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RESUMO

Introducéo: O infarto do miocardio, que é a maior causa de morte em adultos, vem
sendo descrito com mais frequéncia em pacientes jovens e criangas. Nao existe na
literatura médica nenhum trabalho, clinico ou experimental, mostrando o
comportamento evolutivo em criangas ou animais pré-puberes. Objetivo: Avaliar
comparativamente, a evolugcdo da funcao ventricular, de ratos jovens e adultos
infartados, usando-se o eco Doppler aos sete dias, 30 dias e 60 dias pds-infarto
agudo do miocardio. Método: Andlise retrospectiva de exames ecocardiograficos de
ratos jovens e adultos com infarto do miocardio. Para o estudo foram utilizados 168
ratos machos (Rattus Norvegicus Albinus Rodentia Mammalia), da linhagem Wistar.
Os animais foram selecionados em duas faixas etarias. O grupo jovem, com idade
inferior a 60 dias, e 0 grupo adulto, com idade superior a 153 dias. O infarto do
miocardio foi induzido com ligadura cirirgica da artéria coronaria esquerda. A
amostra final para o estudo ecocardiografico ficou com 31 ratos jovens e 39 ratos
adultos infartados. Os animais receberam anestesia geral com a administracéo de
50 mg/kg/peso de ketamina (Ketalar® Laboratérios Parke & Davis) e 10 mg/kg/peso
xyilazina (Xylazina®), aplicados por via intramuscular. No corte apical quatro
camaras, foi o obtido fluxo mitral para analise da onda "E” e da onda “A”. A amostra
de volume do Doppler pulsatil foi posicionada na ponta das cuspides da valva mitral,
ajustando-se a posicao da amostra de volume para obtencao da velocidade maxima.
Para o fluxo aértico, a amostra de volume foi posicionada na via de saida do
ventriculo esquerdo. Foram analisados velocidade maxima, velocidade média e o
tempo integral da velocidade (VTI). O diametro da via de saida do ventriculo
esquerdo foi medido na imagem longitudinal. O débito cardiaco foi calculado pela
seguinte formula: DC = VTl x AREA VSVE x FC. Resultado: O débito cardiaco foi
menor nos ratos jovens comparado com os ratos adultos em todas as fases
analisadas, porém, somente se observou uma diferenca significativa no periodo de
sete dias e 30 dias pds infarto entre os dois grupos. A onda “E” do fluxo mitral
apresenta uma diferenca significativa, entre ratos jovens e ratos adultos nao
infartados. As médias mostraram-se semelhantes para ratos jovens e ratos adultos
no periodo pods infarto. A onda E apresenta uma diminuicdo gradual nos ratos
jovens, enquanto, nos ratos adultos, ndo sofre grandes modificacées, apenas
discreto aumento com 60 dias de infarto. A velocidade média da onda “A” apresenta
um decréscimo semelhante em ratos néo infartados e no sétimo dia apés o infarto.
Com 30 dias e 60 dias, existe uma diferenca significativa, sendo a velocidade média,
maior nos ratos jovens. A relacdo E/A tem aumento semelhante, tanto no grupo
jovem, como no grupo adulto de ratos nao infartados, e ap6s o sétimo dia, ha uma
reducdo importante em ambos os grupos, sendo mais notavel no grupo de ratos
jovens. Ap6s o trigésimo dia, o grupo de ratos jovens apresenta a relagao E/A
constante, enquanto no grupo de ratos adultos esta relagcdo aumenta. O tempo de
desaceleracdo nao apresenta diferenca significativa nos grupos analisados.
Conclusées: Ambos o0s grupos de ratos (jovens e adultos) apresentam
comprometimento da funcdo cardiaca, porém no grupo de ratos jovem ha
recuperacao, tanto da funcao sistélica como da diastélica.

Palavras - chave — Ecocardiografia, coragao, rato



ABSTRACT

Myocardial infarction, which is the leading cause of death in adults, has become
increasingly more frequent among young patients and children. There are no clinical
or experimental studies in the medical literature demonstrating the evolution of
myocardial infarction in children or prepubertal animals. Objective: To compare the
evolution of ventricular function between young and adult infarcted rats by echo-
Doppler 7, 30 and 60 days after acute myocardial infarction. Methods: The
echocardiographic exams of young and adult rats with myocardial infarction were
analyzed retrospectively. A total of 168 male Wistar rats ((Rattus norvegicus albinus,
Rodentia, Mammalia) were used. Some randomly selected rats were subjected to
sham surgery and served as controls. The echocardiogram obtained on the seventh
day after surgery was considered to be the baseline. Myocardial infarction was
induced by surgical ligation of the left coronary artery. The final sample for
echocardiographic study consisted of 31 young and 39 adult infarcted rats. The
animals received general anesthesia consisting of the intramuscular administration of
50 mg/kg body weight ketamine (Ketalar®, Parke & Davis Laboratories) and 10
mg/kg xylazine (Xylazine®). Anesthesia was confirmed by the absence of the
neuromuscular reflex. The animals received paracetamol diluted in water for
analgesia on the first day after surgery. An Agilent echocardiograph (model Sonos
5500, Andover, MA), equipped with a high-frequency, high-resolution transducer (12
MHz and 15 MHz, model 21390A, Agilent, Palo Alto, CA) was used for analysis. The
equipment has a capacity of 120 frames per second (Hertz). Mitral flow was obtained
in the apical four chamber view for analysis of the E and A waves. The pulsed
Doppler sample volume was positioned at the tip of the cusps of the mitral valve and
its position was adjusted for the determination of maximum velocity. For the
determination of aortic flow, the sample volume was positioned in the left ventricular
outflow tract (LVOT). Maximum velocity, mean velocity and the velocity-time integral
(VTI) were analyzed. The diameter of the LVOT was measured in the longitudinal
image. Cardiac output (CO) was calculated using the following formula: CO = VTI x
LVOT area x heart rate. Results: Cardiac output was lower in young rats compared to
adult animals at all times studied. However, a significant difference between the two
groups was only observed during the period from 7 to 30 days post-infarction. A
significant difference in the mitral flow E wave was observed between young and
adult non-infarcted rats. Mean values were similar in young and adult rats during the
post-infarction period. A gradual decrease in the E wave was observed in young rats,
whereas no major changes were noted in adult animals, except for a discrete
increase at 60 days post-infarction. Mean A wave velocity showed a similar decrease
in non-infarcted rats and on day 7 post-infarction. A significant difference in mean
velocity was observed at 30 and 60 days, which was higher in young rats. The E/A
ratio presented a similar increase in young and adult non-infarcted rats. An important
reduction in this ratio was observed after day 7 in both young and adult infarcted rats,
which was more marked in young rats [checar minha tradugéo]. After day 30, the E/A
ratio remained constant in young rats and increased in adult rats. No significant
difference in deceleration time was observed between groups. Conclusions: Cardiac
function was compromised in young and adult infarcted rats, but recovery of both
systolic and diastolic function was observed in young rats.

Keywords - Echocardiography, heart, rat.
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1 INTRODUGAO

As doencas cardiovasculares representaram 27,3% dos 946.392
Obitos registrados no Brasil em 2000 e continuam sendo as principais causas de
morbidade e mortalidade no pais e no mundo.”’ No inicio do século XX, eram
responsaveis por menos de 10% das mortes em todo o mundo, enquanto no inicio
do século XXI ja sdo responsaveis por quase 50% das mortes nos paises
desenvolvidos e 25% naqueles em desenvolvimento, segundo a OMS de 2005.
Dentre essas doencas, o infarto do miocardio é ainda a mais frequente. "

O infarto do miocardio caracteriza-se pela interrupcdao do aporte
sanguineo com perda de tecido e prejuizo na funcéo cardiaca, e é um processo de
irreversibilidade da vitalidade tecidual.’’ Como consequéncia do infarto ocorre
necrose tecidual devido a morte dos cardiomiocitos, que sdo altamente sensiveis a
privacao de oxigénio.

A necrose miocardica é acompanhada de um processo inflamatério
no qual hd infiltracdo de neutrofilos e macréfagos no tecido morto. Durante o
processo de cicatrizagao, capilares e fibroblastos povoam o miocardio danificado e
formam o tecido de granulacéo. Os fibroblastos produzidos aumentam a quantidade
de colageno, e varias semanas depois 0 miocardio é substituido por tecido fibrético
de baixa celularidade. Esse remodelamento € um efeito dos midcitos, que tentam
compensar a fungdo das células perdidas.®’ Estas mudangas estruturais levam a
alteragbes funcionais como o aumento do volume final do ventriculo esquerdo e a
diminuicdo da fragao de ejecéo.

Os avancos tecnolégicos na terapéutica e no diagnédstico tém
aumentado a sobrevida dos pacientes com infarto do miocardio. Embora a taxa de

mortalidade tenha declinado em cerca de 30% apds admissao hospitalar por infarto,
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ainda um em cada 25 pacientes que sobrevivem a hospitalizagéo inicial, morrem no
primeiro ano apoés o infarto. O aumento da sobrevida trouxe como consequéncia um
aumento nos casos de insuficiéncia cardiaca.®

Cerca de 30 a 40% dos pacientes com infarto agudo do miocardio
evolui para insuficiéncia cardiaca congestiva, o que aumenta o risco de 6bito, tanto
na fase aguda como na fase crbnica. A dilatagcdo do ventriculo esquerdo na fase
aguda é consequéncia do processo de expansao do infarto, e o desenvolvimento da
insuficiéncia cardiaca em longo prazo deve-se ao remodelamento ventricular, que é
decorrente também da expans&o do infarto.®

Em torno de 15 milhdes de pessoas sofrem dessa doenca no
mundo, sendo considerada pela OMS como uma das trés prioridades de saude
publica. Segundo o sistema Unico de saude (SUS), em 2004 ocorreram no Brasil 340
mil internamentos por IC, o que representa 28% de todas as internacbes por
doencas cardiovasculares.!” De 390 mil pessoas internadas com IC em 2001, 26 mil
evoluiram para ébito. Metade desses 6bitos ocorreu nos primeiros cinco anos apés o
diagnostico."

Com mudancas de comportamento e fatores de risco, o infarto do
miocardio tem sido diagnosticado cada dia mais em pessoas jovens. Em criancas
também tem sido relatado como consequéncia de doencas congénitas das artérias
coronarias, doencas inflamatorias, a exemplo da doenca de Kawasaki e em pés-
correcao cirargica em que ha necessidade de manipulacao das coronarias como na
cirurgia de Jatene. A evolucéao clinica, o comportamento funcional e as alteracdes
histol6gicas nesta faixa etaria sdo pouco conhecidos.

O modelo experimental perfeito para reproduzir a insuficiéncia

cardiaca e todos os aspectos da evolugcao natural da doenca nao ha relatos. Na
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tentativa de reproduzir a progresséao da insuficiéncia cardiaca que ocorre em seres
humanos por doenga coronariana, modelos experimentais de isquemia miocardica
foram desenvolvidos por diferentes técnicas: microembolizagéo, ligacdo da artéria
corondria, rolos de esponja de “gelfoam” por via percutanea e crionecrose.!”)

O modelo experimental de oclusao de artéria corondria em ratos foi
descrito primariamente em 1946 por Robert F. Heimburger, que estudava a
revascularizacdo do miocardio por meio de injecdo de substancias no saco
pericardico. Em 1954, Johns e Olson se preocuparam em descrever a mesma
técnica, com mais propriedade, procurando estabelecer um modelo de infarto agudo
do miocardio. Ainda em 1954, Kaufman, Gava e Hill publicaram dados morfol6gicos
e histoquimicos, observados em ratos infartados pela técnica de oclusdo da artéria
descendente anterior, mas foi s6 em 1978, com Fishbein et al.®) que este modelo
experimental ganhou destaque, sendo até hoje citado como referéncia para
detalhamento da técnica. Depois, os trabalhos do grupo de Pfeffer contribuiram para
o modelo.®""

Existem diversos métodos para quantificar a faléncia miocardica
induzida pelo Infarto do Miocardio (IM) em animais de pequeno porte. A medida da
pressao diastolica final do ventriculo esquerdo tem sido um critério usado em ratos,
no entanto, é necessaria a canulagdo de uma das artérias carotidas, podendo a
presenca do cateter afetar de forma significativa a contratilidade do ventriculo
esquerdo.'?

Devido as dificuldades técnicas apresentadas pelo método citado, a
opcao pela ecocardiografia transtoracica bidimensional representa o procedimento
nao invasivo, mais facil, eficaz e seguro. As principais variaveis ecocardiograficas

que tém sido utilizadas na avaliagdo do IAM e sua quantificacdo da disfuncao
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ventricular sdo: diametro diastélico final do ventriculo esquerdo, diametro sistolico
final do ventriculo esquerdo, fracdo de ejecao, contratilidade regional das paredes do
ventriculo esquerdo, Doppler do fluxo mitral, Doppler tissular e indice de
performance miocardica.!">'¥

Olivetti et al. "™ encontraram nos grandes infartos alteracdes na
geometria cardiaca como diminuicéo das relagdes espessura da parede livre do VE:
aumento do diametro transverso, longitudinal e do volume VE. As caracteristicas
histol6gicas do infarto em ratos assemelha-se a dos humanos ocorrendo porem em
menor tempo e com resposta de polimorfonucleares menos intensa. ('®
O rapido e completo desenvolvimento do infarto em ratos se deve

ao baixo fluxo colateral nesta espécie. '"'®

Por volta do 21° dia p6és infarto, quase
nao ha sinais de necrose, ha sinais discretos de edema, de hemorragia e de
congestao, ha poucos linfécitos, moderada quantidade de fibroblastos, proliferacao
vascular e altos niveis de colageno intersticial.®
Com a perda do miocardio viavel, a funcao ventricular esquerda é
imediatamente diminuida, evidenciada pela queda da pressao sistélica, aumento da
pressao diastélica do VE e diminuicdo do DC. ("9
Estudos em animais infartados tém demonstrado que a cavidade
ventricular pode continuar aumentando com o tempo em funcdo da regido néao
infartada. Nos ratos submetidos a oclusao da coronaria esquerda observou-se que o
ventriculo infartado assumia configuracao arredondada, tanto na sistole como na
diastole.®%?"
Admite-se que devido a essa modificacdo, o ventriculo esquerdo

aumenta a pressdao de enchimento, ocorrem diferentes graus de hipertensao

pulmonar e, consequentemente, aumento da tensao parietal sistélica no ventriculo
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contralateral.?”? O aumento da pressdo diastdlica do ventriculo esquerdo foi
demonstrado em outro estudo que registrou aumento do volume do atrio esquerdo
uma a trés semanas apds o infarto em ratos.®

Poucos artigos mostram a evolugdo de infartos em ratos jovens.
Pabis et al., em 2008, demonstraram que ratos infartados com 28 dias de vida
mostram recuperacado da funcao cardiaca ap6s 30 dias de evolugcao. Anversa, em
estudo anatomo-patolégico apds 40 dias do infarto em ratos adultos jovens com 80
dias, sugere a possibilidade de regeneragcdo miocardica, porque somente a
hipertrofia ventricular ndo seria capaz de melhorar a funcéo ventricular. ¢224

Assim sendo, os modelos experimentais de IM sdo importantes para
estudo da fisiopatologia, bem como para o desenvolvimento de novas terapéuticas,
e para se estabelecer padrées de anatomia cardiaca, funcdo cardiaca e
hemodinamica, é necessario estabelecer parametros de normalidade, sendo a
aplicacdo da ecografia em modelos experimentais, de grande relevancia,
particularmente no rato.

Como estudos com infarto do miocardio em pessoas jovens sao
escassos na literatura, o conhecimento da evolugéo clinica pode permitir um melhor
tratamento desses pacientes. Devido a raridade destas doengas, o modelo
experimental em animais é fundamental para este conhecimento.

Acredita-se, também, que este conhecimento pode ajudar a
entender melhor o periodo de desenvolvimento cardiaco por hiperplasia, que nos
conceitos atuais ocorre somente no feto e nas primeiras semanas de vida. A
melhora da funcdo cardiaca observada por Pabis et al. ** neste laboratério, mostra
que outros estudos sdo necessarios para o entendimento da complexidade deste

mecanismo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a analise comparativa do débito cardiaco e do fluxo mitral
em coracbes de ratos jovens e ratos adultos infartados por meio de ligadura da

artéria coronaria esquerda.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Analisar o débito cardiaco, calculado por meio de parametros
Doppler-ecocardiogréaficos, em ratos jovens e em ratos adultos
apos infarto do miocardio.

2) Analisar parametros Doppler-ecocardiograficos do fluxo mitral,

em ratos jovens e em adultos apds infarto do miocardio.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 INFARTO DO MIOCARDIO

Infarto agudo do miocardio (IAM) € uma condigdo causada pela
interrupcdo do fluxo sanguineo nas artérias coronarias. Se a oclusdo causar
isquemia prolongada, com duracdo superior a 30 minutos, podem ocorrer danos
celulares irreversiveis (morte celular).

O IAM é uma das principais causas de morte nos paises
industrializados, sendo que 60% dos 6bitos ocorrem na primeira hora devido a
fibrilacao ventricular. O prognéstico melhora com o tratamento vigoroso, iniciado
imediatamente, e que seja eficaz para diminuir complicacdes e evitar recidivas. °

A artéria coronaria que é obstruida determinara primariamente o
territério infartado. A magnitude do infarto e a perda de cardiomiécitos estdo na
dependéncia do local da obstrugdo, sendo que quando mais proximal maior o
tamanho da area afetada. Na oclusao da artéria coronaria esquerda, a area infartada
pode alcancar mais de 40% da massa ventricular esquerda. ?” Todos os infartos
apresentam uma area de necrose central, circundada de uma area de lesdo por
hipoxia, potencialmente viavel.

A necrose miocardica instala-se progressivamente, da regido
subendocardica para a regiao subepicardica. No periodo de quatro a seis horas o
processo de necrose em humanos ja esta completo. Grandes esforcos sao
dispensados para que a vitima de infarto do miocéardio receba tratamento adequado
nas primeiras horas, principalmente entre uma hora e meia e quatro horas, quando o
restabelecimento da irrigacdo sanguinea traz as maiores probabilidades de

recuperacdo do miocardio atordoado. ©
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Logo apds a oclusdo coronariana inicia-se uma resposta adaptativa
do coracdo, que envolve uma série de alteracbes complexas na arquitetura
ventricular. Estas adaptacées podem ser identificadas na fase aguda do infarto ou
mais tardiamente. Na sequencia desse evento ocorrem mudancgas na estrutura, na
composigdo e na fungdo cardiaca, tanto na d&rea infartada como nas areas
preservadas.

Instala-se processo inflamatério decorrente da necrose de midcitos
na regiao infartada; processo este que, nas primeiras horas, é caracterizado por
acumulo de células inflamatérias e edema, seguindo-se uma fase de proliferacéo de
fibroblastos com deposicao de colageno, sendo o tecido necrético substituido por
tecido fibroso, de cicatrizagéo.®

O coracdo adulto tem capacidade de regeneracao limitada e,
portanto, qualquer perda significativa de células, causadas por doencas agudas ou
cronicas, nao tem autorreparacao de forma eficiente, podendo levar ao
comprometimento progressivo da fungéo ventricular e, por fim, ao desenvolvimento
da insuficiéncia cardiaca congestiva.®®

A dilatacdo do ventriculo esquerdo na fase aguda do infarto do
miocardio é consequéncia do processo de expansado do infarto. Na fase tardia ha
diferentes graus de dilatacdo dependendo da intensidade das modificagdes
ventriculares da fase aguda.

Juntamente com a necrose das miofibrilas ha perda do tecido de
sustentacdo em decorréncia da desintegracdo do colageno interfibrilar. Em
consequéncia ha adelgacamento e distensdao da parede infartada. O coracao, ao
perder a sua forma elipsdide e adquirir a forma arredondada, redistribui as forcas,

determinando um aumento significativo da tensao parietal na diastole em relacao a
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sistole. O aumento desse estresse na parede, estimula a replicacdo dos sarcémeros
em série, A relacao raio da cavidade e espessura da parede aumentada caracteriza
a hipertrofia excéntrica. Numa fase mais tardia, vai ocorrer dilatagdo ventricular
secundaria, como forma adaptativa de manter a funcéo ventricular. ©

A remodelagéo envolve o coracdo como um todo, na fase aguda
pode restaurar a fungédo do ventriculo comprometido, mas na fase cronica do infarto,
como consequéncia das adaptacbes iniciais, as alteragdes envolvidas na
remodelacédo ventricular podem refletir processo adaptativo inadequado e contribuir
para a disfungdo ventricular. O aumento global do VE indica e quantifica a
remodelacdo do coracao, que podera resultar em insuficiéncia cardiaca, arritmias e
morte sUbita. ?9

Funcionalmente o IAM pode provocar reducéo da contratilidade, com
movimentacdo anormal da parede; complacéncia alterada do VE; diminuicdo do
volume sistdlico; reducao da fracao de ejecao; e elevacao da pressao diastdlica final
do ventriculo esquerdo. %

Em ensaio clinico, verificou-se que pacientes infartados, com
aumento da area cardiaca evidenciada no RX do torax, apresentaram mortalidade
significativamente maior no periodo de um ano, comparados com aqueles cuja
silhueta era normal, sendo 24% e 8%, respectivamente.®

Das modalidades terapéuticas disponiveis atualmente para os
pacientes pés-infarto, a terapia celular ao coracdo infartado para regeneracao
miocardica apresenta resultados promissores. ¢

Reconhecendo o enorme potencial das células-tronco na pratica
médica, tem sido realizados trabalhos de pesquisa, na tentativa de encontrar uma

terapia, que possa proporcionar aos pacientes maiores expectativas de vida apés o
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infarto. No ambiente cardiaco, é possivel que as células-tronco de medula ou de
musculo esquelético recebam os sinais necesséarios para sua transformacédo em

(31,32

miocitos cardiacos. ) As células tém revelado capacidade de multiplicagdo em

culturas isoladas e em coculturas, e quando injetadas em corag¢ao infartado

propiciam melhora do desempenho cardiaco. ¢+

3.2 INSUFICIENCIA CARDIACA

Insuficiéncia cardiaca (IC) é uma sindrome clinica de alta
prevaléncia e grande impacto na morbidade e mortalidade em todo o mundo.®® E
um estado fisiopatolégico no qual o coracdo € incapaz de bombear o sangue para
atender as necessidades metabdlicas teciduais, e para alcancar esse objetivo,
necessita de elevadas pressdes de enchimento do VE. Na IC o coracao esta
submetido a um agravo de efeito cronico, e o débito cardiaco se mantém
cronicamente reduzido, com aparecimento de manifestacoes de faléncia circulatoria,
qgue se instalam progressivamente em longo prazo.

A insuficiéncia coronariana, principalmente pds-infarto do miocardio,
€ principal causa de insuficiéncia cardiaca. Outras etiologias também sao frequentes
como a hipertensao arterial e o diabetes melito, mas o mais importante, € que a IC é
0 quadro clinico final de muitas doencas que afetam o aparelho
cardiorrespiratério.®®

A IC é um dos principais problemas de saude publica, pois afeta a
qualidade de vida dos pacientes, limitando-os nas suas atividades. O numero de

pacientes vem crescendo nos ultimos anos e é atualmente a maior causa de
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internamento nos paises desenvolvidos. Esse fato esta associado aos avangos
tecnoldgicos e terapéuticos e aos diagnosticos mais precisos, que levaram ao
aumento da sobrevida destes pacientes. Portanto, é de relevancia médica, social e
econdmica. 4%

Esse quadro clinico nem sempre se deve a insuficiéncia miocardica
(comprometimento da contratilidade); pode ocorrer também por alteracoes
sistémicas como a anemia e a tireotoxicose ou por desbalanceamento de volume
como nas cardiopatias congénitas de hiperfluxo pulmonar e nas fistulas
arteriovenosas. Como alteracao cardiaca, a IC pode ocorrer em condicées em que a
funcao sistolica esteja deprimida, disfuncao sistélica, ou em situacbes em que a
funcéo sistdlica esteja preservada, fracao de ejecdo normal, e é conhecida como
disfuncao diastélica.

O infarto do miocardio afeta o funcionamento cardiaco porque o
coracao nao possui reserva de oxigénio, logo se ocorrer oclusdo coronaria, a alta
taxa de gasto energético resulta em diminuicdo da tensdao miocardica do oxigénio e
consequentemente perda de contratilidade. A area nao isquémica apresenta um
aumento compensatério da forca de contragdo, aumentando o gasto energético. ¢°

A isquemia miocardica estd associada a perda de desempenho
contratil do miocardio, comprometendo a funcado ventricular esquerda de forma
regional ou global. Produz diminuicdo do volume sistélico, do trabalho sistélico, do
débito cardiaco e da fracao de ejecdo e um aumento do volume do VE. A isquemia
também causa alteracées na propriedade diastélica, aumentando a resisténcia ao
enchimento e, consequentemente, ao aumento da pressao diastélica final do VE. ¢”

A interrupcao do fluxo sanguineo estd associada a complicacdes

cardiacas resultantes das alteracbes hemodinamicas e estruturais. Surgirdo
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evidencias de IC quando a area comprometida for tdo extensa, que o miocardio nao
comprometido, ndo consiga compensar a sobrecarga a ele imposta. Processos
compensadores ocorrem com 0 objetivo de manter o débito cardiaco em niveis
normais e, por conseguinte, o fluxo sanguineo aos diversos tecidos do organismo,
para atender as necessidades metabdlicas.®®

O conhecimento da natureza fisiopatogénica da IC é muito
importante para o tratamento do paciente. Uma avaliagdo adequada da funcao
cardiaca fornece dados diagnosticos, prognésticos e hemodinamicos e ajuda na
instituicdo da melhor medida terapéutica. E nesta avaliacdo que a Doppler

ecocardiografia assume um papel importante.

3.3 ECOCARDIOGRAMA NO INFARTO DO MIOCARDIO

Apesar de o0 ecocardiograma nao conseguir avaliar a permeabilidade
dos vasos coronarianos, € um exame importante na avaliagdo do paciente com
infarto do miocardio. Além da determinacao da funcao sistdlica, diastélica e global
dos ventriculos, permite o reconhecimento da regido afetada por meio da analise
segmentar. As complicacées do infarto do miocardio, como, por exemplo, a
comunicacao interventricular, a regurgitacdo mitral e o aneurisma da parede
ventricular sdo facilmente reconhecidos pelo estudo ecocardiografico. %

A sua utilidade é inconteste em pacientes com sintomas de infarto
com eletrocardiograma inconclusivo, como na obstrugdo da artéria circunflexa, em

que o reconhecimento pela eletrocardiografia é dificil ou silenciosa. “"
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Na fase aguda do infarto do miocardio, a espessura da parede
mostra-se normal, mas a movimentacdo e o espessamento da parede durante a
sistole estdo reduzidos ou ausentes. Em uma fase mais crénica, em consequéncia a
cicatrizacao e fibrose, hd um afilamento da parede com aumento da ecogenicidade.
(3,37)

Em situacdo de isquemia miocardica, quando o fluxo sanguineo
torna-se insuficiente para satisfazer o aumento das necessidades de oxigénio, a
primeira alteracdo é bioquimica, seguido de uma disfuncédo regional do miocardio.
Essa alteracao é caracterizado por disfuncao diastélica, tanto no relaxamento como
na complacéncia ventricular, assim como na funcao sistdlica, com deficiéncia do
espessamento e na mobilidade sistélica da parede comprometida. As alteracdes
isquémicas do eletrocardiograma e a angina clinica sao manifestacoes
posteriores.*"

O ecocardiograma, no entanto, nao serve para o diagnostico de
angina instavel quando o paciente esta sem dor, pois a mobilidade e o
espessamento sistélico podem estar normais. Assim também acontece na
diferenciagao do infarto agudo com o quadro de isquemia em andamento, quando
houver miocardio atordoado ou miocardio hibernante, pois as imagens
ecocardiograficas sdo semelhantes.

Miocardio atordoado e miocardio hibernado sao respostas
miocardicas reguladoras relacionadas a redugcado do fluxo coronariano. Miocardio
atordoado é caracterizado pela persisténcia da depressdo da contracdo cardiaca

apdés a normalizacdo do fluxo coronario. E um processo reversivel que pode durar

horas ou até meses. Miocardio hibernado € um estado de disfun¢gdo miocardica em
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decorréncia de hipofluxo sanguineo coronario, mas que pode recuperar-se (parcial
ou totalmente) apds melhora do fluxo ou da redugéo da demanda de oxigénio. “2)

Pode ser também uma adaptacdo miocardica a condigbes de baixo
aporte sanguineo coronario na qual a contratilidade e o consumo de oxigénio sao
reduzidos proporcionalmente a uma reserva limitada de baixo fluxo sanguineo a fim
de manter a viabilidade miocardica. ©®

As alteracbes da funcao sistdlica na fase aguda sao, portanto,
regionais e correspondem normalmente as regides nutridas pela coronaria
comprometida. A disfuncao sistélica global fica na dependéncia do grau do infarto do
miocardio.

A funcdo diastélica mostra-se anormal nas avaliagbes
ecocardiograficas do infarto agudo do miocardio. Na fase aguda ha alteracao do
relaxamento diastolico com reducéao da velocidade da onda E do fluxo mitral. Em
infartos extensos ha aumento da onda A em decorréncia do aumento da pressao

diastdlica final do ventriculo esquerdo. “%

3.4 INFARTO EM RATOS

Os ratos destacam-se como modelo experimental pela rapidez do
ciclo de vida, pelo moderado tamanho e pelo baixo custo de manutencdo. “° O
coracao do rato apresenta desenvolvimento fetal rapido, com inicio das contracdes
efetivas na metade do periodo gestacional (10 dias). Durante a gestagéo, o coracao
cresce por hiperplasia das células, e posteriormente por hipertrofia devido ao

aumento da presséo ventricular de 14 a 35 mmHg ao nascimento para 120 mmHg
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no ventriculo esquerdo em algumas semanas. Isto determina aumento maior da
massa cardiaca.

O coragdo do rato apresenta trés fases de crescimento apds o
nascimento. Na primeira fase, que corresponde aos primeiros quatro dias de vida, o
coracdo cresce mais rapido do que o corpo e se faz predominantemente por
hiperplasia, com aumento de 6,2 vezes no peso do coracdo e apenas 2,7 vezes na
espessura da parede. Os midcitos aumentam em seccao transversa, dobram de
comprimento entre 1 e 11 dias e apresentam aumento de volume celular por nudcleo
de 60 a 70% entre 1 e 5 dias e 6 a 9% entre 5 e 11 dias. Nesse periodo a
binucleacao é pequena, mas aumenta gradativamente até estar completa em torno
de 14 dias de vida. Observa-se aumento de 100% na populacdo de miéciotos na
parede livre do ventriculo esquerdo e menos no ventriculo direito. “¢)

A segunda fase, considerada de transigao, ocorre entre 6 e 14 dias,
apés, virtualmente, cessar a divisdo celular com 6-7 dias de vida. Cessada a
hiperplasia, as células musculares mudam da orientacao longitudinal, com insercoes
entre as células que a transformam em orientagao transversal, sendo que o tamanho
méaximo do cardiomiécito sé é alcancado com a maturidade do animal. ® Na terceira
fase, apés 14 dias de vida, a divisdo celular cessa e o crescimento se faz
primordialmente por hipertrofia. ©

Apés a conversao do crescimento de hiperplasia para hipertrofia, os
midcitos podem ser binucleados; caracteristica esta relativa ao do coracdo dos
mamiferos. Oitenta a 90% dos cardiomidcitos estao binucleados entre 12 a 15 dias

837 A binucleacdo também pode ser considerada como marcador da fase

de vida. {
inicial de crescimento por hipertrofia. Com 15 dias de vida, muita sintese de DNA

(acido desoxirribonucléico) é detectada nos miécitos mononucleados. ©
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No desenvolvimento do coracao de ratos, ha maior proliferacdo de
miocitos no ventriculo esquerdo. Atribui-se este fato a provavel sobrecarga
hemodindmica imposta ao ventriculo esquerdo apds o nascimento, pela eliminagéao
da placenta e pelo aumento da resisténcia vascular periférica. Coragdes expostos a
sobrecarga de volume na vida fetal tiveram aumento do numero de célula ao
nascimento. ©®

A ligadura cirargica da artéria coronaria esquerda desencadeia a
perda de elementos contrateis. Com isto, inicia-se uma série de eventos no coragao
que sdo agrupados e conhecidos como remodelamento ventricular. '

Anversa et al., observaram que em ratos com pequeno infarto do
miocardio houve menor despropor¢cdo entre os capilares e massa muscular
hipertrofica e aumento da distancia para difusdo do oxigénio. Ocorre aumento dos
elementos intersticiais, sendo que a rede capilar € a maior responsavel por este
aumento. No periodo entre 1° e 112 dia, observa-se grande aumento das miofibrilas,
mitocondrias e sistema reticulo endoplasmatico e perda da matriz citoplasmatica. ¢”

Na resposta ao infarto, ocorre uma sequéncia de eventos levando a
mudancas estruturais na composicdo do coracao e, consequentemente, na funcéao
cardiaca. Estas mudancas alteram a originalidade do coracdo na area infartada e
nas areas distantes. A mudanc¢a no formato do coracdo com aumento do raio de
curvatura do miocardio na area infartada leva a aumento do didmetro transverso de
toda cavidade. Este processo de dilatacdo ventricular quando desproporcional nas
primeiras 24 horas é descrito como expansao do infarto.®

Em torno de 72 horas apés o infarto, o coracdo como um todo esta
em remodelacdo, tendo ocorrido dilatacdo ventricular com alteracdo da forma e

desencadeamento de hipertrofia das areas nao infartadas. Este periodo é definido
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como fase precoce. Nos ratos a hipertrofia ocorre em grau importante nos trés
primeiros dias e em humanos acontece em 7 a 10 dias. *”

O estiramento individual dos midcitos pode explicar a dilatacdo da
cavidade uma vez que o adelgagcamento da parede nao foi observado somente na
regidao infartada como também nas areas distantes. A superficie endocardica do
ventriculo esquerdo sofre suavizacao do seu relevo em fungdo da mudancga no plano
de orientacao dos feixes musculares. Ainda, o deslizamento dos cardiomidcitos e a
mudanca da forma e dimensdes poderiam explicar a mudanca da forma do

coracdo.“®

3.5 ECOCARDIOGRAMA NO INFARTO DO MIOCARDIO EM RATOS

O ecocardiograma é util para avaliacdo da funcao miocardica em
modelos de animais de experimentacdo apods infarto agudo do miocardio.
Desempenha um papel central no diagnéstico ndo-invasivo na isquemia, na
viabilidade miocérdica, na estratificacdo de risco e no prognostico dos pacientes.
Avalia em tempo real e com grande resolucao espacial os segmentos miocardicos
do ventriculo esquerdo, fornecendo, assim, informagcbes sobre a contratilidade
miocardica regional e global, em condicdo de repouso e durante a indugcdo do
estresse. #4049

Varios estudos tém validado a ecocardiografia como método de
estudo do remodelamento ventricular em ratos submetidos a infarto do

miocardio. >0
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Pode-se visualizar todas as estruturas cardiacas e analisar a

(“47:48) | itwin et al.,

dindmica do funcionamento por meio do Doppler-ecocardiograma.
em 1994, demonstraram que os exames sao facilmente reproduziveis com pouca
variacao das medidas intraobservador e interobservadores, permanecendo em torno
de 10% com examinadores experientes. ®?

Outros estudos tém utilizados o ecocardiograma para analise da
funcao cardiaca p6és-infarto do miocardio. A funcao sistélica & avaliada normalmente
pela fracdo de ejecao, que pode ser medida pelo método de Simpson ou método de
Teicholz, pelo débito cardiaco que normalmente é calculado com o fluxo de via de
saida ventriculo esquerdo, com o didmetro da aorta e com a frequéncia cardiaca.
Avalia-se a funcao diastélica pelo fluxo mitral e Doppler tissular.

Alteracao da funcdo cardiaca ocorre precocemente apdés a
realizacao do infarto do miocardio, mas o ecocardiograma consegue correlacionar o
tamanho do infarto do miocardio em ratos somente no sétimo dia de evolugao.

Quando o tamanho do infarto do miocardio for significativo, existe
aumento da pressao diastélica do ventriculo esquerdo que pode ser avaliado pelo
Doppler do fluxo mitral. Saraiva et al., em 2007, mostraram que o valor de E/A maior
que 1,77 identifica ratos com elevada pressao diastdlica final do ventriculo esquerdo
com 90% de sensibilidade e 80% de especificidade. ©*

Essa alteracdo da relacdo E/A ocorre fundamentalmente pelo
aumento da onda E e diminuicdo da onda A em ratos adultos cinco semanas apo6s o
infarto do miocardio. Esta fisiologia restritiva somente foi observada nos animais com
infarto extenso.®” O aumento da onda E mais acentuado foi observado também nos

ratos com insuficiéncia cardiaca quando comparados com ratos sem insuficiéncia
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cardiaca ou controles normais. A onda A pode diminuir e até desapareceu nesses
animais. %

Outros autores, no entanto, observaram que a onda E nao
apresentou diferengas entre os ratos do grupo sham operation e os com infartos que
variaram de pequeno a grande. Foi identificado que houve significante diminuigdo da
onda A e aumento da relacdo E/A somente nos animais com infarto extenso. ©®

Medidas Doppler-ecocardiograficas mais recentes tém sido
utilizadas para avaliar a funcao cardiaca em ratos, como o indice de Tei que aponta
a fungao cardiaca ventricular global.

Esse indice mostra-se bom para analise do desempenho ventricular
apds infarto, porque parece ser independente da geometria ventricular e da
frequéncia cardiaca. E particularmente Gtil na analise evolutiva de ventriculo que se
encontra em remodelamento. Em situacdes de alteracdo de pés-carga, o indice
pode se alterar como observado em ratos submetidos a sobrecarga de pressdao em
relacdo aos controles. A pré-carga pode também induzir alteracdes significativas
neste indice. 55"

O grande mérito deste método é sofrer pouca influéncia da
frequéncia cardiaca, idade ou peso do animal. Pode ser obtido mesmo quando nao
se consegue separar as ondas E e A do tracado Doppler.

No estudo de Cury et al., em 2005, com ratos adultos, os autores
observaram que o tamanho do infarto esta diretamente relacionado com o indice de
performance miocardica. Nos infartos grandes ha diminuicdo do desempenho
ventricular com consequente aumento do indice de performance miorcadica. ©®

O Doppler-ecocardiograma, mesmo sendo um exame de simples

obtencao, continua sendo uma arma de investigacdo de muito valor na pesquisa
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experimental. Em trabalho recente, Santos AA et al.,em 2009, mostram que
parametros de funcdes sistdlica e diastdlica obtidas por meio deste exame sao

capazes de predizer o risco de mortalidade do animal apds infarto do miocardio. *°



30

4 MATERIAL E METODOS

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Para a realizagdo desta pesquisa, delineou-se um estudo
retrospectivo de analise de imagens Doppler-ecocardiograficas gravadas em fitas de
VHS e em disco 6ptico, obtidas de um projeto experimental original com ratos jovens
e adultos submetidos ao infarto do miocardio por meio de ligadura cirurgica da

artéria coronaria esquerda.

4.2 AMOSTRA

Este estudo esta aninhado no projeto aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Pontificia Universidade Catdlica do Parana (registro na
CEPA/PUCPR n°21), com a denominacéo “Andlise do Comportamento Evolutivo do
Remodelamento Ventricular em Ratos de Diferentes Idades, Submetidos a Infarto do
Miocardio”.

Foram utilizados durante a realizagdo do estudo 168 ratos machos
(Rattus Norvegicus Albinus Rodentia Mammalia), da linhagem Wistar, provenientes
do Instituto de Tecnologia do Parana (Tecpar).

Os animais foram selecionados para o estudo em duas faixas etérias
distintas. O grupo jovem iniciou o estudo com 100 animais e 0 grupo adulto com 68
animais. Foram considerados jovens os animais com idade inferior a 60 dias, idade a

partir da qual os animais podem ser considerados adultos.
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Os valores ecocardiograficos encontrados nesses animais, no
sétimo dia apdés o procedimento, foram considerados como valores basais da
analise.

Os animais foram submetidos a ligadura cirdrgica da artéria
coronaria esquerda para inducédo do infarto do miocardio com idades aproximadas
de 28 dias e 153 dias, respectivamente.

Todos os animais receberam cuidados em concordancia com 0s
“Principios de Cuidados com Animais de Laboratério”, formulado pela Sociedade
Nacional de Pesquisa Médica e Guia de Cuidados com Animais de Laboratério,
preparada pela Academia Nacional de Ciéncias e publicado pelo Instituto Nacional
de Saude, segundo os principios do Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal
(COBEA, 1999).

Para amostra final deste estudo, foram selecionados exames

ecocardiograficos de 31 ratos jovens e 39 ratos adultos infartados.

4.3 CUIDADOS GERAIS COM OS ANIMAIS

4.3.1 Condicoes do biotério

Os animais foram acomodados no Biotério da Pontificia
Universidade Catdlica do Parana. Foi fornecida agua ad libitum e racdes (Nuvilab
CR-1® e Nuvital, Colombo — PR, Brasil) com acesso livre. Foram alojados em caixas

com grade, no maximo com cinco animais em cada caixa, e mantidos no ciclo de 12
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horas com luz e 12 horas no escuro, em sala com aquecimento. O cepilho foi

trocado em dias alternados.

4.3.2 Anestesia

Todos os animais que foram submetidos a cirurgia de ligadura da
artéria coronaria esquerda ou cirurgia simulada receberam anestesia geral com a
administragdo de 50 mg/kg/peso de ketamina (Ketalar® Laboratérios Parke & Davis)
e 10 mg/kg/peso xyilazina (Xylazina ®), aplicados por via intramuscular. Para
certificacdo do efeito da anestesia, foi observada a auséncia de reflexo neuro-
muscular. O mesmo procedimento foi utilizado para a realizacdo das

ecocardiografias. Os animais receberam paracetamol diluido em agua para

analgesia no primeiro dia de pds-operatorio.

4.3.3 Ventilacao mecanica

Apl6s anestesia, 0 animal recebeu intubacao orotraqueal (Figura 1)
com cateter venoso periférico numero 14 e ventilagdo mecéanica com volume de
2,5ml por insuflagdo, na frequéncia de 68 ciclos por minuto, observando-se a
expansao toracica. A intubacdo orotraqueal e a ventilagdo mecénica foram

realizadas somente quando o animal foi submetido ao ato cirurgico.



33

Figura 1 - Intubacéo Orotraqueal

Foram utilizados dois respiradores de volume (HARVARD®, Inc.,
respirador modelo 683, Massachusetts, USA) para animais de pequeno porte com

oxigénio a 21% ar ambiente (Figura 2).

Figura 2 - Respirador de volume utilizado
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4.4 PROCEDIMENTO DO INFARTO DO MIOCARDIO

O infarto do miocardio foi realizado pela ligadura cirurgica da artéria
coronaria esquerda. A abertura do térax foi no quarto espaco intercostal esquerdo
com exposicao do coragdo. Em seguida foi aberto o pericardio. Com leve pressao
lateral no térax, realizou-se a exteriorizacao do coracédo. Procedeu-se a ligadura da
artéria coronaria esquerda a aproximadamente dois milimetros (mm) do apéndice
atrial esquerdo, com ponto unico de fio monofilamentar 7.0. A eficiéncia do ato foi
observada pela mudanca da cor do coracao.

As intervencgdes cirargicas foram realizadas no Laboratério de
Técnica Operatoria da PUCPR e foram executadas por cirurgides cardiovasculares,
auxiliados por um técnico em laboratério. Os procedimentos foram realizados em

condicoes de assepsia e com materiais adequados para animais de pequeno porte.

4.5 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos inicialmente os estudos ecocardiograficos de
animais com infarto do miocardio significativo, cuja fracdo de ejecao no exame de
sete dias fosse inferior a 40% e os exames de sétimo dia de ratos com operacao
simulada (sham operation). Desses foram selecionados para esta pesquisa 0s que
apresentavam gravacdes completas da imagem longitudinal do ventriculo esquerdo,
do fluxo mitral com a onda “E” e a onda “A” bem definidas, assim como do fluxo
aortico. S6 parte do estudo os animais, cujas imagens das gravacoes

ecocardiograficas eram bem definidas, claras e completas.
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4.6 CRITERIOS DE EXCLUSAO

a) exames com imagem gravada de qualidade ruim que dificultaram
as medidas necessarias para o estudo;
b) os animais que evoluiram para Obito apds a realizacdo do

ecocardiograma no sétimo dia do infarto.

4.7 ANALISE ECOCARDIOGRAFICA

Foi utilizado ecocardiégrafo Agilent (modelo Sonos 5500; Andover,
MA), equipado com transdutores de alta frequéncia e alta resolucéo (12 MHz e 15
MHz, modelo 21390, Agilent, Palo Alto, CA). O equipamento possui capacidade de
120 (Hertz) quadros por segundo. Para obtengcdo do tracado Doppler, foi utilizada
velocidade de 100 mm/s.

O estudo ecocardiografico foi realizado com sete, 30 e 60 dias apds
o infarto do miocardio e no controle sete dias ap6s a operacao simulada. As medidas
foram realizadas durante o exame, obedecendo as recomendacdes da Sociedade
Americana de Ecocardiografia. As imagens foram gravadas em disco 6ptico e em fita
VHS. Foram realizadas as medidas em trés ciclos cardiacos consecutivos, pelo
mesmo examinador e calculada a média para analise.

Para o exame ecocardiografico, os animais foram anestesiados e
submetidos a tricotomia na regido anterior do térax. Conectaram-se eletrodos nas

patas para obtencdo do tracado eletrocardiografico, e em seguida, posicionado o
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animal em leve decubito lateral esquerdo. A temperatura ambiente foi mantida a
37°C.

Foram obtidas imagens nos cortes para-esternal longitudinal pelos
quais foram visualizados o atrio esquerdo, a valva mitral, o ventriculo esquerdo, a
valva adrtica e parte da aorta ascendente. Nessa posicao foi realizada a planimetria
do ventriculo esquerdo pelo método de Simpson para obtencao dos volumes
diastélico e sistélico e célculo da fracao de ejecao do ventriculo esquerdo. A medida
do volume diastélico final do ventriculo esquerdo foi realizada no pico a onda R do
eletrocardiograma, enquanto o volume sistélico final foi obtido identificando-se a
menor area da camara cardiaca.

Nessa imagem foi medido também o didmetro da via de saida do
ventriculo esquerdo, de onde se calculou a area, necessaria para obtencdo do
débito cardiaco.

O fluxo mitral e o aértico foram mensurados. No corte apical quatro
camaras, foi o obtido fluxo mitral para andlise da onda E e da A A amostra de
volume do Doppler pulsétil foi posicionada na ponta das cuspides da valva mitral,
ajustando-se a posicao da amostra de volume para obtengao da velocidade maxima.

Para o fluxo adrtico, a amostra de volume foi posicionada na via de
saida do ventriculo esquerdo. Foram analisados velocidade maxima, velocidade
média e o tempo integral da velocidade (VTI).

O débito cardiaco foi calculado pela seguinte formula:

| DC = VTI x AREA VSVE x FC |

Onde:

DC =ml

VTl =cm

AREA VSVE = cm?®
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

Foram comparadas as variaveis ecocardiograficas dos ratos jovens
com os ratos adultos com sete, 30 e 60 dias pés-infarto. Comparou-se também um
grupo de ratos jovens com um grupo de adultos ndo infartados, no sétimo dia apds
operacao simulada, quando foi realizada somente a abertura do térax e do
pericardio.

Os resultados obtidos no estudo foram expressos por médias e
desvio padrao. Para a comparagcéao de grupos independentes foi usado o teste t de
Student para amostras independentes, levando-se em consideracdo a
homogeneidade das variancias, ou o teste nao-paramétrico de Mann-Whitney,
quando apropriado. A condicdo de normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de
Shapiro-Wilks, e a condicdo de homogeneidade das variancias foi avaliada pelo

teste de Léevene. O nivel de significancia adotado foi de 0,05.
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5 RESULTADO

Dos 168 ratos iniciais foi possivel a analise em 70 ratos, sendo 31
ratos jovens e 39 ratos adultos, que mostravam todas as gravacdoes necessarias
para o estudo e a onda A desmembrada da onda E. Os ratos jovens tinham
aproximadamente 28 dias de vida no inicio do experimento e os ratos adultos
aproximadamente 153 dias.

Os exames dos ratos jovens infartados foram realizados com
aproximadamente 35, 58 e 88 dias de vida e os ratos adultos em torno de 160, 183 e
213 dias de vida. As variaveis analisadas para obtencdo do débito cardiaco estao
dispostas na Tabela 1, assim como as variaveis do fluxo mitral.

O Gréfico 1 mostra a distribuicdo do numero de ratos, jovens e
As amostras sdo mistas em cada

adultos, nos diferentes periodos de analise.

periodo, visto que alguns ratos pertencem a mais de um grupo de analise.

20
15 W JOVER
10 mADULTO
S
0
BASAL 7dis 30 dias G0 dias
basal 7 dias 30 dias 60 dias
jovem 8 16 11 9
adulto 9 17 16 7

Grafico 1 - Distribuicdo do niumero de casos por periodo de anélise
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O débito cardiaco mostra-se menor nos ratos jovens quando
comparado com ratos adultos em todas as fases analisadas. Mas, somente nos
periodo de sete e 30 dias do infarto observa-se uma diferenga significativa entre os
dois grupos (Grafico 2).

Nos ratos adultos hda uma diminuicdo do débito cardiaco apds sete
dias do infarto, que nao se altera com 30 dias, e apds este periodo mostra nova
queda. Essa evolugao difere do rato jovem que mostra uma diminuicdo com sete
dias, mas apos este periodo ha uma melhora com aumento progressivo apés 30 e

60 dias do infarto (Gréfico 2).

Débito Cardiaco
1,400
1,200
1,000 .\--._ p=0.509
’.‘\h._ Fallatat] A_—__
P =~ i
- 0,600
0,400
0,200
0,000
0 7 30 60
—f—jovem 0,868 0,631 0,838 0,912
== adulto 1,166 0,938 1,082 0,845

Grafico 2 - Comparacéao do débito cardiaco entre os ratos jovens e ratos adultos

A onda “E” do fluxo mitral, que corresponde ao enchimento rapido do
ventriculo esquerdo mostra uma diferenga significativa entre os dois grupos somente

na fase inicial, ou seja, na comparacao dos ratos jovens com os adultos sem infarto
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do miocardio. Nas demais fases, correspondente aos periodos poés-infarto do

miocardio as médias sdo semelhantes (Grafico 3).

Nos ratos jovens observa-se uma diminuigdo gradual da velocidade
da onda E. Nos ratos adultos, essa onda ndo sofre grandes modificagdes com
discreto aumento com 60 dias do infarto, o que permite um cruzamento com a média
do rato jovem neste ponto. Somente neste periodo a média da velocidade da onda

“E” é maior nos ratos adultos, mas sem diferenca significativa (Grafico 3).

Comparacaoda Onda E: ratos jovens e
ratos adultos
1,000 | '| —T
'-'f'-. 05000—0 0. . !!!.
0,000 . !f'
30
0] 7 30 60
M jovem 0,794 0,732 0,703 0,674
madulto 0,671 0,700 0,659 0,771

Grafico 3 - Comparacéao da onda “E” do fluxo mitral entre os ratos jovens e os ratos
adultos.

A onda “A” do fluxo mitral mostra medidas semelhantes em ratos
nao infartados e no sétimo dia apds o infarto. Com 30 dias e 60 dias apds o infarto
existe uma diferenga significativa, com as médias de velocidade maiores nos ratos
jovens (Grafico 4).

Nos ratos jovens observa-se uma diminuicdo da média da
velocidade no sétimo dia, seguido de aumento importante no trigésimo dia, que se

mantém no sexagésimo dia. As médias da onda A comportam-se de maneira
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semelhante nos trés primeiros periodos, porém o aumento entre o sétimo e trigésimo
dia é menos acentuado, diferente do grupo jovem, ocorre uma a diminuicdo nessa

onda do trigésimo para o sexagésimo dia (Gréfico 4).

Comparacaoda Onda A: ratos jovens e
ratos adultos
0,450
0,400 <>
g’ggg ‘\\/’4.012 p=0.001
< 0:250 .\v/-\-__‘.-
E 0,200
0,150
0,100
0,050
0,000
0 7 30 60
—&—jovem 0,356 0,263 0,402 0,402
@ adulto 0,298 0,214 0,292 0,250

Grafico 4 - Comparacéo da onda “A” do fluxo mitral entre os ratos jovens e os ratos
adultos.

A relacao E/A do fluxo mitral mostra diferenca significativa somente
com 60 dias do infarto do miocardio. A relagdo € maior no grupo jovem nos dois
primeiros periodos, basal e sete dias, e nos dois Ultimos periodos ha uma inversao.
(Figura 5)

Com o infarto do miocardio, ha um aumento da relagao E/A no rato
jovem, seguido de uma diminui¢do acentuada com 30 e 60 dias. Estas modificacoes

ocorrem fundamentalmente em decorréncia das alteracdes na velocidade da onda A.
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No grupo adulto, observam-se mudangas no mesmo sentido que o grupo jovem até
o trigésimo dia, mas diferindo do grupo jovem ha aumento dessa relagdo no
sexagésimo dia. (Grafico 5)

Nos dois primeiros periodos, a relagdo E/A é maior nos ratos jovens

e apos 30 e 60 dias do infarto ha uma inverséo.

RelagdoE /A

4,500

4,000

3,500 — A —

3,000 i ~~—~——

2,500 p=0.005

2,000 \ Py

1,500 —

1,000

0,500

0,000 ! : :

0 7 30 60

—o—jovem 3,414 4,033 1,840 1,712
—m—adulto] 2,624 3,672 2,835 3,465

Grafico 5 - Comparacéo da relacéo e/a entre os ratos jovens e os ratos adultos

O tempo de desaceleracéo da onda E nao mostra diferenca entre os
grupos nas fases analisadas. Nos dois grupos observa-se uma leve diminuicao
dessa medida no sétimo dia, com aumento ou retorno para valores semelhantes aos

animais nao infartados (basal), ap6s 30 e 60 dias do infarto do miocardio (Grafico 6).
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Gréfico 6 - Comparacgao do tempo de desaceleragao da onda “E” entre os ratos
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6 DISCUSSAO

Os resultados mostram que existem diferengas significativas no
débito cardiaco e no Doppler do fluxo mitral entre os ratos jovens e os ratos adultos.
O grupo de ratos jovens com 60 dias de poés-infarto do miocardio mostra débito
cardiaco semelhante ao grupo basal, porém, nos ratos adultos, observa-se uma
diminuigdo no grupo final do experimento. A fungéo diastolica restritiva, presente no
sétimo dia apds o infarto do miocardio nos dois grupos, persiste com o0 mesmo
padrdao nos ratos adultos com 60 dias, mas nos ratos jovens o padrdao € de
normalidade neste periodo.

A interpretacao desses resultados merece algumas consideragdes
importantes em relacdo aos métodos.

Os exames selecionados para a andlise ndo puderam ser
homogeneizados. Isso significa que alguns ratos estdo presentes em mais de um
grupo do estudo; porém cada grupo é composto por animais diferentes, por isso a
amostra ser mista.

A andlise evolutiva nao foi possivel de ser realizada porque algumas
amostras sdo pareadas e outras totalmente independentes. A comparacao foi
realizada somente entre os ratos jovens e ratos adultos, em cada periodo do estudo
com amostras independentes.

Apesar de o ecocardiograma ser um exame pratico e de facil
execugdo, algumas dificuldades foram encontradas durante a coleta de dados.
Todas as observacdes e medidas foram feitas usando-se exames gravados em fitas
VHS, que, em geral, apresentam qualidade de imagem inferior ao exame em tempo

real. Mesmo com este problema, foram obtidas trés medidas para cada variavel e
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utilizadas a média na analise. Exames que n&o permitiram as trés medidas foram
descartados do estudo.

Para o calculo do débito cardiaco, utilizou-se a medida da via de
saida do ventriculo esquerdo no plano paraesternal longitudinal, que &
particularmente perfeito para célculo da area, por ser anatomicamente mais circular.
Com a imagem congelada em “zoom”, na mesossistole, faz-se a medida do diametro
da via de saida do ventriculo esquerdo. Com essa medida, multiplicado pela integral
da velocidade-tempo do fluxo aértico e frequéncia cardiaca calculou-se o débito
cardiaco. Pequenos erros de medida desse diametro, podem conduzir a um
importante viés de analise, pois esta medida esta potencializada ao quadrado na
férmula do débito cardiaco.

Sabe-se que o0s anestésicos, principalmente a associacdo da
quetamina com a xilazina, alteram o débito cardiaco. ¢" Ocorre uma reducdo em
decorréncia da diminuicdo da frequéncia cardiaca. ©?

Para realizacdo da ecocardiografia, todos os animais deste estudo
foram anestesiados com associagao desses medicamentos. Por isso pode-se inferir
que as medidas do débito cardiaco nao representam o valor real dos animais
conscientes, e que estas medidas sofreram modificacoes, pois as frequéncias
cardiacas mostram-se inferiores aos relatados na literatura. ¢

Assim como a interferéncia no débito cardiaco, essas medicacoes
alteram as medidas do fluxo mitral. Plante et al, em 2006, ao compararem um grupo
de ratos anestesiados com quetamina e xilazina e outro com isofluorane,
observaram que as medidas das ondas “E” e “A” e 0 tempo de desaceleracdo da

onda “E” eram significativamente menores no grupo anestesiado com quetamina e

xilazina. ¥ Apesar dessas observacdes, ndo houve grande alteracdo na medida da
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funcéo diastdlica, visto que a relacdo E/A e o didmetro do atrio esquerdo mostraram-
se semelhante nos dois grupos.

Mesmo conhecendo os efeitos dos anestésicos, o seu uso é
imprescindivel quando se pretende analisar o fluxo mitral, pois s6 com a diminuigdo
da frequéncia cardiaca podem-se analisar as duas ondas que se encontram
fusionadas em frequéncias cardiacas altas, que é caracteristico destes animais. Na
selecédo das ecocardiografias para elaboracédo deste estudo, este fator foi 0 que mais
excluiu exames da analise.

Devido a essa fusdo, a maioria dos exames de animais do grupo
controle ndo pbde ser selecionada para o estudo, e isso ndo permitiu um grupo
controle em todas as fases de analise.

Como todos os ratos receberam o mesmo tratamento, o anestésico
nao deve ter influenciado nos resultados, mas sabe-se que os valores obtidos neste
experimento ndo poderao ser comparados com estudos cujo tratamento dos animais
foi de maneira diferente. Nao foi possivel comparar os nossos dados com os da
literatura, pela inexisténcia de estudos de infarto agudo do miocardio em animais
jovens com esta idade.

No sétimo dias apds o infarto do miocardio observa-se que o débito
cardiaco esta diminuido e o padrao do fluxo mitral nos dois grupos é restritivo.
Varios fatores podem estar contribuindo para ocorréncia desta alteracdo neste
periodo.

O miocéardio é extremamente sensivel a baixa concentracdo de
oxigénio, portanto a oclusdo coronaria impede o fluxo sanguineo para determinada
regiao do musculo cardiaco e resulta em morte celular e perda de elementos

contrateis. Oclusdo com tempo de isquemia superior a 30 minutos ja pode
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determinar danos celulares irreversiveis. Os infartos apresentam uma area central
de necrose circundado por area hipoxica potencialmente viavel. A necrose
miocardica instala-se progressivamente da regido subendocardica para a
subepicardica. Tanto a area necrética como a area hipéxica ndo se contraem. ¢°

A intensidade e o tempo da isquemia transformou o metabolismo
aerébico em anaerobico, e a producao de fosfato altamente energético passa a ser
inferior as necessidades do miocardio. Devido a gravidade e a persisténcia da
isquemia, e na tentativa de sobrevivéncia, o0 musculo cardiaco direciona as reservas
energéticas restantes para manter a integridade celular.

As alteracdes morfoldgicas iniciais ocorrem entre 12 a 24 horas apés
o infarto. A eosinofilia € uma caracteristica do miocardio isquémico. Infiltrado de
neutrofilos aparece nos bordos da lesdo apds 24 horas. Entre 24 e 48 horas se
estabelece a necrose e nos bordos da leséo se intensifica o infiltrado de neutrolfilos.
Células inflamatodrias, inclusive mastocitos, induzem a cascata de quimiocinas e
suprimem adicional inflamacéao resultando em cicatrizacdo do tecido. Macroéfagos e
fibroblastos comecam a aparecer. Apdés uma semana, 0s neutrofilos vao sendo
substituidos por tecido de granulagdao. Os macréfagos removem tecido necrético e
na segunda semana ha quantidade evidente de fibroblastos que produzem
colagenos enquanto o tecido necrético continua sendo removido. Dependendo da
extensdo da area de necrose a cicatrizacao se completa em quatro a oito semanas
ou mais. ¢

Estudos experimentais com ratos e camundongos infartados

observaram a migracao de células imediatamente apds a injuria. Em um a dois dias
observa-se a presenca de neutréfilos nos bordos da regido infartada, macrofagos

por volta do quarto dia, enquanto linfécitos em sete a 14 dias. A intensa proliferacao
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de fibroblastos e deposi¢do de colageno aparece de sete a 14 dias e a cicatrizagcao
se completa em 21 a 28 dias.

Em torno de 72 horas apéds o infarto, o coracdo como um todo esta
em remodelacdo, tendo ocorrido dilatacdo ventricular com alteracdo da forma e
desencadeamento de hipertrofia das areas nao infartadas. Este periodo € definido
como fase precoce. Nos ratos, a hipertrofia ocorre em grau importante nos trés
primeiros dias e em humanos, acontece em 7 a 10 dias. “*”

Funcionalmente o infarto agudo do miocardio pode provocar reducéao
da contratilidade, movimento anormal da parede, diminuicdo da complacéncia
ventricular, reducao do volume sistélico, reducao da fragao de ejecao e elevacao da
pressao diastélica final do ventriculo esquerdo. ®® No ecocardograma, a espessura
da parede é normal, mas a movimentacado e o espessamento da parede durante a
sistole estdo reduzidos ou ausentes. #*"

A funcdo diastélica mostra-se anormal no infarto agudo do
miocardio. Em infartos extensos ha aumento da onda E em decorréncia do aumento
da presséo diastélica final do ventriculo esquerdo. “%

Portanto, a presenca de padrao restritivo do fluxo mitral nos dois
grupos com sete dias mostra que tanto os animais jovens como os adultos
apresentavam extenso infarto do miocardio, o que foi constatado pelo
ecocardiograma bidimensional. A fracdo de ejecédo era inferior a 40% em todos os
animais, pois foi o critério para a selecao da amostra, e o segmento ventricular
correspondente ao infarto mostrava diminuicdo importante da contratilidade local.

Apl6s esta fase inicial de piora do débito cardiaco e da funcéao
diastélica, observa-se uma discreta melhora nestes paradmetros com 30 dias nos

animais adultos, mas se verifica uma piora importante nos grupos analisados com 60
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dias. No rato jovem tanto o débito cardiaco como a fungéo diastolica mostram-se
melhor nos dois periodos subsequentes ao infarto.

Ap6s um infarto agudo do miocardio, uma série de respostas
compensatérias ocorre no ventriculo esquerdo com o objetivo de manter um
adequado débito cardiaco. Com a perda de tecido muscular, ocorre queda do
volume ejetado e aumento dos volumes sistolico e diastdlico finais, com aumento da
tensao diastélica e dilatacdo da cavidade ventricular. Pela acdo do mecanismo de
Frank-Starling, mais a estimulacao simpatica que aumenta a atividade inotrépica e
cronotropica, a fungdo bomba ventricular é mantida. A dilatagdo ventricular esta
associada a um mecanismo compensatério eficiente que restabelece o volume
sistolico.®

Provavelmente, o mecanismo de compensacado da insuficiéncia
cardiaca também se ativa devido a alteracdo significativa da funcao cardiaca
sistélica e diastélica, em decorréncia do extenso infarto do miocardio nestes animais.
Estes mecanismos inicialmente ajudam na melhora e na manutencdo do débito
cardiaco em um periodo inicial. ©

A piora subsequente do débito cardiaco e da fungao diastélica nos
ratos adultos ocorre em decorréncia da progressdo do remodelamento ventricular
que se torna deletério para o coragao.®

O processo de remodelagdo tem papel importante na disfuncao
ventricular que, ao longo do tempo, vai resultar em deterioracdo da capacidade
funcional do coracéo e, consequentemente no aparecimento de sinais e sintomas de
insuficiéncia cardiaca e (ou) morte.®

Paralelamente a necrose das miofibrilas acontece a desintegracao

do colageno interfibrilar. A perda do tecido de sustentacdo deixa a area mais
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suscetivel a deformidades. Pode ocorrer deslizamento de areas musculares
necréticas com realinhamento de midcitos na parede infartada, provocando o
afilamento da parede e dilatac&o ventricular.

Estudos em ratos infartados experimentalmente tém demonstrado
que a cavidade ventricular pode continuar aumentando com o tempo em funcao néao
s6 da regiao lesada, mas também da nao infartada, com isso o ventriculo assume
uma forma arredondada. O processo de dilatacdo ventricular pos- infarto é
influenciado pelo tamanho do infarto, pelo estresse da parede ventricular e o pelo
processo de cicatrizagao tecidual.%®

Na remodelacao ventricular ha um acumulo importante de colageno
nas areas viaveis do miocardio, tanto no ventriculo infartado como no contralateral.
O acumulo de colageno é maior na area adjacente do tecido necrético do que nas
mais distantes, e determina o aumento da rigidez da parede infartada.

Nas fases iniciais do infarto ha aumento do colageno tipo Ill que tem
menor resisténcia a deformidade, enquanto o tipo I, mais resistente, predomina em
coracoes normais. O colageno do tipo |, ao passar do tempo aumenta em relacado ao
tipo Ill. Em decorréncia da predominancia do colageno tipo Il inicialmente, ocorre
maior vulnerabilidade da cicatriz as forcas deformantes até que a parede infartada
adquira rigidez adequada.

Em animais com infartos inferiores a 20% as alteracdes
hemodinamicas ndo sao significativas, porém aqueles com grandes infartos
apresentam aumento da pressao diastélica final do ventriculo esquerdo. E, em seis
semanas, poés- infartos apresentam alteracdo contratil, perda da complacéncia
ventricular, hipertrofia dos midcitos e aumento das fibras colagenas no miocéardio

n&o infartado. ©®
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Gould et al. observaram que os animais com idade de 2 meses,
apresentaram maior area de infarto apds ligadura cirargica da artéria coronaria
esquerda, em comparacdo aos animais adultos com idade entre 10 e 12 meses.
Entretanto, na evolucdo, os animais jovens apresentaram menor taxa de
insuficiéncia cardiaca e menor mortalidade. “®

Wexler, BC. induziu insuficiéncia cardiaca por infusdo de
isoproterenol em ratos com 90 dias e em ratos com 15 meses. A area de infarto nos
dois grupos foi semelhante, porém na anatomia patologica, os autores encontraram
nos ratos mais jovens, maior e mais persistente infiltrado miocardico de células
leucocitarias. Os adultos exibiam persistente edema e infiltrado grumoso.®”

Anversa et al. produziram infarto do miocardio em ratos Wistar com
idade de 80 dias, considerados adultos jovens, e realizaram estudo anatomo-
patoldgico 40 dias apds o infarto. Observaram que somente por hipertrofia o coracao
seria incapaz de retornar a funcao adequada. Sugeriram que o coracao submetido a
grande estresse, pode desencadear regeneracdo celular como mecanismo de

(27)

compensagao. Em outros experimentos identificaram que os ratos jovens

apresentaram maior capacidade de replicacdo das células cardiacas em relacao aos
adultos. 89

Nao se encontraram trabalhos similares na literatura, que
explicassem a melhora do débito cardiaco e da funcao diastélica no grupo de ratos
jovens. O aumento do débito cardiaco guarda uma relacdo com a melhora do

funcionamento miocardico, haja a normalidade da funcao diastélica nos periodos

mais tardios do infarto do miocardio.
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7 CONCLUSOES

Ambos o0s grupos de ratos (jovens e adultos) apresentam
comprometimento da funcao cardiaca apés infarto do miocéardio, porém o grupo de
ratos jovens mostra recuperacdo, tanto do débito cardiaco quanto da funcéo
diastdlica.

e O DC em ratos jovens esta diminuida em relagcdo aos ratos
adultos apds sete dias do infarto do miocardio e a funcao
diastélica medida pelo fluxo mitral é estatisticamente diferente
com 60 dias.

e O débito cardiaco em ratos adultos diminui apos trinta dias do
infarto do miocardio, enquanto no rato jovem, observa-se melhora.

e A fungdo diastélica mostra-se restritiva apds sete dias do infarto
nos dois grupos, mas, na evolugcdo, o grupo de ratos jovens

mostra padrao ecocardiografico de normalidade.
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ANEXO 1

Tabela 1 — Distribuicado das médias das variaveis ecocardiograficas analisadas nos
ratos adultos e nos ratos jovens e a significancia da comparagdo entre os dois
grupos

RATOS JOVENS | RATOS ADULTOS

PERIODO 7y | MEDIA | D.P. | n | MEDIA | D.P.

BASAL 8 0298 0.022 9 0.337 0.033 0.012°

Diametro 7 16 0.289 0.024 17 0.361 0.027 <0.001°
da Aorta (cm) 30 11 0.293 0.015 16 0.365 0.033 <0.001°
60 9 0.303 0.008 7 0.343 0.032 0.014°
BASAL 8 220 37 9 211 39 0.658?
Frequéncia 7 16 228 38 17 245 33 0.1872
Cardiaca (bpm) 30 11 240 48 16 207 32 0.042%
60 9 228 49 7 188 23  0.152°
BASAL 8 0.054 0.018 9 0.060 0.010 0.431°
VTI 7 16 0.042 0.009 17 0.038 0.010 0.176%
Fluxo adrtico 30 11 0.052 0.010 16 0.049 0.011 0.548%
(m) 60 9 0.056 0.007 7 0.048 0.009 0.058%
BASAL 8 0868 0.440 9 1.166 0.480 0.204°
Débito cardiaco 7 16 0.631 0.200 17 0.938 0.252 0.001°
(I/m) 30 11 0.838 0.230 16 1.082 0.334 0.045%
60 9 0912 0.163 7 0.845 0.233 0.509%
BASAL 8 0.794 0.142 9 0.671 0.076 0.039°
Onda E 7 16 0.732 0.148 17 0.700 0.080 0.439%
Mitral (m/s) 30 11 0.703 0.082 16 0.659 0.134 0.338%
60 9 0.674 0.080 7 0771 0.134 0.092*
BASAL 8 035 0.215 9 0.298 0.106 0.478°
Onda A 7 16 0.263 0.148 17 0.214 0.071 0.589°
Mitral (m/s) 30 11 0.402 0.095 16 0.292 0.108 0.012%
60 9 0402 0.067 7 0.250 0.081 0.001?
BASAL 8 3414 2642 9 2624 1322 0.700°
E/A 7 16 4.033 2603 17 3.672 1.439 0.801°
30 11 1.840 0472 16 2.835 1.941 0.217°
60 9 1712 0.286 7 3.465 1.581 0.005°
Tempo de BASAL 8 0.053 0.011 9 0.051 0.012 0.790°
Desaceleragéao 7 16 0.047 0.012 17 0.043 0.008 0.206*
Onda E (ms) 30 11 0.054 0.006 16 0.055 0.012 0.980°
60 9 0.059 0.007 7 0.053 0.013 0.276%

— Teste t de Student para amostras independentes, p < 0,05
— Teste nao paramétrico de Mann-Whitney, p < 0,05
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