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Resumen

Antecedentes: Lafisiopatologiade laendocarditisinfec-
ciosa implica la interaccion tisular huésped-patégeno, re-
sultando en la formacién de vegetaciones trombdéticas rela-
cionadas con la activacion plaguetaria inducida por bacte-
rias. Los residuos de fosfatidilserina son expuestos por
bacterias, células apoptdticasy célulasinflamatorias. En vir-
tud de que las vegetaciones son coagulos constituidos de
fibrinay plaguetas, en los cuales existe una actividad pro-
coagulante incrementada por la colonizacion bacteriana,
nosotros investigamos las caracteristicas histolégicas y la
presencia de apoptosis en las vegetaciones mediante la uti-
lizacion de un modelo de endocarditis infecciosa en ratas.
M étodosy resultados: Laendocarditistrombéticano bacte-
rianay séptica se indujeron introduciendo un catéter de po-
lietileno a través de la valvula adrtica en ratas. Las ratas se
inyectaron ya sea con un inéculo bacteriano (S. aureus) o
con solucion salina. El andlisis histoldgico del tejido mio-
cardico adyacente a las vegetaciones demostré apoptosis y
degeneracion mucoide sin degradacion de lamatriz extrace-
[ular. Conclusiones. El modelo de endocarditis experimen-
tal presentado puede ser utilizado para el estudio de la apop-
tosis, los mecanismos de dafio endotelial y de la degrada-
cién delamatriz extracel ular inducidos por microorgani smos.

Palabras clave: Apoptosis, endocarditis.
Summary

Background: The pathophysiology of infective en-
docarditisinvolves a pathogen / host tissue interaction, lead-
ing to formation of thrombotic vegetations, related to bacte-
ria-induced platelet activation. Phosphatidylserines residues
are exposed by activated platelets, apoptotic and inflamma-
tory cells. Since vegetations are platel et-fibrin clotsin which
platelet proaggregant activity is enhanced by bacterial col-

onization, we investigated the histological characteristics
and apoptosis in vegetations using a model of infective en-
docarditis in rats. Methods and results: Nonbacterial and
septic thrombotic endocarditis was induced in rats using a
polyethylene catheter |eft indwelling through the aortic. The
rats were injected with either a bacterial inoculum (Staphy-
lococcus aureus) or saline. Histologica analysis of myocar-
dia tissue underlying the vegetations showed myocyte ap-
optosis and mucoid degeneration, without extracellular
matrix degradation. Conclusions: The endocarditis experi-
mental model presented can be used to study apoptosis, the
endothelial injury process and the extracellular matrix deg-
radation induced by germs.
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I ntroduccion

La endocarditis infecciosa (El) constituye un reto diag-
nostico y terapéutico en cardiologia e infectologia, € cual es
evidenciado por su incidencia'y morbimortalidad intrahospi-
talaria.l? Ademés del dafio mecanico causado por las vegeta
ciones fibrinoides endocérdicas, que es la principal lesién de
la endocarditis, las complicaciones mas frecuentes de esta
patologia son las ateraciones a nivel pulmonar (El de cavi-
dad derecha) y a nivel sistémico (El de cavidad izquierda).®
La vegetacion fibrinoide constituye un modelo especifico de
interacciones huésped-patégeno, que implica la formacion
de un trombo séptico ademés del dafio vavular a miocardio
y ala posible diseminacion del trombo.* Desde 1972,° el
modelo experimental de endocarditis se ha desarrollado aso-
ciando el dafio al endotelio vascular mediante la introduc-
cién de un catéter y laformacion de un trombo no bacteriano
(estéril), €l cua es posteriormente colonizado por una bacte-
riemia transitoria, provocada mediante la inyeccion de gér-
menes en la periferia. El crecimiento de la vegetacion esta
relacionado a la formacion del trombo séptico, a deposito
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del complejo fibrina-fibronectina,® asi como ala activaciony
la agregacion plaguetaria. La activacion plagquetaria es acom-
pafiada de la exposicion de residuos de fosfatidilserina, no
slo en la superficie de las plaquetas activadas,”® sino tam-
bién en las cdulas apoptaticas.®

La apoptosis es uno de los mecanismos de muerte celular y
un acontecimiento necesario para la remodelacion tisular y de
la matriz extracelular. En un estudio reciente, Rouzet y cols.
demostraron que la anexina V radiomarcada con Tecnecio®
tiene la capacidad de proveer una imagen funcional de las
vegetaciones fibrinoides en varios modelos de endocarditis
(articulo en proceso de publicacion).’® La anexinaV congtituye
un ligando especifico de la fodfatidilsering, la cud es expuesta
en la superficie de las plaguetas y de las células apoptoéticas.

En virtud de que las vegetaciones endocardicas sépticas
poseen una actividad plaquetaria importante con la conse-
cuente exposicion de residuos de fosfatidilserina, en este
estudio nosotros investigamos la presencia de apoptosis y
estudiamos la histologia de la vegetacion, en un modelo de
endocarditis en la rata provocada mediante una cepa de es-
tafilococo aureus (S aureus).

Material y métodos
Modelo experimental

Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso promedio de
350 gramos. La endocarditis infecciosa de la vavula adrtica
y del ventriculo izquierdo se provoco de acuerdo a método
de Durack® y cols. modificado por B. Fantin.** El procedi-
miento consistio en la colocacion de un catéter de polietileno
(P.E. 50 Clay Adams), € cual fue conectado a un manémetro
e insertado en el ventriculo izquierdo a través de la arteria
carétida derecha, estando los animales bajo anestesia con
ketamina-xilazina. La colocacion del catéter fue monitoriza-
da midiendo la presion intraventricular izquierda. Posterior-
mente, € catéter sefijo ala arteria carétiday permanecié en
su posicion durante todo € experimento. Después de 72 ho-
rasdel cateterismoy larecuperacion delaanestesia, 7 ratas se
inocularon con una cepa de S aureus en la vena yugular
izquierda. El otro grupo de 7 ratas no seinocul 0 y sirvié como
grupo control (vegetaciones estériles).

Histologia e inmunohistoquimica

L as vegetaciones endocardicas de la valvula adrtica, val-
vulamitral o miocardio se fijaron en formol amortiguado a
10% durante 24 h y luego se procesaron para hacer cortes en
parafina de 4 de espesor y readlizar las tinciones de H& E,
azul alciano acoplada con rojo nuclear para la identifica-
cion de células y nicleos, y la acumulacion de mucopolisa-
caridos, respectivamente. Para localizar las células apopto-
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ticas se utilizé la técnica de TUNEL (del inglés Terminal
transferasa-mediated dUTP nick end-labeling),’? lacual per-
mite observar el DNA fraccionado sobre cortes fijados con
formol, de acuerdo a proveedor (ROCHE). Se utiliz6 como
control positivo la enzima DNAasa | (Qbiogene) y un con-
trol negativo en el cual se omitid la utilizacion de latransfe-
rasa terminal. El nlcleo de las células se observé mediante
una contracoloracién con € cromégeno DAPI (4', 6' hidro-
cloruro de -diamino-2-fenilidol).

Resultados

Delas 14 ratas operadas, 4 fallecieron en el transoperato-
rio por problemas anestésicos. Al momento de la diseccion
y posterior a ser eutanizadas, los dos grupos de ratas tuvie-
ron el catéter en el ventriculo izquierdo y desarrollaron ve-
getaciones fibrinoides. El examen macroscopico a momen-
to de sacrificarlas demostré que las vegetaciones se locali-
zaron principalmente en la valvula adrtica, sin embargo,
también se observaron en el catéter y en el ventriculo.

M orfologia microscopica de las vegetaciones

Microscopicamente, las valvulas adrticas de las ratas
operadas presentaron un aspecto normal (dato no mostra-
do). La cateterizacion cronica sin inoculacion microbiana
provoco el desarrollo de trombos pequefios a nivel de la
vélvula adrtica. Por el contrario, en las vegetaciones aorti-
cas sépticas se observd un trombo bien definido, €l cual
proliferd sobre las valvulas y a todo o largo del catéter
(figura 1). Histol6gicamente, las vegetaciones tuvieron el
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Figura 1. Vegetacion séptica. Se observa un grupo de trombos
bien definidos en la superficie de la valvula aodrtica. (x400).



aspecto usual de un coagulo constituido por fibrina'y pla-
quetas (figura 2), y unaimportante acumulacion de eritroci-
tos y glébulos blancos. Un aspecto interesante e innovador
se observo con la coloracion de azul aciano, el cual reveld
areas mucoides en el tejido miocérdico, adrtico y vavular,
en estrecho contacto con las vegetaciones. Mediante la co-
loracién diferenciada con rojo nuclear se pudo observar que
estas &reas mucoides estan desprovistas de componentes
celulares. Estas areas constituyeron el sitio de positividad
con técnica de TUNEL, lo cua sugiere que la desaparicion
delas células mesenquimatosas esta ligada topogréficamente
ala actividad enzimética o proteolitica de la vegetacion.

Discusion

Con base en lo propuesto por diferentes autores* y confir-
mado en el presente estudio, la endocarditis trombotica sépti-
cay estéril demuestran consecuencias patol 6gicas comunes,
principalmente ligadas a las actividades proteolitica y pro-
coagulante, ocasionadas por la formacion y degradacion del
trombo, amplificadas por la colonizacion bacteriana.'®

El modelo de endocarditis que se presenta en este estu-
dio esfécil derealizar, es de bajo costo y permite la utiliza-
cién de una cantidad importante de ratas para la experimen-
tacion farmacol6gica. No obstante, e modelo en ratas pre-
senta ciertas limitaciones. Por gjemplo, en laratael gen que
codifica para la IL-8 no esta presente' lo cual lleva a un
dafio tisular limitado en respuesta a una inoculacion local
de bacterias.'®

La técnica de azul alciano permitié visualizar ciertas
areas desprovistas de células y reemplazadas por una dege-

Figura 2. Trombo fibrinoplaquetario. Aspecto citolégico. Obsér-
vese el infiltrado inflamatorio y la fibrina cubriendo gran parte del
trombo. (Hematoxilina y eosina X400).
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neracion mucoide. Esta degeneracién mucoide de los glu-
cosaminoglicanos usualmente ha sido descrita en patolo-
gias vasculares como los aneurismas y la diseccion de la
aorta ascendente.’® Estos sitios de degeneracion mucoide
siempre correspondieron a areas donde predomind la apop-
tosis que se evidencié mediante la técnica de TUNEL, de-
mostrado por areas de desaparicion de miocitos. Este mate-
rial mucoide basofilico corresponde a la acumulacion de
glucosaminoglucanos modificados, usualmente descrito en
otras patologias vasculares no infecciosas como los aneu-
rismas y las disecciones de |a aorta ascendente.!” En estos
casos, la degeneracion mucoide parece estar ligada a la
desaparicién de células musculares y a la degradacion de
lamatriz extracelular. En el presente estudio se observé de
manera constante tal fenémeno de desaparicién celular y
de retencién mucoide en los tejidos (aortay miocardio) en
areas subyacentes a las vegetaciones. Por €l contrario y
posiblemente por el corto periodo de observacién (3-5
dias), no se observd una evidencia gruesa de degradacion
de lamatriz en estas areas, lo cual sugiere que la desapari-
cion de células y la retencion de glucosaminoglucanos
preceden ala degradacion de la matriz. En la endocarditis,
esta observacién puede estar relacionada a la capacidad de
ciertas proteasas, liberadas por la vegetacion séptica, para
inducir laliberacion y muerte de los miocitos.'® Las cepas
de estreptococo y de estafilococo aportan activadores del
plasmindgeno como la estreptocinasa y la estafilocinasa,
lo cual lleva a la generacion de plasmina, que en su mo-
mento activan las proteasas del huésped.'® Por otra parte,
la apoptosis de las células endoteliales inducida por la alfa
toxina ha sido bien documentada con cepas invasivas de
S. aureus,? representando la primera etapa de la activa-
cion tisular. Finalmente, no se puede excluir una citotoxi-
cidad directa ocasionada por |a vegetacion séptica, lo cual
requiere ser demostrado més adelante.

En conclusion, el modelo de endocarditis experimental
presentado en este estudio es econémico, reproductible, y
puede utilizarse para el estudio de la apoptosis y los meca-
nismos de dafio endotelial inducido por diversos microor-
ganismos.
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Sopa de letras médicas

Mimos: Carifio, halago.

Definiciones de la terminologia médica

Adeno—: Prefijo queindicarelacion conlasglandulas.

Afonia: Pérdidadelavoz.

Anal: Relativo al ano.

Anodo: Electrodo o polo positivo que atraeiones negativos.

Ansia: Inquietud muy violenta.

Azar: Casualidad, caso fortuito.

Cardio—: Prefijo queindicarelacion con el corazon.

Dafio: Efecto de dafiar o dafiarse.

Dedo: Cadaunade las cinco prolongaciones en que terminanlamanoyy el
pie. Todos estan formados por tresfalanges, excepto el primero (pulgar) que
sblo tiene dos.

Emesis: Accion devomitar.

Endo—: Prefijo que denotalocalizacioninterna.

Eosina: Coloranterosa: caracteristicamente sal sodicade tetrabromofluores-
ceina

Farmaco—: Prefijo que denotarel acidn con unadroga o medicamento.
Fatiga: Estado de aumento de las molestiasy disminucién delaeficiencia,
queresultadegjercicio duradero o excesivo.

Hiato: Nombre general paraanillo, orificio o fisura.

Infante: Periodo delavidadel hombre comprendido entreel nacimientoy
los siete afios de edad.

Iritis: Inflamacion del iris caracterizado generalmente por dolor, congestion
delaregionciliar, fotofobia, contraccion delapupilay alteracionesen el
color del iris.

Laboratorio: Sitio equipado paraefectuar trabajo experimental o procedi-
mientos de investigacion, preparar farmacos o sustancias quimicas.

Mano: Partedelaextremidad superior despuésdel antebrazo.

Miedo: Perturbacion angustiosadel animo.
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Mioma: Tumor constituido por elementos musculares.

Nasal: Pertenecienteorelativo alanariz.

Nido: Punto de origen o foco de un proceso morbido.

Nifio: Dicese del ser humano considerado delainfanciaalapubertad.
Oddi: Ruggero, médicoitdianode S.X1X. misculode (esfinter).

Oidos: Organosdelaaudiciony del equilibrio.

Omoplato: También llamado escapula.

Orines: Liquido excretado por €l rifién. Pasapor el uretero, seamacenaen
lavejigay sedescargapor lauretra.

Oseo: Lorelativo al hueso.

Ovulo: Cualquier estructura pequefia detipo huevo.

Rata: Son reservoriosdelos agentesinfecciosos de peste, tifo, rabia, etc.
Sarna: Lesiéndelapiel por el &caro del género Sarcoptes scabeii.

Séleo: Musculo de lapantorrilla que unido alos gemelos por su parte
inferior formael tendén de Aquiles.

Sondeo: Inquirir con cautela.

Testiculo: Cuaquieradelasglandulas pares en formade huevo que estan
situadas normalmenteen el escroto.

Tifo: Enfermedad infecciosatransmitidapor artropodosy causadapor
especiesderickettsia.

Ulna: Hueso de los dos que forman el antebrazo (cubito) el méslargoy
grueso.

Ultra—: Prefijo que significaméas alla o denota exceso.

Uretra: Conducto membranoso que conduce laorinadesdelavejigahastael
exterior del cuerpo.

Vida: En general, los seresvivos comparten con el hidrégeno, el carbono, el
oxigenoy €l nitrégeno.



