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RESUMO

Objetivo: Avaliacio do infarto do miocdrdio (IM), induzido por isquemia e reperfusio em camundongos, por meio de andlises eco-
cardiograficas, em equipamento especifico para pequenos roedores. Metodologia: Camundongos machos e fémeas C57BL/6 (oito
semanas), pesando entre 20 e 25g, foram submetidos & indugio do IM pelo protocolo isquemia e reperfusio (n=19), com um periodo
de isquemia de 90 minutos e comparados a animais nao infartados (n=10). Foram realizadas avaliacdes ecocardiogréficas, antes do
infarto e 8, 20 ¢ 60 dias ap6s a cirurgia com transdutor de alta resolugio (30 MHz) especifico para camundongos. Foram avaliados
os didmetros cavitdrios, fracio de encurtamento pelo modo unidimensional e tempo de relaxamento isovolumétrico pelo Doppler,
além da fracao de ejecio calculada pelo método de Simpson, pelo modo bidimensional. Resultados: J4 na primeira andlise, apds o
infarto do miocdrdio, ¢ possivel evidenciar a dilatacio do ventriculo esquerdo, em sistole (controle 2,10+0,43 mm versus infartado
2,83+0,46 mm, p< 0,001) e didstole (controle 3,26+0,33 mm versus infartado 3,83+0,48 mm, p < 0,01) e redugio da fracio de ejegao
pelo método de Simpson (controle 74,63+8,29 versus infartado 62,58+11,62, p<0,05). Além disso, foi observado redu¢ao do tempo
de relaxamento isovolumétrico (controle 26,61+6,41 vs infartado 20,94+2,65, p<0,05), compativel com disfun¢io diastélica. Con-
clusio: O uso do equipamento de alta resolugio, especifico para camundongos, permitiu a observagio de alteragoes, precocemente, ao
contrdrio das medidas feitas em aparelhos desenvolvidos para humanos e adaptados para pequenos roedores. A qualidade da imagem
reduz a margem de erro nas aferi¢coes, permitindo maior fidedignidade dos resultados.

Descritores: Ecocardiografia, Infarto do Miocdrdio, Camundongos

SUMMARY

Objective: Valuation of myocardial infarction induced by ischemia and reperfusion in mice using echocardiographic analyses
performed in specific equipment for small rodents. Methods: C57BL/6 male and female mice (8-12 weeks-old), 20 to 25g of weight,
were submitted to myocardial infarction using the ischemia and reperfusion protocol (n=19), with a period of 90 minutes of ischemia
and the infarcted animals were compared with non-infarcted animals (n=10). Echocardiography analyses were done before and at 8,
20, and 60 days after surgery using a high resolution transducer (30MHz, Vevo 770, Visual Sonics) specific for mice. We evaluated the
following parameters: cavitary diameter, shortening fraction by M-Mode and isovolumetric relaxing time by Echo Doppler. Ejection
fraction was also measured using Simpson method using the bidimensional mode. Results: It was possible to evidence a left ventricular
dilatation in systole (control 2.10£0.43 mm vs infarcted 2.83+0.46 mm, p< 0.001), diastole (control 3.26+0.33 mm vs infarcted
3.8320.48 mm, p < 0.01) and reduction of ejection fraction by Simpson method (control 74.63+8.29 vs infarcted 62.58+11.62,
p<0.05) in the first analysis after myocardial infarction. In addition, it was observed reduction of isovolumetric relaxing time (control
26.61+6.41 vs infarcted 20.94+2.65, p<0.05), which is compatible with diastolic dysfunction. Conclusion: The use of specific
high resolution equipment in mice allowed the observation of early alterations, unlike of the measurements done with equipments
developed for humans and adapted to small rodents. The quality of the image reduces possible mistakes of the measurements, giving
a more trusted result to the exam.
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Introducao

As doengas do aparelho circulatério sio a maior
causa de mortalidade no Brasil, segundo o banco
de dados do sistema tinico de satde (DATASUS),
sendo a principal responsdvel por internagoes a par-
tir da quinta década de vida. Dentre esses agravos,
o infarto agudo do miocirdio (IAM) responde por,
aproximadamente, 35 6bitos a cada 100.000 habi-
tantes'. Apesar do progresso considerdvel no enten-
dimento e tratamento das cardiopatias isquémicas,
a incidéncia, prevaléncia e impacto socioeconémico
continuam aumentando.

O conhecimento dos detalhes fisiopatolédgicos e
o desenvolvimento de novas terapias, que possam
reduzir a morbi-mortalidade das principais doencas
que afligem a sociedade, sao justificativas importan-
tes para o uso de modelos experimentais. Inimeras
sdo as patologias que jd foram reproduzidas em ani-
mais, entre elas, a esclerose mutlipla?, cirrose hepa-
tica®, glaucoma®, doen¢a de Chagas’, infarto agudo
do miocérdio® e insuficiéncia cardfaca’.

A indugio cirdrgica do infarto do miocdrdio em
roedores ¢ um modelo com resultados reprodutiveis
e precisos, quanto ao tempo e localizagio do evento
isquémico, e amplamente utilizado e indispensdvel
na pesquisa cardiovascular. O desenvolvimento de
camundongos transgénicos, que expressam protei-
nas fluorescentes ubiquamente ou sobre controle de
promotores especificos®, ou ainda que apresentam
manipulagao seletiva de genes™'’, tornam os ca-
mundongos, animais de escolha entre os modelos
experimentais de IM.

A principal desvantagem do uso de camundon-
gos como modelo experimental de IM ¢ o seu tama-

nholl—li

, 0 que exige uma grande habilidade cirdr-
gica para a indugao do infarto, especialmente, pelo
protocolo de isquemia e reperfusao (IR) e equipa-
mentos adequados para a andlise da fun¢io cardiaca
desses animais.

A ecocardiografia sempre foi importante ferra-
menta para os estudos pré-clinicos das cardiomio-
patias e os aparelhos hospitalares eram, inicialmen-
te, adaptados para o uso laboratorial'®'’, o que nem
sempre permitia a melhor andlise do desempenho
cardiaco de camundongos. Recentemente, novos
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ecocardiogramas, com transdutores de alta frequén-
cia e melhor resolu¢io de imagem, foram especial-
mente desenvolvidos para o uso em experimentagio
animal®®.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a fung¢io
cardiaca de animais infartados pelo protocolo de
IR, por meio da ecocardiografia de alta resolucao.

Materiais e métodos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisas Animais, do Centro de Ciéncias da Sad-
de, conforme Protocolo N° 026/2008, do Instituto
de Biofisica Carlos Chagas Filho.

Animais experimentais

Camundongos machos e fémeas C57BL/6 de
oito semanas, pesando entre 20 e 25g, fornecidos
pelo biotério do Programa de Bioengenharia e Bio-
tecnologia Animal, foram utilizados para experi-
mentos de indu¢io do IM.

Registro eletrocardiografico

Foram fixados dois eletrodos no tecido subcu-
tAneo dos animais, na linha axilar posterior, trés
dias antes da cirurgia. Isso possibilitou a andlise ele-
trocardiogrifica da derivagao convencional D1, de
forma continua, durante o procedimento cirtrgico.
Foram utilizados o aparelho BIO AMP da ADIns-
trument, calibrado para a velocidade de 50 mm/s e
voltagem de 20 mm = 1mV e o programa Chart,
versdo 5.0, para as andlises subsequentes.

Inducgao do infarto do miocardio

O animal, apds pesagem, foi anestesiado, uti-
lizando-se Cloridrato de Xilasina (Anasedan®), na
dose de 20mg/kg, e Cloridrato de Quetamina (Do-
palen®), na dose de 80 mg/kg, por via intraperito-
neal. Um pequeno acesso foi realizado 5Smm acima
da farcula esternal. Divulsionamos as estruturas,
anatomicas, de forma a visualizar-se a traqueia e a
cartilagem cricotiredide, o que permitiu a sua pun-
¢ao com um dispositivo de cateter sobre agulha ca-
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libre 24, mimetizando uma cricotireoideostomia e
possibilitando o acoplamento do animal a um ven-
tilador (Harvard Apparatus; Holliston, MA), previa-
mente ajustado (ar comprimido / fluxo de 0,2ml /
FR: 90 até 14irpm).

Ap6s a instalagio do suporte ventilatério, o aces-
so a cavidade tordcica foi realizado na regiao paraes-
ternal, na altura do 4° espago intercostal esquerdo,
com o auxilio de um bisturi (n°15). Divulsionamos
a musculatura tordcica (peitoral maior e menor), de
forma a visualizar o 4° e 5° espaco intercostal a es-
querda. Com auxilio de uma tesoura de ponta fina,
acessamos o espaco acima daquele em que melhor
observa-se o ictus cordis.

A ligadura foi feita a dois milimetros da auricu-
la esquerda, com fio 7-0 mononylon (prolene). O
protocolo de IR ¢ realizado mediante a instalacio
do ponto cirtrgico sobre um aparato de polietileno
(PE10), o que permite a remogdo da sutura apds
90 minutos de isquemia. O animal foi desmamado
do suporte ventilatério, gradualmente, mediante o
retorno dos reflexos de retirada. Durante o perio-
do de isquemia, o animal permaneceu em plano
anestésico, com o acesso respiratério e uma sutura
proviséria, feita para evitar exposi¢ao do coracao.
Terminado o periodo de isquemia, a sutura da pele
foi desfeita e a cavidade toricica exposta novamen-
te, tornando-a visual. Abaixo da ligadura, sobre o

Figura 1 - Equipamento especifico para pequenos roedores. O aparelho possui trans-
dutor de 30 MHz acoplado a alavanca reguldvel, cAmara de indugao de anestesia, mesa
com controle de temperatura e sensores para registro de ECG e frequéncia cardiaca.

aparato de polietileno, o miocdrdio apresentou-se
esbranquigado.

Com o auxilio de uma pin¢a e uma lamina de
bisturi, o ponto simples foi desfeito, permitindo a
reperfusdo do tecido. A sutura definitiva da pele foi
concluida e o animal retornou a gaiola, apés o retor-
no dos reflexos posturais.

Estudo ecocardiografico

Para a realizacdo do ecocardiograma (ECO), os
animais foram anestesiados por inala¢io, com iso-
flurano 1,5% (Ciristdlia), tricotomizados na regiao
tordcica anterior e fixados a uma plataforma aqueci-
da. Durante todo o protocolo, foram monitoradas a
frequéncia cardiaca, respiratdria e temperatura cor-
poral dos camundongos. Foi utilizado o aparelho
Vevo 770 (Visual Sonics, Toronto - Canadd), espe-
cifico para roedores. Para o presente estudo, foi em-
pregado um transdutor eletromecénico setorial de
30,0 MHz, para a obtengdo de imagens fundamen-
tais. Apés a tricotomia da parede tordcica anterior,
uma camada de gel (Carbogel) foi colocada sobre
o térax dos animais, servindo de interface entre o
transdutor e o térax do animal (Figura 1). Todas as
imagens foram adquiridas a uma profundidade de
6mm. O frame médio de aquisi¢ao foi de 70 a 100
por segundo.

A geometria cardiaca foi
analisada utilizando o modo
unidimensional (Modo-M),
para avaliar os seguintes pa-
rametros: diAmetro ventricu-
lar em sistole e didstole (em
mm), fragio de encurtamen-
to, tempo de relaxamento
isovolumétrico (TRIV) pelo
Doppler. A fragio de ejecao
foi avaliada pelo método de
Simpson, por meio do modo
bidimensional.

O TRIV foi empregado
por meio da imagem, em cin-
co cimaras, pegando o Do-
ppler da mitral, juntamente
com o Doppler da via de saida



da aorta. O cdlculo foi feito analisando-se o tempo
em milissegundos, do final do Doppler aértico até
o inicio do Doppler do fluxo mitral.

O mesmo operador realizou os exames de to-
dos os grupos nos mesmos dias, desconhecendo a
procedéncia dos animais, quanto aos grupos experi-
mentais a que pertenciam.

Analise estatistica

Os resultados sio mostrados sobre a forma de
média + desvio padrio. As andlises estatisticas fo-
ram feitas pelo teste de ANOVA de uma via com
p6s-teste de Bonferroni e os resultados foram consi-
derados significativos, quando p<0,05.

Figura 2 - ECG durante a cirurgia: A primeira altera¢io ob-
servada é o aparecimento da elevagio do segmento ST (tridn-
gulo) aos 10 minutos, que denota a presenca de isquemia.
Aos 45 minutos, surge a onda Q (seta), patognomoénica de
lesao irreversivel. 30 minutos apés o inicio da reperfusio
observamos apenas a onda Q patoldgica sem a presenca de
supra desnivelamento do segmento ST, j4 que o estimulo
isquémico foi abolido.
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Figura 3 - Didmetro ventricular em sistole e didstole. Deteccio da dilatagio da cavidade ven-
tricular foi possivel j4 aos oito dias apés o procedimento cirtirgico. * vs 0 p<0,05, ***vs 0 p<0,001,
**vs 0 p<0,01, *vs 0 p<0,05, ### vs 8 dias p<0,001, ## vs 8 dias p<0,01, F vs 20 dias p<0,05.
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Resultados

Durante a cirurgia os camundongos foram mo-
nitorados por eletrocardiograma (Figura 2). A inter-
rupgao abrupta do fluxo sanguineo gerou o supra-
desnivelamento do segmento ST, jd aos 10 minutos
de isquemia e, aos 45 minutos, surgiu uma onda
Q denotando o inicio da lesao tecidual irreversivel.
Apés a reperfusao miocdrdica, cessa o estimulo is-
quémico, determinando, assim, o retorno do seg-
mento ST i linha de base e, ao ECG, observa-se
apenas a presenca de uma onda negativa profunda
(Q patoldgica). Animais, que foram submetidos a
oclusio permanente da artéria descendente anterior
ou nio reperfundidos adequadamente, apresenta-
ram, além da onda Q, a manutengio do suprades-
nivelamento do segmento ST.

Analise ecocardiografica seriada

Os animais normais e falso-operados foram
acompanhados ao longo do estudo e nio foram
observadas, em nenhum momento, alteracoes sig-
nificativas em relagao as medidas de cavidade nos
dois grupos. A frequéncia cardiaca foi monitorada
ao longo de todo o exame, permanecendo em tor-
no de 350 a 400 batimentos por minuto.

A utilizagao de um equipamento especifico para
o uso laboratorial, em pequenos roedores, permi-
tiu a detecgao precoce das alteragdes estruturais
induzidas pela injiria isquémica. Ao final da pri-
meira semana (Figura 3), jd é possivel notar o au-
mento da cavidade ventricular em sistole (controle
2,10 + 0,43mm versus
8 dias 2,83 + 0,46mm,
p < 0,001) e, em dids-
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Figura 4: Representativos animais normais (A e B) vs infartados (C e D). observamos a
alteragao da conformacio ventricular, na qual os coragoes infartados apresentam dilatagio
da cavidade e conformagio globosa. Além disso, nota-se acinesia da parede anterior indicada

pela seta em D.

frequéncia cardiaca, elevada
nos camundongos, nao foi
possivel avaliar a relacio E/
A do fluxo transmitral.
Devido 2 maior sensi-
bilidade do aparelho, foi
possivel aferir a fracao de
ejecio pelo método de
Simpson (Figura 7), pela
obten¢ao de cortes trans-
versais em diferentes alturas

processo de remodelamento e acinesia da parede an-
terior (Figura 4), observou-se, ainda, a redu¢ao da
fragao de encurtamento (controle 35,86 + 8,64 vs
8 dias 26,92 + 7,78, p < 0,05; vs 20 dias 23,39 +
8,75, p < 0,01; vs 60 dias 19,96 + 5,56, p < 0,001),
avaliada pelo modo bidimensional, mantendo-se as-
sim ao longo do estudo. (Figura 5) Para avaliagio da
fungao diastdlica, foi realizada a medida do tempo
de relaxamento isovolumétrico. A deficiéncia diast4-
lica foi constatada pela redugao do TRIV (Figura 6),
presente logo na primeira avalia¢ao (controle 26,8
ms + 6,25 vs. 8 dias 21,7ms + 3,86 p < 0.001). Pela

Figura 5: Fra¢io de encurtamento. Medida feita pelo modo
m na altura dos musculos papilares. *** vesus day 0 p<0,001,
** versus day 0 p<0,01, *versus day 0 p<0,05.
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associados a um corte lon-
gitudinal. Por essa medida,
¢ possivel inferir, de forma
global, a disfun¢io cardiaca
progressiva desses animais,
desde o seu valor basal de
74,63 + 8,29% para 62,58

Figura 6: Tempo de relaxamento isovolumétrico. Avaliacio
da funcao diastdlica j4 alterada aos oito dias apds IM. **
versus 0 p<0.01, *versus 0 p<0.05.
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Figura 7: Fracio de ejecio pelo método de Simpson. Avalia-
¢ao mais fidedigna da disfuncio cardiaca progressiva e perma-
nente provocada pela injuria isquémica. *** versus 0 p<0,001,
** versus 0 p<0,01.
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+ 11,62% aos oito dias, (p < 0,01), 53,41 + 10,41%
aos 20 dias (p < 0,001 vs controle) e para 52,42
+ 10,41% aos 60 dias, apds o procedimento (p <
0,001 vs controle).

Discussao

A avaliac¢io da fungio cardiaca de camundon-
gos ¢ limitada pelo pequeno tamanho do coragio
e sua frequéncia de batimentos elevada. Transdu-
tores de frequéncia baixa, quando utilizados para
adquirir imagens em campo préximo, realizam
essa avaliagio de maneira deficiente’, impedindo
a apresentacio de sensibilidade suficiente para de-
tectar pequenas disfungoes.

O uso de camundongo para a induc¢io do in-
farto do miocdrdio apresenta grandes vantagens,
como a possibilidade de utilizagdo de diferentes
animais transgénicos, o que permite a melhor in-
vestigagdo dos mecanismos moleculares de lesao e
remodelamento cardiaco subsequente. Porém, sua
utilizagdo demanda grande habilidade cirtrgica e
a necessidade de equipamentos especificos para a
avaliagao cardiovascular.

Ecocardiogramas convencionais equipados com
transdutores de até 15 MHz, utilizados em hospi-
tais, foram adaptados para a avaliacdo da fungio
cardiaca em camundongos®. Apesar de extensa-
mente utilizados e provendo informagoes impor-
tantes, em outros modelos de doencas cardiacas,
tais equipamentos nao apresentam sensibilidade
suficiente para inferir a fun¢io cardiaca no modelo
de injuria por IR.

O modelo de infarto do miocardio, induzido
por IR, provoca disfungao ventricular dependente
do tempo ao qual o animal é submetido a restrigao
de aporte sanguineo®"**. Michael et al*® compara-
ram a disfun¢ao miocdrdica de diferentes periodos
de isquemia a oclusdo permanente da artéria des-
cendente anterior, por meio da andlise perimetria
da drea infartada do ventriculo esquerdo. A oclu-
sao tempordria de 30 e 60 minutos geraram lesoes
muito pequenas, possivelmente nio detectdveis ao
ecocardiograma. Entretanto, o insulto isquémico
de 120 minutos levou a uma lesio sem diferenca
estatistica, quando comparada a animais infartados
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pela oclusao permanente da artéria em questao.

Em vista disso, adotamos 90 minutos, como
protocolo de isquemia, com o intuito de gerar
leses evidencidveis ao ecocardiograma, sem pro-
vocar a mesma disfun¢ao cardiaca que a oclusio
permanente da artéria descendente anterior.

O ecocardiograma especifico para camundon-
gos foi, extremamente, Util para a caracterizagao do
modelo de infarto do miocdrdio induzido por IR.
Esse modelo mimetiza mais precisamente a situa-
¢ao clinica, na qual o paciente diagnosticado com
infarto ¢ submetido a alguma terapia de revascula-
rizagao. Apesar de extensamente utilizada, a oclu-
sao permanente da artéria corondria descendente
anterior ndo ¢ um modelo indicado para teste de
administragdo de células, moléculas ou drogas que
atuem diretamente na regido isquémica.

No modelo de isquemia, durante 90 minutos
seguidos de reperfusao, foi possivel detectar alte-
racoes precoces provocadas pela injaria, logo na
primeira semana ap6s o procedimento. Devido 2
alta sensibilidade do sistema, foi também possivel
avaliar a fracio de ejegio pelo método de Simpson.
Tal avaliagao permite inferir com mais seguranga a
fungao cardiaca global. Além disso, a evolugao do
remodelamento cardiaco pode ser acompanhada,
a0 longo dos dois meses de estudo.

Conclusao

O infarto do miocdrdio induzido por IR gerou
disfungao cardiaca progressiva, precocemente evi-
denciada pelo ecocardiograma de alta resolugio,
especifico para pequenos roedores. A dilata¢io da
cavidade ventricular, reducio da FE, FS e TRIV
representam critérios para a disfungao sistdlica e
diastélica. Tais pardmetros mostraram-se alterados
j4 na primeira avaliagao, oito dias ap6s a indugio
do infarto.
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