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Palabras clave

INTRODUCCION

Es conocido que el sistema renina-angiotensina se
activa tempranamente en el infarto de miocardio (IM)
y participa en el proceso de remodelaciéon ventricular.

(1-4)

RESUMEN

Objetivo
Determinar sila administracién temprana de losartan (L,) en conejos con infarto de miocardio
(IM) modifica la evoluciéon temprana y tardia de la remodelacion ventricular (RV).

Material y métodos

Se definieron seis grupos: a) dos (n = 4 cada grupo) para andlisis histolégico precoz (4 dias),
con IM inducido por ligadura de la arteria coronaria izquierda, control y tratados con losartan:
G1 (IM)y G2 (IM + L) y b) cuatro grupos (n = 13 cada grupo) para anéalisis tardio (35 dias):
dos con IM con L o sin éste, G4 (IM) y G6 (IM + L) y dos con operacién simulada (sham), sin
ligadura de la arteria coronaria para ser utilizados como grupo control, con losartan o sin
éste: G3 (sham) y G5 (sham + L). El losartan (12,5 mg/kg/d) se administré diariamente
desde las 3 horas pos-IM. En el G1 y el G2 los corazones se extrajeron y se procesaron para
estudio histoldgico. En los G3 a G6 los corazones se aislaron y se perfundieron mediante la
técnica Langendorff para construir las curvas presién-volumen, luego se fijaron en formol,
se cortaron de punta a base y se tiferon con la técnica de tricrémico de Masson. Mediante el
analisis morfométrico de los corazones se midi6 el tamano del infarto, el espesor del septum
y el espesor de la cicatriz. Los valores se expresan como X = EE (error estandar de la media).

Resultados

El tamano del infarto fue del 25,4% =+ 5,3% en el G4 y del 21,9% = 4,1% en el G6 (NS). La
proliferacién aguda de fibroblastos encontrada en el G1 fue bloqueada en el G2. En el G4
hubo un aumento en el espesor septal que fue atenuado en el G6 (p < 0,05). El losartan
desplaz6 la relacién P-V a la derecha en el G5y el G6 (p < 0,05 versus G3 y G4) y redujo el
espesor de la cicatriz en el G6.

Conclusiones

En conejos con infarto experimental, el losartan redujo la proliferacion fibroblastica aguda
en el G2 y modific6 desfavorablemente el proceso de remodelacién ventricular, con aumento
de la dilatacién ventricular y reduccion del espesor de la cicatriz. El aumento del tamafo de
la cavidad en el grupo sham tratado con losartan sugiere que, en este modelo, el infarto no
fue el Gnico factor implicado en la dilatacion.
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Evidencias clinicas sugieren que los inhibidores
de la enzima convertidora de angiotensina (IECA) (1-
3) y los bloqueantes de los receptores AT1 (4) redu-
cen la mortalidad y modifican la remodelacion
ventricular pos-IM. Sin embargo, los resultados ob-
servados en diferentes modelos experimentales de IM
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que evaluaron el efecto de los bloqueantes del recep-
tor AT1 son contradictorios y no existe acuerdo sobre
el efecto de dichos farmacos sobre la remodelacion
ventricular. Por otro lado, es importante tener pre-
sente que la expresion y la funcién del sistema renina-
angiotensina cardiaco varia segin la especie; (5) por
lo tanto, es importante considerar la especie utilizada
para el estudio de la remodelacién ventricular y el blo-
queo del sistema renina-angiotensina.

En este sentido, el corazén de conejo presenta ca-
racteristicas similares al corazé6n humano (6) y se ha
utilizado muy poco para el estudio de la remodelacién
ventricular pos-IM y el bloqueo del receptor AT1 de la
angiotensina II. (7, 8)

Por lo tanto, el objetivo del estudio fue evaluar la
remodelacién ventricular en un modelo experimental
de IM en conejos y determinar si la administracién de
un bloqueante del receptor AT1 de la angiotensina II
modifica histolégica, morfolégica y funcionalmente esa
remodelacion.

MATERIAL Y METODOS

Modelo experimental de infarto de miocardio

Se utilizaron conejos neocelandeses de 2,0-2,3 kg de peso,
anestesiados con una solucién de ketamina (75 mg/kg) y
xylazina (Rompan®, 0,75 mg/kg). Una vez anestesiados, los
animales fueron ventilados mecédnicamente con un respirador
Harvard (volumen corriente: 25 ml) a una frecuencia de 34-
38 ciclos/min. Se realizé una toracotomia lateral izquierda y
posterior pericardiectomia; seguidamente se procedié a la
ligadura de una rama prominente de la arteria coronaria
izquierda como fue descripto. (6) Ademas, en dos grupos se
realizé operacién simulada o “sham”.

Los animales se dividieron en 6 grupos experimentales.
Para evaluar los cambios histopatolégicos en zonas alejadas
al IM a los 4 dias y su modificacién por losartdn se confor-
maron 2 grupos: el grupo 1, IM (n = 4), y el grupo 2, IM +
losartan (n = 4).

Ademaés, se conformaron otros 4 grupos para evaluar la
remodelacién a los 35 dias: el grupo 3, sham (n = 13); el
grupo 4, IM (n = 13); el grupo 5, sham + losartan (n = 13) y
el grupo 6, IM + losartan (n = 13). El losartédn se administré
por via oral en una dosis de 12,5 mg/kg/d, que se comenz6 el
dia de la cirugia y se continué hasta la finalizacién del proto-
colo.

Evaluacion histologica

A los 4 dias pos-IM, los animales de los grupos 1y 2 se sacri-
ficaron y los corazones se fijaron en formol, se cortaron de
punta a base, se embebieron en parafina y se tineron con
hematoxilina-eosina, tricrémico de Masson y picrosirius red.

El analisis histoldgico de los animales de 4 dias de evolu-
cién consistié en la observacion y la descripcién de los ha-
llazgos histopatolégicos en zonas remotas (septum y
ventriculo derecho) por parte de un observador experimen-
tado que desconocia los grupos.

Ademads, se utilizaron 4 animales de cada grupo de 35
dias para la evaluacién histolégica. En éstos se extrajo el
corazén y los cortes se tineron con picrosirius red (especifi-
co para fibras de coldgeno). Esto permiti6 cuantificar la con-
centracién de colageno en zonas remotas. Para ello se utilizé
un analizador de imagenes digital (ImagePro-Plus® 3.0) unido
a un microscopio de luz Leitz, con un objetivo de 10 X y con

ABREVIATURAS

M Infarto de miocardio

L Losartan

PDFVI Presion diastdlica final
RV Remodelacion ventricular

un total de 10 campos microscépicos por cada sector de cada
corte. (9)

Estudios de la funcion ventricular y analisis de la
relacion presion-volumen

De los animales de 35 dias pos-IM se obtuvieron registros de
presién arterial con un catéter flexible colocado en la arteria
femoral y conectado a un transductor de presién Deltram II
(Utah Medical System). Seguidamente, estos animales se sa-
crificaron con una sobredosis de tiopental s6dico (35 mg/kg).
Réapidamente se abrié el térax y se extrajo el corazon, que se
coloc6 en un sistema de perfusién segin la técnica de
Langendorff.

Se obtuvieron registros de la presién ventricular izquier-
da (PVI; mm Hg) y su derivada +dP/dt (mm Hg/seg) en tiem-
po real en una computadora provista con plaqueta conversora
analdgica-digital.

El balén de latex se llené con solucién acuosa a volime-
nes crecientes de 0,1 ml hasta que la presién diastélica final
(PDFVI) alcanzé un valor aproximado de 40 mm Hg. El
modelo de corazoén aislado permitié realizar un anélisis de-
tallado de la relacién presién-volumen. (9)

Evaluacion morfométrica

Luego de realizadas las determinaciones funcionales, el co-
razon se detuvo en didstole con KC1 (2 mM). El balén se lle-
né con solucién acuosa hasta lograr una presién diastélica
final fisiolégica (PDFVI = 10 mm Hg). Seguidamente, el
corazoén se fijé en el mismo sistema de perfusién, con formol
buffer al 10% durante 5 minutos, y posteriormente perma-
neci6 en formol durante 72 horas. Se realizaron cortes trans-
versales de punta a base de 3-4 mm. Los cortes se tifieron
con tricrémico de Masson y luego se escanearon. Se realiza-
ron determinaciones morfométricas con un analizador de
imégenes (ImagePro-Plus® 3.0). Se evaluaron el tamafio del
infarto, el espesor del septum y el espesor de la cicatriz. (10)

Analisis estadistico

Los valores se expresan como media + EEM. Se realizo el
analisis de varianza para muestras no apareadas (ANOVA).
Las diferencias entre grupos se calcularon mediante la apli-
cacion de la prueba de Bonferroni. Se consideré diferencia
estadisticamente significativa el valor de p < 0,05.

RESULTADOS

Modificaciones histologicas en la etapa temprana
de evolucion del infarto

A los 4 dias de evolucién, en zonas remotas al IM se
observé una proliferacién temprana de fibroblastos en
forma de cimulos perivasculares (Figura 1). En nin-
gln animal tratado con losartan se observaron estos
hallazgos histopatolégicos. Por lo tanto, el losartan
bloqueé la proliferacién temprana de fibroblastos
perivasculares en zonas alejadas al IM a los 4 dias del
infarto.
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Evaluacion de la remodelacion ventricular a los 35
dias del infarto

En esa etapa de la evolucidn, la zona de necrosis fue
reemplazada por areas de fibrosis y cicatriz. (17) La
dosis administrada de losartan disminuy6 la presién
arterial media (PAM) tanto en los animales sham como
en los animales con infarto (Tabla 1).

Relacién presiéon-volumen

En la Figura 2 se muestran las curvas presién-volu-
men diastélicas corregidas por el peso del animal. En
el grupo de animales con infarto hubo un desplaza-
miento de la relacién presiéon-volumen diastélica ha-
cia la derecha con respecto al grupo sham, que puso
de manifiesto un incremento del tamano de la cavidad
ventricular. Ambos grupos tratados con losartan tam-
bién mostraron un incremento de la dilatacién ven-
tricular, hecho que pudo evidenciarse por el desplaza-
miento hacia la derecha de la relacién presion-volu-
men diastdlica. El desplazamiento de la curva en el
grupo sham + losartan alcanzé niveles similares al
observado en el grupo con infarto sin tratamiento (p
< 0,05 versus sham), mientras que en el grupo con
infarto que recibi6 losartan el desplazamiento fue atin
mayor y alcanzé diferencias significativas (p < 0,05)
con respecto a los otros 3 grupos.

El comportamiento de la funcién sistélica se eva-
lu6é mediante la construccién de curvas presion volu-
men sistélicas (Figura 3). En ambos grupos con infar-
to hubo una disminucién de la contractilidad miocar-
dica, que se evalu6 mediante la velocidad méxima de
ascenso de la presién desarrollada (+dP/dt, mm Hg/
seg) considerada en el mismo rango de volimenes
mostrados en las curvas diastélicas (p < 0,05 versus
grupos sham).

Morfometria y fibrosis

El tamano del IM fue similar en ambos grupos de 35
dias (NS entre grupos). Para evaluar el desarrollo de
hipertrofia se midi6 el espesor del septum en el
ventriculo izquierdo en cortes tehidos con tricrémico
de Masson (Tabla 1). El bloqueo del receptor AT1 de
angiotensina II produjo un adelgazamiento del espe-
sor del septum y de la cicatriz (p < 0,05 versus IM).

Fig. 1. Microfotografia correspondiente a un sector del septum
ventricular derecho en un animal de 4 dias de evolucion post-
IM; en la parte central de la foto, se observa un aciimulo de
fibroblastos perivasculares. (Hematoxilina-Eosina 25X). La ad-
ministracion de losartdn bloqueé la proliferacién de fibroblastos
perivasculares.
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Fig. 2. Relacion presion-volumen diastélica en los 4 grupos es-
tudiados a los 35 dias. Obsérvese, el desplazamiento de la rela-
cién prsién-volumen a la derecha en ambos grupos que recibie-
ron losartdn. El gripo sham que recibié losartdn alcanza los va-
lores similares al grupo con IM sin tratamiento, mientras que
en el grupo con IM que recibié losartdn dicho desplazamiento es
atin mayor (*: P<0.05).

Tabla 1
Variables hemodindmicas, morfométricas vy fibrosis

PAM TIM (%) Espesor (cm) Fibrosis (%)
Septum Cicatriz Cicatriz
Sham 89,00 + 4,75 - 0,23 = 0,02 (8) - -
IM 85,30 = 7,66 25,38 + 5,31 (8) 0,31 = 0,02 (8)* 0,23 = 0,03 (8) 72,70 = 3,78 (4)
Sham +L 75,49 * 4,71%% - 0,18 £0,03(8) " - -
IM +L 74,78 + 7,83*% 21,85 = 4,13 (9) 0,21 = 0,02(9)* 0,16 = 0,02 (9) * 62,37 = 3,92 (4) *

PAM: presion arterial media. TIM: tamano del infarto. L: losartan. Los nimeros entre paréntesis corresponden al nimero de
animales considerados. *: p < 0,05 versus sham. *: p < 0,05 versus IM.
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Fig. 3. Relacion presion-volumen sistélica en los 4 grupos es-
tudiados. Ambos grupos con IM presentan una reduccion de

la contractilidad miocdrdica con respecto a los grupos sham.
(*: P<0.05).

La administracién de losartdn disminuy6 la con-
centracion de colageno en la cicatriz (Tabla 1).

DISCUSION

En el presente trabajo evaluamos en conejos y en for-
ma conjunta los cambios histolégicos, funcionales y
morfométricos producidos por la ligadura permanen-
te de una arteria coronariay el efecto del bloqueo tem-
prano del receptor AT1 de la angiotensina II. Nues-
tros resultados demuestran experimentalmente que
la administracién temprana de losartan modifica los
cambios histopatolégicos de zonas remotas al infarto,
lo cual pone de manifiesto la participacion activa de la
angiotensina II en la proliferacion de las células de la
matriz extracelular (fibroblastos). Estudios previos
mostraron la participacion de la angiotensina II en la
hipertrofia y la hiperplasia de fibroblastos. Sin em-
bargo, la mayoria de estos estudios se realizaron in
vitro. (11) A diferencia de otros estudios, en nuestro
trabajo evaluamos el comportamiento celular directa-
mente a nivel tisular.

Cuando estudiamos la remodelacién ventricular a
los 35 dias de evolucién del infarto, es decir durante
la etapa de cicatrizacién, observamos que el losartan
modific6 desfavorablemente la remodelacién pos-IM,
con incremento de la dilatacién ventricular, sin modi-
ficacion de la funcién sistélica.

Evidencias experimentales y clinicas mostraron que
el sistema renina-angiotensina, tanto el sistémico como
el cardiaco, se activan tempranamente en el IM y par-
ticipan en forma activa en la remodelacién ventricular.
(12, 13) Esto ultimo favoreceria la reparacién de la
zona IM, (20) la hipertrofia compensadora de los mio-
citos no isquémicos (4) y la remodelacion de la matriz
extracelular. (14)

Es asi como estudios experimentales (15, 16) y cli-
nicos (2) mostraron que la inhibicién crénica del sis-
tema renina-angiotensina desde el inicio del infarto

tendria un efecto favorable sobre la remodelacién
ventricular, la evolucién a la insuficiencia cardiaca y
la mortalidad posinfarto. Sin embargo, existen mu-
chos puntos de discusién sobre los mecanismos fisiopa-
tologicos que alin no se han aclarado debidamente. Por
ejemplo, si la respuesta a la inhibicién del sistema
renina-angiotensina es similar en diferentes modelos
de infarto o si el bloqueo de dicho sistema deberia rea-
lizarse desde el inicio del infarto o durante su evolu-
cion croénica. Por otro lado, los mecanismos fisiopa-
tolégicos que fundamentarian la mejoria observada en
algunos trabajos no son claros y no todos los estudios
experimentales que utilizaron bloqueantes AT1 pu-
dieron reproducir el mismo efecto sobre la remodela-
ci6n ventricular.

Scheiffer y colaboradores (4) mostraron una reduc-
cion de la hipertrofia y de la fibrosis intersticial en
zonas remotas en ratas con IM tratadas con enalapril
y losartan a partir de la primera semana pos-IM. Re-
cientemente, Jaim y colaboradores (9) observaron que
la administracion de losartéan a partir de una semana
posterior al infarto redujo la dilataciéon ventricular, con
atenuacion del desplazamiento de la relacién presion-
volumen a la derecha y del adelgazamiento de la cica-
triz. Sin embargo, Tanimura y colaboradores, (17) en
un modelo de insuficiencia cardiaca en perros, no pu-
dieron mostrar los mismos efectos de estos farmacos
sobre la remodelacién ventricular.

Por otro lado, Xia y colaboradores (12) mostraron
en ratas con insuficiencia cardiaca pos-IM que el efec-
to favorable sobre la remodelacién seria més efectivo
cuando el tratamiento farmacolégico se inicia tempra-
namente luego del IM. Sin embargo, estos protocolos
de tratamiento no mostraron una atenuacién de la
dilatacién ventricular. Estos resultados coincidieron
con los obtenidos por Hu y colaboradores, (11) quie-
nes tampoco observaron una atenuacion de la dilata-
ci6n con la administracién de quinapril y losartan en
ratas con IM. En nuestro trabajo, a diferencia de los
anteriores, utilizamos conejos como modelo experi-
mental para el estudio de la remodelacién ventricular
y el efecto del bloqueo del sistema renina-angiotensina
con losartan.

El corazon de conejo, debido a la baja circulacion
colateral (18) y a la ausencia de xantino-oxidasa, (19)
al igual que el corazén humano, se ha propuesto como
uno de los modelos més adecuados para el estudio de
procesos isquémicos agudos y cronicos. (17) Por otro
lado, la evolucién histopatoélogica del infarto en esta
especie es similar a la del ser humano. Gallagher y
colaboradores (5) han mostrado recientemente que la
expresion, la funcién y la distribuciéon de receptores
de la angiotensina II en fibroblastos y miocitos de co-
nejos con IM también son similares a las del ser hu-
mano.

Cuando evaluamos la remodelacién posinfarto en
conejos, observamos que presentd caracteristicas si-
milares a la vista en otras especies. (23, 24) A los 35
dias posligadura hubo una reduccién de la contractili-
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dad y un incremento del tamano de la cavidad ven-
tricular confirmado por el desplazamiento de la rela-
ci6én presién-volumen diastélica hacia la derecha. Ade-
mas, hubo un aumento en el espesor del septum.

La administracién de losartdn en este modelo no
modificé la funcion sistélica y redujo la fibrosis en la
zona de infarto. El bloqueo AT1 desde el inicio del in-
farto, y contrariamente a lo mostrado en ratas (3, 6,
12) y otras especies, (24) modificé desfavorablemente
la remodelacién ventricular pos-IM, dado que aumen-
to6 la dilatacion en animales con infarto y redujo el
espesor del septum y de la cicatriz.

Una posible explicacion para los hallazgos obser-
vados en nuestro modelo es que podrian estar produ-
cidos por los cambios observados en la fibrosis, par-
ticularmente en las zonas remotas al infarto. Al res-
pecto, diferentes autores (20, 21, 23) sugieren que
cambios cualitativos y cuantitativos de la matriz
extrace-lular pueden modificar la rigidez de la pared
ven-tricular y determinar la dilatacion ventricular en
diferentes patologias cardiacas. Thai y colaborado-
res (20) mostraron en ratas con infarto experimental
tratadas con losartan que la reduccion del colageno
intersticial en zonas remotas reduce la rigidez
ventricular. Matsubara y colaboradores (21) descri-
bieron recientemente, en ratas hipertensas tratadas
con ramipril, que la reduccion de la fibrosis aumen-
ta la distensibilidad del musculo papilar, con despla-
zamiento de las curvas tension-longitud hacia la
derecha.

El hecho de que la administraciéon de losartan en
conejos con infarto haya generado un desplazamiento
de las curvas P-V hacia la derecha en el grupo con in-
farto, habiéndose observado una reduccién en la con-
centracion de colageno en zonas remotas, nos permite
plantear la hipé6tesis de que dichos cambios pueden
ser los determinantes de la dilatacién en este grupo.
Si bien esto no permite explicar la dilatacion observa-
da en los animales sham con losartan, pues la concen-
tracion de colageno en este grupo fue similar al grupo
sham sin tratamiento, no podemos descartar que la
reduccién en la masa ventricular observada en este
grupo sea su causa.

No estudiamos los cambios estructurales en el
colageno. Sin embargo, varios estudios sugieren (22,
23) que, independientemente de la concentracion y el
tipo de colageno, la pérdida de su integridad estructu-
ral (alteraciones en el cross-linking del colageno) po-
dria ser responsable de la dilatacién ventricular du-
rante la remodelacién. Si esto hubiera ocurrido en
nuestros animales, claramente podria explicar la dila-
tacion y el adelgazamiento de la cicatriz observados
en los animales con IM tratados y la dilatacion en los
animales sham.

Ademas, es importante considerar, en asociacién
con las observaciones de Ishihata y colaboradores (24)
y de Scott y colaboradores, (25) que el coraz6n de co-
nejo expresa receptores AT1 y AT2 en forma equiva-
lente.

El papel de los receptores AT2 en la remodelacién
ventricular no es muy conocido; sin embargo, varios
estudios (26, 27) sugieren que los receptores AT2 ten-
drian un papel fisiolégico como contrarreguladores de
los receptores AT1 y como activadores de genes de
apoptosis. Si bien en este estudio no evaluamos la
apoptosis, creemos que si ésta hubiera ocurrido, por
medio de la activaciéon AT2 dado que el receptor AT1
se encuentra bloqueado y esto incrementaria la
angiotensina II en el intersticio, se hubiera encontrado
una reduccién de la funcion sistélica en ambos grupos
tratados, hecho que no se observé en nuestro trabajo.

CONCLUSION

Hemos demostrado en un modelo experimental de IM
en conejos que la administracion temprana de losartan
modifica los cambios histopatolégicos tempranos de
zonas remotas y produce un efecto desfavorable sobre
la remodelacién cronica, con aumento del tamano de la
cavidad ventricular, reduccién del espesor del septum y
de la cicatriz y de la concentracién de cola-geno en la
zona de IM. El hecho de que la dilatacién ventricular
también se haya observado en los animales sham tra-
tados pone en evidencia que el infarto no fue el Ginico
factor implicado en la remodelacion. Deberian realizarse
nuevos estudios para documentar el verdadero papel
de la matriz extracelular y del bloqueo AT'1 en los cam-
bios morfolégicos observados.

SUMMARY

Losartan administered from the beginning of the inf-
arct modifies the early and late evolution of ventricu-
lar remodelling in rabbits

The aim of this study was to determine if the early adminis-
tration of losartan (L) to rabbits with myocardial infarct (MI)
would modify the early (4 days) and chronic (35 days) evolu-
tion of ventricular remodelling. Forty nine rabbits were sub-
jected either to ligation of the left coronary artery or sham
operation (animals without coronary ligature). Six groups
(G) were formed: G1 (MI, n = 4) and G2 (MI+L, n = 4) in
which animals were sacrificed 4 days post-MI and G3 (sham),
G4 (MI), G5 (sham+L) and G6 (MI+L), sacrificed at 35 days
post-MI. Losartan (12.5 mg/kg/d) treatment was started 3
hours post-MI. G1 and G2 hearts were histologically evalu-
ated and the G3 to G6 hearts were isolated and perfused
using Langendorff’s technique to build pressure-volume
curves; then fixated in formalin, cut from apex to base and
stained with Masson’s trichrome. Infarct size, septum and
scar thickness were measured by means of morphometric
analysis. Values were expressed as X+SEM. In G1 was found
an acute fibroblast proliferation (FBP) and fibrosis, that were
blockaded in G2 (p< 0.05 vs. G1). At 35 days post surgery,
infarct size was 25.4+5.3% in G4 and 21.9+4.1% in G6 (NS),
and the septum and scar thickness were reduced in G6 (p<
0.05 vs. G4). The early administration of L shifted the pres-
sure volume curves to the right in G5 and G6.

Conclusion
Losartan reduced the acute FBP in G2 and unfavorably
modified the chronic evolution of post MI ventricular re-
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modeling increasing ventricular dilation and reducing scar
thickness.

Key words: Myocardial infarction - Ventricular remodelling
- Losartan - Angiotensin 11
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