiia con una
mezcla de O, (95%) y CO, (5%). Este liquido con-
tiene las proporciones adecuadas de electrolitos y
glucosa (solucion de Krebs-Henseleit, solucion de
Tyrode, etc.) y puede complementarse con albiimi-
na o sangre, especialmente cuando se utilizan cora-
zones de especies grandes. El pH se mantiene entre
7,35y 7,4 y la temperatura, habitualmente, entre 36
y 37 °C.

En el corazon aislado y perfundido pueden em-
plearse electrodos multiples extracelulares, tanto
epicardicos como endocardicos o intramiocardicos,
para efectuar estudios cartograficos de la actividad
eléctrica cardiaca y analizar las propiedades electro-
fisioldgicas basicas (refractariedad, conduccion, au-
tomatismo), sus modificaciones mediante fArmacos,
agentes fisicos, estimulos eléctricos u otros proce-
dimientos, asi como los mecanismos de inicio, per-
petuacion o cese de las arritmias cardiacas®-** (figs.
5-8). Si el corazédn aislado se encuentra sumergido
en suero salino o en el propio liquido nutricio, pue-
de registrase el equivalente a las derivaciones elec-
trocardiograficas y analizar sus variaciones ante
distintas maniobras o farmacos. La utilizacion de
electrodos de succidén o de presion permite obtener
los llamados potenciales de accidon monofasicos, que
guardan relacién con las caracteristicas del poten-
cial de accion transmembrana®. La utilizacion de
sistemas opticos basados en el registro de los cam-
bios de luminiscencia de un marcador en funcion
de las variaciones del potencial de membrana (fig.
9) ha hecho posible acercarse al estudio de las arrit-
mias cardiacas disponiendo de informacién adicio-
nal sobre la duracion del potencial de accidén®>-.
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Fig. 5. Diversos tipos de electrodos extra-
celulares utilizados para el registro de los
procesos de activacion miocardica en el
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Fig. 6. Dispositivos utilizados para efec-
tuar estudios cartograficos de la actividad
eléctrica cardiaca introduciendo variacio-
nes térmicas localizadas en el corazon
aislado y perfundido de conejo.

Mamiferos de pequeio tamano

Entre las caracteristicas que hay que tener pre-
sentes al elegir y utilizar modelos basados en ani-
males pequefios, se encuentran las propias de cada
especie; asi, por ejemplo, en el cobaya la circulacion
colateral del arbol coronario esta muy desarrollada

y por eso la ligadura de una de las ramas principa-
les no permite reproducir de manera estable situa-
ciones de isquemia miocardica. Entre otras ventajas
relacionadas con la utilizacion de este tipo de ani-
males, la alta tasa de reproduccién (importante en
la seleccion de casos con determinadas caracteristi-
cas genéticas en un tiempo adecuado) y la vida me-
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Fig. 7. Parte superior: mapa de activacion
obtenido con un electrodo muiltiple epi-
cardico, situado en la pared anterior del
ventriculo izquierdo en una preparacion
de corazdn aislado y perfundido de co-
nejo durante la estimulacion epicardica.
Parte inferior: identificacion de la zona
isquémica tras la oclusion coronaria me-
diante el andlisis de las modificaciones
de la repolarizacion ventricular.

Fig. 8. Andlisis en el dominio de la fre-
cuencia (andlisis espectral y tiempo-fre-
cuencia) de las senales registradas du-
rante la fibrilacion ventricular en la pared
anterior ventricular izquierda. En la parte
inferior izquierda se observan los mapas

de isofrecuencias.

dia corta permiten analizar la historia natural de la
enfermedad en un tiempo breve. Por otra parte, la
semejanza genética con el ser humano hace posible
el estudio de determinadas alteraciones y su corres-
pondencia con las enfermedades encontradas en la
clinica, con lo que se amplia la informacion sobre
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los defectos implicados en las enfermedades here-
ditarias. No obstante, se ha de tener en cuenta las
diferencias existentes en mecanismos basicos que li-
mitan la extrapolacion de resultados'.

En mamiferos pequefios existen varios tipos de
modelos de alteraciones cardiovasculares que ocu-
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Cartografia optica de la actividad eléctrica cardiaca

Fig. 9. Imagenes obtenidas con un sis-
tema de cartografia dptica durante un
episodio de fibrilacion ventricular me-
diante el que se registran los cambios de
luminiscencia de un marcador en funcion
de las variaciones del potencial de mem-
brana.

rren espontaneamente o son inducidos experimen-
talmente®. Las posibilidades de estudio se amplian
al disponer de un numero mayor mediante crianza
selectiva. Los modelos de ratones basados en alte-
raciones genéticas espontaneas y el desarrollo de ce-
pas con alteraciones poligénicas o de un unico gen
han facilitado el estudio de los mecanismos de di-
versos procesos fisiopatoldgicas y sus determinantes
genéticos. Por otra parte, los avances tecnologicos
han permitido originar, en animales como el raton,
modelos con alteraciones en sitios especificos del
genoma. Estos procedimientos abarcan desde los
no transgénicos, basados en la inducciéon de muta-
ciones y en el desarrollo de cepas obtenidas de dife-
rentes tipos de embriones, hasta los originados por
transferencia genética, que se iniciaron hace mas de
25 afos y han dado lugar a los procedimientos de
provocacion controlada de mutaciones con expre-
sion de alteraciones relacionadas con el desarrollo
de gran numero de enfermedades®>7-3%,

Los modelos transgénicos se basan en la intro-
duccion de ADN en el genoma de un determinado
animal, hecho que ha sido posible tras el desarro-
llo tecnologico empleado en producir cultivos celu-
lares, manipular embriones y recombinar el ADN.
Entre las técnicas directamente relacionadas se en-
cuentran la inyeccidn pronuclear, la transgénesis vi-
ral y la recombinacion homéloga. En el primer caso
se efectia una microinyeccion de ADN en el pronu-
cleo del cigoto y en el segundo caso se utilizan vec-
tores virales en la introduccion de genes para que se
expresen o alteren el genoma. Las técnicas recom-

SEerEncia termpara

binantes se utilizan para introducir una alteracion
definida en un sitio especifico del genoma. En estos
casos la modificacion genética se efectua de mane-
ra dirigida modificando genes de modo especifico.
Asi, en los denominados ratones knockout (inacti-
vacion genética mediante recombinacion homolo-
ga), se inactivan genes especificos para conseguir
informacién sobre su funcién (permiten estudiar
enfermedades originadas por mutaciones en las que
hay pérdida total o parcial de formacion de las pro-
teinas mediante las que se expresa el gen)®. Por otra
parte, en los denominados ratones knockin se reem-
plazan o se mutan determinados genes y se analizan
sus patrones de expresion y los efectos de estas va-
riaciones que conllevan cambios en una funcion®3.
El procedimiento de formacion de estos mode-
los se basa, en primer lugar, en la manipulacion de
cé¢lulas madre embrionarias. Estas se obtienen de
la masa de células internas de blastocistos machos
tras la fertilizacion del huevo y, una vez cultivadas,
se efectian mutaciones especificas in vitro. Estas
células son pluripotentes y son utilizadas para ge-
nerar los ratones con las mutaciones elegidas. Las
mutaciones se efectian introduciendo en la célula
embrionaria el material genético construido previa-
mente. Para ello se utiliza el procedimiento de elec-
troporacion mediante choque eléctrico, tras el cual
una pequefia proporcién de las células sometidas al
proceso incorporan las modificaciones disefiadas y
construidas con anterioridad. Tras multiplicar las
células embrionarias con la mutacion (heterocigd-
ticas), éstas son inyectadas en blastocistos almace-
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cacion genética mediante los que se
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genes especificos. Se basan en primer
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madre embrionarias que se obtienen
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previamente. Tras multiplicar las célu-
las embrionarias con la mutacion (he-
terocigoticas), se las inyecta en blas-
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tos se obtienen los ratones mutantes
homocigotos.

Q
Tipo B

Mutante @
heterocigoto

nados previamente que después son implantados en
ratones hembras seudoprefiadas. Sus descendientes
quiméricos, que en parte se derivan de las células
embrionarias modificadas y en parte de los blasto-
cistos donantes, son identificados y, tras el cruce de
los heterocigotos, se obtienen los ratones mutantes
homocigotos (fig. 10).

En modelos transgénicos de roedores se ha mo-
dificado el metabolismo lipidico aproximando-
lo al del ser humano para producir modelos de
aterosclerosis*#!. También se han desarrollado mo-
delos de insuficiencia cardiaca***, de diversos tipos
de miocardiopatias’ o de arritmias determinadas ge-
néticamente que permiten identificar las formas de
expresion y analizar los genes relacionados>63%%,
Asi se estudian modelos de sindromes arritmicos
con caracteristicas comunes a las encontradas en el
ser humano. Por ejemplo, en relacion con la fibrila-
cion auricular, algunos de los modelos transgénicos
se caracterizan por el desarrollo de fibrosis auricular
o se trata de modelos knockout de la conexina 40, en
los que hay alteraciones de la conduccién. También
se han creado modelos en los que se alteran las pro-
piedades electrofisiologicas miocardicas acortando
la repolarizacién, tal como sucede en aquellos en
que se sobreexpresa la proteina Kir2.1 alterando la
corriente rectificadora de potasio IK1¢. En relacion
con la cardiopatia isquémica se han desarrollado di-
versos modelos, entre otros los utilizados para estu-
diar el precondicionamiento isquémico y su relacion
con la conexina 43 y las gap junctions**.
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Mamiferos de mayor tamano

Animales grandes se emplean en modelos en los
que se considera relevante que estén presentes los
mecanismos de regulaciéon y homeostasis. Diver-
sos aspectos pueden dificultar la interpretacion de
los resultados y hay que tenerlos presentes al plan-
tear y disefiar los estudios®. Existen diferencias
entre especies; por ejemplo, en las caracteristicas
de la circulacién coronaria, que en el cerdo es ter-
minal, sin anastomosis entre las ramas vasculares,
mientras que en el modelo canino existen colatera-
les (fig. 11). Asi, la ligadura coronaria en el cerdo
se asemeja a la oclusion coronaria en sujetos sin
circulacidon colateral, pero se aleja de la de los pa-
cientes que la han desarrollado espontaneamente o
en el contexto de la cardiopatia isquémica croénica.
Por otra parte, también hay diferencias entre espe-
cies en la importancia relativa de las distintas ramas
del arbol coronario, en funcién de la extension del
territorio que irrigan. En relacion con el sistema de
conduccidn cardiaco, la distribucidn de las fibras de
Purkinje no es uniforme; en el cerdo es transmural,
abarcando desde el endocardio hasta el epicardio?,
mientras que en el perro o en el gato es predomi-
nantemente subendocardica, por lo que se asemeja
mas a la del ser humano y por este motivo presen-
tan una secuencia de activacién ventricular mas
parecida. Existen diferencias entre el proceso de re-
polarizacion miocardica de los modelos caninos y el
de los seres humanos, diferencias que dificultan la
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comparacion de los cambios ocurridos en el inter-
valo QT o en la onda T en distintas circunstancias.
Otras diferencias entre especies son las derivadas
de la expresion de los canales idnicos que regulan
las caracteristicas de los potenciales de accién de
las células miocardicas, ya que en algunas especies,
como las ratas, no se expresan los canales IKr, pero
si que ocurre en conejos, cobayas y perros, y este
hecho condiciona la posibilidad de analisis de algu-
nos fendmenos como las arritmias relacionadas con
la prolongacion del intervalo QT.

Otro de los aspectos que hay que considerar al
utilizar estos modelos experimentales es la seleccion
de la anestesia adecuada, ya que sus efectos pueden
modificar los fenomenos estudiados®. El pentobar-
bital tiene efectos parasimpaticoliticos e influye en
la distribucion del flujo sanguineo intramiocardico,
mientras que la combinacion de morfina y alfaclo-
ralosa modifica en menor medida el control auto-
nomico del sistema cardiovascular, aunque prolon-
ga la repolarizacion ventricular. Los anestésicos de
accion breve pueden ser de ayuda en los momentos
iniciales de determinados protocolos en los que des-
pués se mantiene la anestesia con otros farmacos.
El régimen de administracion de los agentes anes-
tésicos puede influir en la estabilidad del grado de
sedacion y hay que tener en cuenta algunos de sus
efectos, como la depresion de la contractilidad o las
modificaciones del tono autéonomico (pentobarbi-
tal, propofol). Determinados anestésicos inhalato-
rios pueden modificar las propiedades electrofisio-
logicas de las células miocardicas y tener efectos
proarritmicos (halotano, enflurano).

Los experimentos cronicos abarcan desde los ba-
sados en una intervencidén aguda tras la que se ob-
servan los efectos producidos por ella en presencia
o ausencia de determinados farmacos (como las
modificaciones en el grado de fibrosis miocardica

tras provocar una sobrecarga auricular por disfun-
cion valvular) hasta aquellos que requieren la uti-
lizacién de equipos especiales con los que se moni-
torizan las variables estudiadas mediante distintos
procedimientos, como la telemetria o la transmision
por cable, y que, por lo tanto, requieren el implante
de diversos sistemas (tabla 1).

MODELOS ANIMALES EN DISTINTAS AREAS
DE INVESTIGACION CARDIOVASCULAR

Aterosclerosis

Se ha estudiado un amplio nimero de procesos
relacionados con la aterosclerosis en modelos ani-
males®. Se han utilizado conejos alimentados con
dietas ricas en colesterol para analizar la formacion
y la evolucion de las lesiones, asi como su regresion
al modificar la dieta®’” o al afiadir tratamientos es-
pecificos®!, hechos también comprobados en otras
especies animales®>3¢, En roedores, la aplicacion de
técnicas transgénicas ha permitido crear modelos
con alteraciones del metabolismo lipidico presentes
en el ser humano®’, por ejemplo, mediante la mani-
pulacién de la expresion de la apoproteina E%. En
estos ratones la transferencia genética con vectores
que contienen apoA-IcDNA para aumentar la con-
centracion del colesterol de las lipoproteinas de alta
densidad (¢cHDL) ha dado lugar a la remision de las
lesiones®, que también se ha conseguido aumen-
tando de manera prolongada la expresioén de apoli-
poproteina E mediante vectores virales®¢!. El tras-
plante de segmentos de aorta que contienen lesiones
ateroscleroticas desde modelos de ratones transgé-
nicos con niveles altos de apolipoproteina B, bajas
concentraciones de cHDL y alimentacion con dietas
hiperlipidicas a receptores normales permite el estu-
dio de los procesos implicados en la estabilizacion y
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TABLA 1. Principales ventajas y limitaciones de los modelos animales y preparaciones utilizados en investiga-

cion cardiovascular

Modelo o preparacion

Ventajas y aportaciones

Desventajas y limitaciones

Células aisladas, cultivos celulares

Preparaciones en bafio de 6rganos
(masculo papilar, fibras de Purkinje,
estructuras cardiacas, vasos, etc.)

Corazon aislado y perfundido
(sistema de Langendorff convencional)

Corazon aislado y perfundido tipo working heart

Mamiferos de pequefio tamario

Mamiferos de mayor tamario

Posibilidad de utilizar técnicas especificas
(patch-clamp, microelectrodos, etc.)

Modificacion de la expresion de proteinas
mediante métodos de transfeccion

Ingenieria tisular

Estudios moleculares

Diversidad de preparaciones y técnicas
(estudios de mecanica, electrofisiologia,
farmacos...)

Accesibilidad de las estructuras estudiadas

Disponibilidad de modelos modificados
genéticamente

Facilidad técnica

Accesibilidad de las estructuras

Ausencia de interferencias neurohumorales

-Controles adecuados

Permite estudios de la mecanica cardiaca

Control de la carga y de las condiciones
de trabajo

Alta tasa de reproduccion que facilita
los procedimientos de seleccion

Vida media corta que facilita el analisis
de los resultados de las modificaciones
experimentales

Posibilidad de efectuar modificaciones
genéticas

Disponibilidad de técnicas de estudio
basadas en la imagen

Mecanismos de regulacién neurohumoral
y de homeostasis activos

Diversidad de técnicas invasivas y no invasivas

Accesibilidad de las estructuras en modelos
agudos con apertura del torax

Disponibilidad de sistemas de monitorizacion
en modelos cronicos

Disponibilidad de técnicas de estudio basadas
en laimagen

Procesos de extraccion o aislamiento celular
complejos

Necesidad de controlar la viabilidad y la estabilidad
de las células una vez aisladas

Requerimientos de tecnologia compleja

Difusion inadecuada de 02, nutrientes o farmacos
Estabilidad de las preparaciones
Complejidad de las técnicas

No permite el estudio de respuestas integradas
en el organismo completo
Estabilidad de las preparaciones

Complejidad técnica
Estabilidad de las preparaciones

Diferencias entre especies
Requerimientos técnicos especiales
(tamafio reducido)
Modificacion de las condiciones hemodinamicas
en los modelos estudiados con apertura del torax
Modificacion de los resultados por el efecto
de los anestésicos

Diferencias entre especies

Modificaciones producidas por las técnicas
quirdrgicas

Modificacion de los resultados por el efecto
de los anestésicos

remision de las placas®®®, Fenomenos como el de la
trombogénesis y la funcidén plaquetaria también se
analizan en modelos animales®, en los que la utili-
zacion de camaras de perfusion especialmente dise-
nadas® permite analizar los mecanismos implicados
en la trombosis mural.

Isquemia-reperfusion e infarto de miocardio

Diversas lineas de investigacién en modelos ani-
males se han dirigido a analizar la posibilidad de li-
mitar el tamafno del infarto. Hace algunas décadas
se plantearon estudios sobre farmacos y sustancias
que pudieran enlentecer o evitar el desarrollo de la
necrosis®®’, con resultados limitados y no reprodu-

78 Rev Esp Cardiol. 2009;62(1):69-84

cibles*®. Sin embargo, los modelos experimentales
de oclusién coronaria proporcionaron datos pre-
cisos sobre el desarrollo de la necrosis® . Tras re-
conocerse el papel relevante de la reperfusion para
salvar miocardio isquémico, se comenzd a analizar
también su participacion en el desarrollo de la le-
sion. En modelos animales se han identificado me-
canismos patoldgicos asociados a la sobrecarga de
calcio, la accién de los radicales de oxigeno libres
y la accién de células inflamatorias con implicacion
de leucocitos, moléculas de adhesion y citocinas,
entre otros factores™. También se ha analizado el
dafio mitocondrial” identificando alteraciones de la
membrana (formacion de poros) que la hacen per-
meable a diversas sustancias y iones y determinan



la muerte celular. La inhibicion de la apertura de
estos poros podria asociarse a la cardioproteccion
durante la isquemia-reperfusion.

Otro de los temas en el que se ha avanzado es el
del precondicionamiento y el poscondicionamien-
to isquémico’®”’. Existen protocolos experimen-
tales con intervenciones que limitan el tamano del
infarto de manera reproducible debido al precon-
dicionamiento; por ejemplo, en modelos caninos,
efectuando varios periodos de oclusidn de la arteria
coronaria descendente anterior de 5 min, separa-
dos por lapsos similares en los que se restablece la
perfusidon y tras los cuales se efectua una oclusion
duradera. El poscondicionamiento también reduce
el tamafio del infarto; por ejemplo, efectuando va-
rios periodos intermitentes de oclusién coronaria
de corta duracion (30 s) al principio de la reperfu-
sion tras una oclusion duradera. Ambos fendmenos
han sido estudiados en distintas especies animales
y se ha analizado la evolucion temporal del efecto
protector y los mecanismos moleculares implicados,
que siguen siendo objeto de investigacion*®7884,

Miocardiopatias

La miocardiopatia dilatada, que se caracteri-
za por la dilatacion ventricular y el deterioro de la
funcion sistolica, es la mas frecuente y una de las
causas importantes de insuficiencia cardiaca. Entre
los estudios dirigidos a analizar su etiopatogenia, se
encuentran los centrados en las formas familiares,
relacionadas con mecanismos genéticos que dan lu-
gar a diversas alteraciones, como en la actina alfa
cardiaca, la cadena pesada de la betamiosina o la
troponina T.

Se han desarrollado modelos en animales pe-
quefios como ratas, ratones y hamsters para el es-
tudio de la patogenia’#?#%¢ En cepas de hamster
con miocardiopatia dilatada espontanea (BIO14.6,
CHF 147) se ha descrito un desarrollo progresivo
de miolisis, hipertrofia, dilatacion e insuficiencia
cardiaca congestiva, con cambios en la expresion
enzimatica que conducen a un aumento del estrés
oxidativo (cepa TO-2). En modelos modificados
genéticamente*>%® se han inducido miocardiopatias
dilatadas que incluyen mutaciones en los genes que
regulan el citoesqueleto (ausencia de genes para dis-
trofina y utrofina) y desarrollan distrofias muscu-
lares y miocardiopatias. También se han originado
modelos knockout de la proteina LIM muscular que
desarrollan miocardiopatias dilatadas. La sobreex-
presion de proteinas G da lugar a miocardiopatias
en las que intervienen los mecanismos de apoptosis.
Existen mutaciones mitocondriales con déficit en la
fosforilacion oxidativa que cursan con miocardio-
patias dilatadas. En modelos con animales grandes,
mas cercanos a la clinica, se analizan aspectos rela-
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cionados con la mecanica, las alteraciones molecu-
lares y metabolicas y las adaptaciones neurohumo-
rales inadecuadas.

Insuficiencia cardiaca

En el terreno de la insuficiencia cardiaca, el ana-
lisis de sus causas y la traslacion de los conocimien-
tos existentes desde los estudios experimentales a la
practica clinica, tanto en el terreno de la proteccion
miocardica como en el del remodelado ventricular,
son otro de los retos que tiene ante si el investiga-
dor que estudia las enfermedades cardiovasculares.

En el desarrollo de la insuficiencia cardiaca inter-
vienen tanto el corazéon como la circulacion perifé-
rica y los complejos mecanismos neurohumorales
que regulan los procesos hemodinamicos. Existen
cepas de animales pequefios en los que la insufi-
ciencia cardiaca ha aparecido debido a alteraciones
genéticas espontaneas. También se utilizan anima-
les en los que se han efectuado modificaciones ge-
néticas artificialmente®*3¢, Entre los modelos mu-
rinos en los que se aplica la tecnologia transgénica
y de knockout**, se encuentran los que se caracte-
rizan por alteraciones en el manejo del calcio y el
desarrollo de hipertrofia**%¢, En ellos se estudia la
relacion entre la expresion de la Ca?>*ATPasa del
reticulo sarcoplasmico (SERCA) y el desarrollo de
insuficiencia cardiaca tras alterar su expresion.

En animales de mayor tamano existen diversos
procedimientos para producir modelos de insufi-
ciencia cardiaca, entre ellos la estimulacion auricu-
lar o ventricular a una frecuencia rapida (frecuencia
3-4 veces superior a la espontanea sinusal)®’, que en
un plazo de 3-5 semanas origina insuficiencia car-
diaca con reduccion de la funcion sistolica, disminu-
cion del gasto cardiaco, aumento de las resistencias
vasculares sistémicas, aumento del estrés sistolico
de la pared ventricular y alteraciones electrofisiolo-
gicas y metabolicas. También se emplean diversos
tipos de sobrecarga de presion y de volumen o de
isquemia miocardica; por ejemplo, mediante la pro-
vocacion de insuficiencias valvulares que dan lugar
a sobrecargas de volumen o aumentando la impe-
dancia a la eyeccidon ventricular, que origina so-
brecarga de presion. En estos modelos, ademas de
analizar los factores determinantes del deterioro de
la funcién ventricular, se analizan las respuestas a
diversos tratamientos y se ponen a prueba diversas
técnicas de asistencia circulatoria.

Arritmias

Es dificil encontrar modelos de arritmias que
reinan todos los factores determinantes anato-
mopatoldgicos, electrofisiologicos, bioquimicos y
moleculares que estan presentes en la clinica. En
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modelos transgénicos se estudian los mecanismos
implicados en la génesis de diversos tipos de arrit-
mias cardiacas en el contexto de las canalopatias y
diversos tipos de miocardiopatias®3®3°. En relacién
con la fibrilacién auricular, los modelos anima-
les han aportado informacién relevante sobre sus
mecanismos y sobre diversos procedimientos tera-
péuticos®. Existen diversos modelos de fibrilacion
auricular en diferentes contextos cuya informacion
es complementaria: estimulacion vagal o perfusion
continua de acetilcolina, sobrestimulacion persis-
tente, insuficiencia cardiaca congestiva, pericarditis
estéril, isquemia auricular, insuficiencia mitral, so-
brecarga de volumen, insuficiencia respiratoria, ac-
ciones de farmacos (cesio para inducir la formacion
de pospotenciales y automatismos anormales, aco-
nitina para crear focos ectopicos) y modelos trans-
génicos, entre otros®.

En el contexto de la isquemia miocardica y
de la reperfusion, se generan diversos tipos de
arritmias**$%8, Su andlisis ha aportado informa-
cion relevante en relacidén con la muerte subita, por
ejemplo. Uno de los modelos animales mas utiliza-
dos para estudiar estos fenomenos es el de Harris
en dos etapas, en el que, tras ligadura de la arteria
coronaria descendente anterior situando una aguja
hipodérmica paralela a la arteria, ésta es retirada
inmediatamente para evitar su oclusion completa,
pero produciendo una estenosis y la consiguien-
te reduccion del flujo; 30 min después se ocluye
completamente la arteria mediante una segun-
da ligadura®>®”!. Mediante este procedimiento, o
los que se han derivado de ¢l utilizando ligaduras
con un grado de obstruccion controlado mediante
el analisis del flujo distal, se evita el desarrollo in-
mediato de fibrilacidén ventricular gracias al pre-
condicionamiento isquémico®® y con ello se puede
estudiar diversos fenomenos producidos por la is-
quemia miocardica, tanto mecanicos como eléctri-
cos. En estos modelos se ha determinado el papel
relevante del automatismo anormal de las fibras de
Purkinje, parcialmente despolarizadas, en el inicio
de arritmias sostenidas durante las primeras horas
tras la oclusion coronaria®. También se ha obser-
vado que la actividad desencadenada por pospoten-
ciales es un fendmeno mas tardio.

Para aproximarse a los acontecimientos que ocu-
rren en la cardiopatia isquémica cronica se han de-
sarrollado diversos modelos®. La simultaneidad
de isquemia y ejercicio fisico puede ayudar a com-
prender los mecanismos implicados en la aparicién
de arritmias en estas situaciones, tanto sin infarto
previo como tras €l, asi como los factores que deter-
minan o facilitan su aparicion o los posibles efectos
beneficiosos de actuaciones terapéuticas, como las
encaminadas a evitar la fibrilacidon ventricular y la
muerte subita. La actividad vegetativa desencade-

80 Rev Esp Cardiol. 2009;62(1):69-84

nada por los reflejos iniciados por la isquemia, por
los cambios hemodinamicos producidos por ella o
por el ejercicio efectuado simultdneamente ha sido
estudiada desde diversos puntos de vista, incluido el
analisis de la intensidad de la respuesta de los baro-
rreceptores, que determina la probabilidad de que
se produzca fibrilacion ventricular®*4,

La inducibilidad de determinadas arritmias tam-
bién puede ser estudiada mediante procedimientos
de estimulacion programada. Otros métodos de in-
duccion de arritmias® se basan en la utilizacion de
farmacos o sustancias que facilitan la produccion de
pospotenciales (catecolaminas, digitalicos)® o gene-
ran actividad repetitiva (focos ectopicos, aconitina)
o simulan o favorecen la produccion de arritmias
asociadas al alargamiento del intervalo QT (taqui-
cardias ventriculares en torsades de pointes) (farma-
cos antiarritmicos con efecto inverso dependiente
de la frecuencia o de otro tipo). El clofilium, que
disminuye la conductancia de los canales HERG, o
la metoxamina pueden producir en conejos in vivo
taquicardias de puntas retorcidas. La veratridina
en corazones de cobaya aislados y perfundidos? o la
bradicardia por bloqueo auriculoventricular com-
pleto en animales de mayor tamafio, que da lugar a
dilatacion e hipertrofia ventricular, son otros mode-
los utilizados para inducir taquicardias polimorfi-
cas. En estos modelos se han analizado parametros
predictores de arritmias como los relacionados con
la variabilidad del QT y también la proarritmogeni-
cidad de determinados farmacos antes de introdu-
cirlos en la clinica®.

El concepto de remodelado eléctrico y estructu-
ral en la fibrilacién auricular ha partido de estudios
experimentales®®® y ha conducido a replantear ac-
ciones terapéuticas. En esta arritmia se han estudia-
do los cambios en la refractariedad, en la velocidad
de conduccién y en la longitud de onda del proceso
de activacién asociados al tiempo de desarrollo de
la arritmia®, asi como los mecanismos i6nicos im-
plicados, y los cambios asociados al remodelado es-
tructural caracterizado por el desarrollo de fibrosis
y alteraciones de la conduccion. Diversas aproxi-
maciones terapéuticas encaminadas al control de la
fibrilacion auricular se han beneficiado de la infor-
macidén obtenida en modelos animales, tanto sobre
los mecanismos causales como sobre las respuestas
a intervenciones farmacoldgicas, quirtgicas o ba-
sadas en procedimientos de ablacion con radiofre-
cuencia'®1%_ Se ha comprobado que determinados
farmacos detienen la arritmia sin modificar la lon-
gitud de onda del proceso de activacion miocardi-
00107‘

El control de la muerte subita por arritmias ven-
triculares sigue siendo un problema no resuelto y
un reto para los investigadores que trabajan en dis-
ciplinas diversas. Los resultados clinicos de los des-



fibriladores automaticos implantables han supuesto
un avance en este terreno y en su desarrollo han
contribuido los estudios experimentales'®.

FUTURAS DIRECCIONES

Los avances en el control de las enfermedades
cardiovasculares se apoyan en el mejor conocimien-
to de aspectos muy diversos, que abarcan desde los
abordados en estudios epidemiologicos, ensayos cli-
nicos y registros hasta los estudiados en los trabajos
de investigacidén basica. En este terreno se ha pro-
gresado en el analisis molecular: los determinantes
genéticos de gran numero de procesos, sus interac-
ciones, los mecanismos de transcripcion o las vias
de sefializacion, informacion que ha de proporcio-
nar nuevas claves en el conocimiento del desarrollo
y las funciones de 6rganos y sistemas.

La utilizacion de técnicas clasicas como las del
sistema de Langendorff, con variantes en las que el
corazon se somete a cargas controladas, conjunta-
mente con los procedimientos de modificacion ge-
nética, ha ampliado las posibilidades de estudio de
la mecanica cardiaca y de los procesos de contrac-
cion y relajacion, lo que permite el analisis de los
efectos funcionales de alteraciones en la expresion
de proteinas relacionadas con el reticulo sarcoplas-
mico, el manejo intracelular del calcio o los elemen-
tos contractiles del musculo cardiaco'®. Las deter-
minaciones in vivo efectuadas en modelos murinos
con alteraciones genéticas que producen hipertrofia
aportan informacion sobre los factores que deter-
minan la funcion sistélica y la diastolica y sobre las
intervenciones farmacoldgicas que las modifican.
La utilizacion de estos modelos requiere la adapta-
cion de los sistemas de registro a las caracteristicas
de los animales transgénicos de pequefio tamafio.

La introduccion de técnicas no invasivas como la
ecocardiografia, con transductores y capacidad de
resolucion adecuados (frecuencias de emision altas
y mejor resolucioén temporal para adecuarla a la fre-
cuencia cardiaca elevada de estos animales), ha per-
mitido ampliar la informaciéon sobre la anatomia
y la funcién cardiaca y estudiar las consecuencias
de sobrecargas de presion y de volumen en mode-
los transgénicos, para analizar los factores relacio-
nados con el desarrollo de hipertrofia o dilatacion
ventricular. La combinacion de catéteres intracavi-
tarios y técnicas ultrasonicas afade el analisis de las
curvas presion-volumen.

En los estudios experimentales se ha introdu-
cido mas recientemente la resonancia magnética
cardiaca para obtener informacion anatdémica y
funcional, que se ha afiadido a las técnicas ultraso-
nicas en cuanto a la posibilidad de aplicarla in vivo.
También aporta informacion sobre la perfusion
y el metabolismo miocardicos, la existencia de ne-
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crosis miocardica o sobre el manejo del i6n calcio
durante los procesos de excitacion-contraccion!'!,
Se estan desarrollando herramientas para el estudio
de la funcidén mecanica intramiocardica y de los fe-
nomenos de torsion. El analisis metabodlico incluye
métodos espectroscopicos para detectar el P! o el
H!, estableciendo cocientes como el de la fosfocrea-
tinina y el ATP, relacionado con la produccion de
energia. También permite el analisis de los meca-
nismos basicos que influyen en la funcion cardiaca
o en los procesos de remodelado ventricular y de
formacién de la cicatriz postinfarto. El estudio de
nuevos agentes que permiten contrastar el miocar-
dio de manera dirigida abre paso a la evaluacion de
diversos fendmenos como la apoptosis de las células
miocardicas.

La tomografia de emision de positrones esta sien-
do utilizada en modelos experimentales para el ana-
lisis y la cuantificacién del recambio de glucosa en
el miocardio o para detectar defectos regionales de
la perfusion y, junto con la tomografia computari-
zada de emisién monofotonica (SPECT), aporta
informacién molecular mediante la utilizacion de
marcadores que se unen a dianas especificas.

En el terreno de la electrofisiologia cardiaca, el
perfeccionamiento de los sistemas Opticos hasta
conseguir resoluciones temporales comparables a
las obtenidas con electrodos extracelulares amplia
las posibilidades de estudio de las arritmias car-
diacas. También supone un avance el desarrollo de
matrices de microelectrodos capaces de estimula-
cion y registro de las senales bioeléctricas con una
gran resolucion temporal y espacial, que permite es-
tudiar con precisidn las interacciones y conexiones
entre diferentes tipos de células y tejidos, asi como
determinar los efectos de los farmacos en las carac-
teristicas del potencial de accion'!!.
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