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INTRODUCCION

El concepto de remodelamiento ventricular fue introducido en 1985 por Pfeffer y col (1, 2)
adjudicandolo a los cambios estructurales y funcionales del ventriculo izquierdo como
resultado de la ligadura de una arteria coronaria en ratas. El remodelamiento post-infarto fue
definido en 1990 (3) como los cambios en la morfologia ventricular que ocurren tanto en el
periodo agudo como en la etapa cronica después de un infarto de miocardio, identificandose
a partir de ese momento como un objetivo principal a corregir para mejorar la sobrevida en
esos casos. El concepto se ha extendido actualmente y se lo aplica a los cambios que se
observan en el corazén en respuesta a sobrecargas de presion y/o de volumen secundarios
a diferentes mecanismos de sobrecarga (2).

El remodelamiento secundario al infarto agudo estad determinado por una serie de eventos
adversos que ocurren progresivamente como la presencia de una zona infartada no
contractil y con posibilidades de expansion, la sobrecarga de volumen determinada por esa
expansion y la sobrecarga de presién secundaria al aumento de volumen (4). Muchos de los
eventos que ocurren en el remodelamiento miocardico estan regulados por estimulos
extracelulares como el estiramiento mecanico, factores neurohormonales o citoquinas. Estos
estimulos pueden causar la activacion de diferentes vias de sefializacion intracelular que
median cambios en el fenotipo de miocitos y fibroblastos.

Takimoto y col. han descripto recientemente (5) que la inhibicion de la fosfodiesterasa—5A
(PDE-5A) con sildenafil mejora el remodelamiento del ventriculo izquierdo en corazones
sometidos a sobrecarga de presion lo cual deja abierta la posibilidad de analizar si esos
hallazgos pueden ser extensivos al remodelamiento posterior al infarto agudo de miocardio.
En el presente estudio se analizé el efecto de la administracion crénica de sildenafil sobre la
estructura y funcion del ventriculo izquierdo en ratas normotensas con infarto agudo de

miocardio.

MATERIAL Y METODOS

Protocolo experimental: La investigacion fue realizada teniendo en cuenta las
recomendaciones publicadas en “Guide for the care and use of laboratory animals” (NIH
publication N° 85-23, revised 1996). Se estudiaron 21 ratas Wistar macho de 3 a 4 meses
de edad, con libre acceso al alimento y al agua; asignadas en forma aleatoria a uno de los
siguientes grupos: 1: Control (C)(sin infarto y sin tratamiento n= 12); 2: Infarto (IM)(infarto sin
tratamiento n= 5); 3: Infarto + sildenafil (IM +S)(infarto y tratamiento n= 4). Los animales en
cada grupo fueron seguidos durante 6 semanas.

Produccioén del infarto: los animales fueron anestesiados con 50 mg/kg de pentobarbital

sédico, luego intubados y ventilados con aire ambiente a presion positiva. Se efectuo



toracotomia izquierda a través del 4° espacio intercostal, retrayendo los pulmones para
exponer al corazén en el campo quirdrgico. Después de abrir el pericardio se ligo la arteria
descendente anterior con hilo de sutura 7.0 en su segmento proximal. La ligadura fue
considerada adecuada cuando se observo la presencia de palidez en la pared anterior del
ventriculo izquierdo. Los pulmones fueron insuflados aumentando la presion positiva al final
de la espiracién, cerrando la incisién por planos.

Administracion de sildenafil: el grupo con tratamiento recibié una dosis de sildenafil de
100 mg/Kg/dia a través del agua de bebida durante las 6 semanas posteriores al infarto. La
solucion de la droga fue preparada diariamente de acuerdo al registro de consumo de agua
y del peso corporal, este ultimo medido cada 2 dias.

Estudios hemodinamicos: previo a la eutanasia, 13 ratas (4 controles, 4 infarto y 5 infarto
+ sildenafil) fueron anestesiadas con 35 mg/kg de pentobarbital intraperitoneal, para
introducir por la arteria carétida derecha un catéter (Pebax 03) hasta el ventriculo izquierdo
bajo monitoreo constante de la presion. De esta forma se obtuvieron los valores de presion
intraventricular izquierda y su primera derivada.

Estudio ecocardiografico: todos los animales fueron estudiados con ecocardiograma, bajo
anestesia leve (35 mg/Kg de pentobarbital intraperitoneal), semanalmente hasta la sexta
semana post-infarto. Para la obtencién de las imagenes se repitié la metodologia empleada
en estudios previos realizados en nuestro laboratorio (6,7). Las mediciones para el analisis
de la estructura y funcién del ventriculo izquierdo fueron efectuadas en 3 latidos
consecutivos, de acuerdo a las recomendaciones de la American Society of
Echocardiography (8). La masa ventricular izquierda fue calculada segun Devereux y
Reichek (9), y el indice de masa ventricular izquierda, fue obtenido a través del cociente
entre la masa ventricular izquierda y el peso corporal del animal. El espesor parietal relativo,
el porcentaje de acortamiento endocardico y el estrés pico sistdlico, fueron calculados de
acuerdo a lo descrito en trabajos previos (6,7). Desde ventana apical se obtuvieron senales
de doppler para analizar las velocidades en el tracto de salida del ventriculo izquierdo (flujo
aortico) y el tracto de entrada (flujo mitral), a partir de las cuales se obtuvo el indice de
perfomance miocardica (10) Los trazados fueron analizados off-line con un sistema de
medicion especial (Scion Image) por un observador independiente que no conocia el grupo
de pertenencia de los animales estudiados.

Estudios histologicos: luego de los estudios hemodinamicos los animales fueron
sacrificados; se extrajeron los corazones, los cuales fueron lavados con solucién Ringer-
Bicarbonato para extraer la sangre acumulada en las cavidades ventriculares y luego
colocados en formol 10% por un tiempo minimo de 7 dias.

Los corazones fijados se cortaron de punta (corte A) a base (corte C). Los cortes de corazon

fueron colocados en celdillas para procesamiento de muestras segun las técnicas



convencionales de inclusidon en parafina (Histoplast), se obtuvieron cortes de 5 um que
fueron tefidos con tricromico de Masson (TdM) para realizar la evaluacion del tamafio de
infarto, hematoxilina/eosina (HE) para realizar la evaluacion del diametro de los miocitos y
Sirius red (SR) para determinar la concentracion de colageno.

Determinaciéon cuantitativa del tamafio de infarto: Los cortes tefidos con la técnica de
TdM fueron digitalizados al 100% utilizando un scanner convencional (HP ScanJet 2400).
Estas imagenes fueron analizadas con un software para el analisis de imagenes (ImagePro-
Plus® 4.5) que permitié realizar mediciones sobre las mismas.

Se calculo el tamano de infarto mediante la suma de la longitud epicardica y endocardica de
la zona de infarto en todos los cortes, dividida por la suma de la longitud epicardica y
endocardica total (infartada + no infartada) de cada corte. Los datos fueron multiplicados por
100, para expresar el valor en porcentaje.

Determinacion de la hipertrofia de los miocitos:

Diametro: se seleccionaron los cortes tefidos con HE de cada corazéon, se evaluaron
histolégicamente los hallazgos histopatolégicos, y utilizando un microscopio Olympus CX31
complementado con una camara digital Olympus Camedia C-4000 zoom se tomaron
imagenes de cada corte con aumento de 40X. En dichas regiones se evalué el diametro de
los miocitos considerado como la longitud de una linea que pasando de un limite celular al
otro opuesto pasa el nucleo en su zona medial. Los miocitos considerados debian poseer
las siguientes caracteristicas: 1- forma redondeada, 2- nucleo central y redondeado y 3-
limite celular evidente.

Cuantificacion del ARNm de BNP: Se realizé la determinacion del ARNm del péptido
natriurético cerebral (BNP) a partir de ARN total aislado de ventriculo izquierdo, utilizando la
técnica de transcripcion reversa (RT) y posterior cuantificacion relativa mediante reaccién en
cadena de la polimerasa en tiempo real (real time RT-PCR). Se utilizé6 como estandar interno
el ARNm de GAPDH.

Determinacion cuantitativa de la concentracion de colageno: En cortes tefiidos con la
técnica de SR se evalud la concentracion de colageno intersticial. Para ello se utilizo el
analizador de imagenes digitales mencionado anteriormente, con un aumento de 40X.

Se analizé un total de 10 a 22 campos microscopicos por cada corte de tejido.

Los componentes del tejido cardiaco fueron identificados de acuerdo al color: las fibras de
colageno color rojo, los miocitos de color amarillo y el espacio intersticial de color blanco. El
porcentaje de colageno correspondiente a cada sector evaluado fue calculado, sumando
todas las areas correspondientes a colageno, divididas por la suma de todas las areas
totales correspondientes a miocitos + areas de tejido colageno, multiplicados por 100, para

expresar el valor como porcentaje.



Analisis estadistico Los datos de los parametros cuantitativos fueron expresados a través
de la media y su correspondiente error standard. Se utilizé el analisis de varianza y el test de
Student-Newman-Keuls como post-test del anterior, para definir la existencia o no de
diferencias entre las variables continuas analizadas en los diferentes grupos. Se utilizé un
valor de p< 0.05 como limite para senalar la presencia de diferencias significativas entre los

diferentes parametros estudiados.

RESULTADOS

Estructura ventricular izquierda: la produccion del infarto provocé un aumento del tamafio
del ventriculo izquierdo en su diametro diastdlico que fue detectado por el estudio
ecocardiografico desde la primera semana del evento y en el diametro sistdlico a partir de la
32 semana (figura 1). La administracion de sildenafil disminuyé significativamente el diametro
sistolico hasta los valores de las ratas controles a las 5 semanas de tratamiento; no
modificando el diametro diastdlico (figura 2). Como otra manifestacién del remodelamiento
las ratas con infarto mostraron un aumento del espesor de la pared posterior en relacién al
grupo control. El tratamiento con sildenafil provocé una reduccion del espesor de la pared
pero esa diferencia no alcanzé niveles de significacion estadistica. (IM 1.7920.10mm, IM+S
1.5920.07mm, C 1.45+£0.05mm p<0.05 entre IM vs C).
El infarto determind el desarrollo de hipertrofia en relacion al grupo control sin modificar el
espesor relativo de la pared (h/r) (figura 3). Pese a no detectar una disminucion de la
hipertrofia con sildenafil, a través de la ecocardiografia. El analisis histopatolégico del tejido
distal al infarto revelé un aumento significativo del tamafo de los miocitos en el grupo con IM
respecto del control (figura 4) y una reduccién a valores normales en el grupo tratado, efecto
que como mencionamos antes, no habiamos podido detectar por ecocardiografia. Por otro
lado, el aumento del tamafio de los miocitos se acompafio de un incremento significativo del
ARNmM de BNP, otro indicador de hipertrofia, efecto que fue abolido por sildenafil (C: 100+
10.01, IM: 166+22.05, IM+S: 75£14.37 p<0.05 IM vs C y IMS).
Los corazones post-IM también mostraron un aumento del porcentaje del colageno
intersticial en relacién al grupo control (figura 5), lo cual fue parcialmente reducido con el
tratamiento.
Por ultimo, la administracion de sildenafil no modificé significativamente el tamafio del infarto
(Infarto: 40.24 + 9.9%- Infarto + sildenafil 31 £ 7% ns).

Funcién ventricular izquierda: el porcentaje de acortamiento endocardico disminuyd
significativamente a las 5 semanas del infarto como se puede ver en la figura 6. Los
resultados obtenidos al utilizar parametros hemodinamicos invasivos son coincidentes,

observandose una disminuciéon del cociente entre la maxima velocidad de desarrollo de la



presion y el valor de presion a la que ésta ocurre (dp/dt/P) (figura 7). El bloqueo de la PDE-
5A por sildenafil mejoré los parametros sefalados sugiriendo una mejoria de la funcién
sistolica del ventriculo izquierdo deteriorada por la produccion del infarto (figuras 6y 7).

El indice de performance miocardico, utilizado como parametro de evaluacion de la funcion
cardiaca global, fue mayor en las ratas infartadas, efecto que fue parcialmente revertido por
el tratamiento (figura 8).

El -dp/dt (maxima velocidad de relajacién), un indicador de la funcién diastélica, mostré
valores mas altos en las ratas infartadas con y sin tratamiento respecto a los controles, pero

la diferencia no alcanzé a ser estadisticamente significativa.

DISCUSION

Los resultados de nuestras observaciones demuestran que la produccion de un infarto
agudo de miocardio en corazones normales de rata, altera en forma progresiva la geometria
y funcion del ventriculo izquierdo, trastorno definido como remodelamiento y detectable
precozmente a través de los estudios ecocardiograficos. Si bien el tratamiento con sildenafil
no modificé las caracteristicas estructurales del ventriculo izquierdo, determiné una
disminucion del tamafio de los miocitos y una reduccion de la fibrosis intersticial, mejorando
a su vez la funcidn sistélica del ventriculo izquierdo en ese tiempo de evaluacion.

En el remodelamiento del ventriculo izquierdo posterior al infarto agudo de miocardio se
combinan la pérdida de células contractiles, su reemplazo por fibrosis reparativa en el area
infartada, la sobrecarga de volumen producida por la expansién secundaria al infarto referido
y la sobrecarga de presion determinada por el aumento del volumen (4). En nuestras
observaciones y en coincidencia con lo sefalado por otros autores (11,12) las ratas
infartadas, mostraron un aumento del tamafio de la cavidad ventricular izquierda detectada a
partir de la primera semana posterior al infarto como expresion de la sobrecarga de
volumen. El espesor de la pared posterior del ventriculo izquierdo correspondiente a la zona
no infartada, aumentd en respuesta a la sobrecarga de presién. La combinacién del
aumento del diametro con el aumento del espesor parietal determind el desarrollo de
hipertrofia ventricular con conservacién de la relacién espesor/radio a diferencia de lo
descripto para el remodelamiento encontrado en otro tipo de sobrecargas de presién como
el que tiene lugar en las ratas espontaneamente hipertensas (6) (remodelamiento
concéntrico, con aumento de la relacion espesor/radio). Nuestros hallazgos sin embargo son
coincidentes con los reportados por Litwin y col. (11) quienes mencionan como excéntrica a
la hipertrofia secundaria a infarto en ratas. El aumento del espesor en la pared posterior del
ventriculo izquierdo, se correspondié con un incremento en el tamano de los miocitos en la

misma zona. En coincidencia con lo sefalado en la hipertrofia secundaria a hipertension



arterial (13) se encontr6 un aumento del porcentaje de colageno en el intersticio del
miocardio de la region no infartada, como expresién de respuesta no compensadora a la
sobrecarga de presion.

Si bien ha sido senalado que en las etapas tempranas del remodelamiento el aumento del
diametro de la cavidad podria resultar beneficioso al mantener el volumen latido dentro de
limites normales a través del mecanismo de Frank-Starling (14), en nuestras observaciones
se detectd una alteracion de la funcidn contractil evidenciado por los indices hemodinamicos
y ecocardiograficos utilizados para esa evaluacion. Estas observaciones son coincidentes
con lo referido por Litwin y col (11).

El aumento del valor del indice de performance miocardica, en las ratas infartadas, es
interpretado como indicador de compromiso de la funciéon diastélica. La tendencia a la
disminucion de la maxima velocidad de caida de la presion intraventricular (-dp/dt) en los
animales con infarto apoyaria lo sefialado anteriormente.

El aumento de la fibrosis intersticial sefalada en esos animales puede servir como sustento
morfolégico para explicar el compromiso de la funcién ventricular en el remodelamiento post-
infarto.

Investigaciones recientes han mostrado que la inhibicion de la PDE-5A es un mecanismo
cardioprotector determinando la reduccion del tamafo del infarto de miocardio (15),
disminuyendo la injuria por isquemia / reperfusion (16), previniendo o regresando la
hipertrofia y la insuficiencia cardiaca provocada por constriccién aodrtica (5). El tamano del
infarto en nuestras observaciones no varid significativamente en coincidencia con lo
encontrado en conejos por Reffelmann y col. (17) Sin embargo es interesante analizar los
efectos de la droga sobre el miocardio no infartado donde se pudo comprobar la reduccion
en el tamano de los miocitos y de los valores relativos de ARNm de BNP utilizado con
marcador de hipertrofia. Si bien no se detectd una regresién de la hipertrofia por
ecocardiografia, si fue evidente la mejoria de la funcién sistdlica global en las ratas en
tratamiento con sildenafil. Esta mejoria de la funcién contractil podria responder al efecto
inhibitorio de la droga sobre el canal rectificador de potasio que aumentaria la duracion del
potencial de accion y por consecuencia el transitorio de calcio (18) o a la inhibicién de la
fosfodiesterasa 3 secundaria a un moderado aumento del cGMP con el consiguiente
aumento del cAMP (19). La falta de modificacion en los valores del indice de performance
miocardica en las ratas en tratamiento con sildenafil, en coincidencia con los valores
similares encontrados en el -dp/dt en las ratas infartadas con y sin tratamiento, sugieren que
el efecto de la droga no fue suficiente para mejorar la funcion diastdlica, a pesar de la

reduccion del colageno intersticial.



CONCLUSION

La inhibicion de la PDE-5A con sildenafil en este modelo in-vivo de infarto agudo de

miocardio en ratas, mejoro la funcion sistélica ventricular izquierda, disminuyo el tamarfo de

los miocitos en la zona no infartada asi como los niveles de ARNm de BNP vy la fibrosis

intersticial. El tratamiento sin embargo no modifico la funcién diastolica ni las caracteristicas

morfolégicas del ventriculo izquierdo. Considerando los conceptos de Pfeffer y col (1,2)

podemos inferir que la administracion del sildenafil inmediatamente producido el infarto

revirti6 parcialmente el remodelamiento al mejorar la funcion sistolica y disminuir la

hipertrofia, a pesar de no modificar la geometria ventricular.
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Leyendas para figuras

Figura 1: Diametros diastolico y sistdlico del VI a la semana del infarto (A) y a las 3
semanas del mismo respectivamente (B). IM: Infarto de miocardio, C: control. * p<0.05.

(IM), infartadas tratadas con sildenafil

Figura 2:

(IM+S) y controles (C).

Diametros diastdlico vy

sistolico del VI a 5 semanas post-infarto.
IM: Infarto de miocardio, C: control, IM +
S: infartadas tratadas con sildenafil. *
p<0.05.
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Figura 3: Espesor parietal relativo (h/r)
de los corazones de ratas infartadas

Figura 4: Panel A cortes histologicos
originales mostrando el area de seccion
transversal de los miocitos de los tres
grupos estudiados. Panel B Promedio

de los diametros de los miocitos. IM:
infarto de miocardio, IM+S: infarto de
miocardio tratadas con Sildenafil, C:
control. * p<0.05



Figura 5: Panel A cortes histologicos
originales tefidos con la técnica de
Sirius Red para evaluar la concentracion
de colageno intersticial distal a la zona
de infarto, (fibras de colageno en color
rojo, los miocitos de color amarillo y el
espacio intersticial de color blanco).

Panel B porcentaje promedio de
colageno encontrado en el miocardio de
los diferentes grupos analizados. C:
control, IM+S: infarto de miocardio
tratadas con Sildenafil, IM: infarto de
miocardio.

Figura 6: Porcentaje de acortamiento
endocardico utilizado como parametro
de funcion sistdlica del ventriculo
izquierdo. C: control, IM+S: infarto de
miocardio tratadas con Sildenafil, IM:
infarto de miocardio. * p<0.05.
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Figura 7: Relacion maxima velocidad
de desarrollo de la presién / valor de la
presion a la cual ocurre (dp/dt/P) en los
tres grupos experimentales. * p<0.05.

Figura 8: Iindice de perfomance
miocardica de las ratas infartadas (IM),
infartadas tratadas con sildenafil (IM+S)
y de las controles (C). * p<0.05, entre IM
y C.



	MATERIAL Y MÉTODOS
	RESULTADOS
	DISCUSIÓN
	CONCLUSIÓN

