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A Hipertrofia Cardiaca Induzida por Sobrecarga de Pressao Varia de
Acordo com os Diferentes Tamanhos de Agulhas para Ligadura e os
Pesos Corporais em Ratos

Pressure Overload-induced Cardiac Hypertrophy Varies According to Different Ligation Needle Sizes and Body
Weights in Mice
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Resumo

Fundamentos: O modelo de hipertrofia cardiaca (HC) para ratos foi amplamente utilizado, proporcionando assim uma
base de pesquisa efetiva para a exploracao de HC.

Obijetivo: pesquisar os efeitos do modelamento de HC sob constricao da aorta abdominal (CAA) usando diferentes
agulhas e pesos em ratos.

Métodos: foram utilizadas quatro agulhas com diametros externos diferentes (0,35, 0,40, 0,45 e 0,50 mm) para CAA.
Foram selecionados 150 ratos C57BL / 6 machos de acordo com o peso corporal (PC) e divididos em 3 niveis de peso:
18 g, 22 g e 26g (n = 50 em cada grupo). Todos os niveis de peso foram divididos em 5 grupos: um grupo sham (n = 10)
e 4 grupos CAA usando 4 intensidades de ligadura (n = 10 por grupo). Apés a cirurgia, foram registradas as taxas de
sobrevivéncia, foi realizada ecocardiografia, os coracoes foram dissecados e utilizados para deteccao histoldgica, e os
dados foram analisados estatisticamente, p < 0,05 foi considerado estatisticamente significante.

Resultados: Todos os ratos morreram nos seguintes grupos de CAA: 18 g/0,35 mm, 22 g/0,35 mm, 26 g/0,35 mm, 22 g/0,40 mm
e 26 g/0,40 mm. Todos os ratos com CAA, aqueles ligados com uma agulha de 0,50 mm, e aqueles que sofreram operacao
sham sobreviveram. Ocorreram diferentes taxas de mortalidade nos seguintes grupos de CAA: 18 g/0,40 mm, 18 g/0,45 mm,
18 g/0,50 mm, 22 g/45 mm, 22 g/0,50 mm, 26 g/0,45 mm e 26 g/0,50 mm. As proporcdes de peso do coracao/peso corporal
(5,39 = 0,85, 6,41 = 0,68, 4,67 = 0,37, 5,22 = 0,42, 4,23 + 0,28, 5,41 £+ 0,14 e 4,02 + 0,13) aumentaram significativamente
em comparagao com os grupos sham para ratos com os mesmos niveis de peso.

Conclusao: uma agulha de 0,45mm levou a HC mais 6bvia do que as agulhas de 0,40 mm e 0,50mm e causou HC
extraordinaria em ratos de 18 g. (Arq Bras Cardiol. 2018; 110(6):568-576)

Palavras-chave: Cardiomegalia; Peso Corporal; Insuficiéncia Cardiaca; Agulhas/utilizacao; Ratos.

Abstract

Background: The cardiac hypertrophy (CH) model for mice has been widely used, thereby providing an effective research foundation for CH exploration.
Objective: To research the effects of CH modeling under abdominal aortic constriction (AAC) using different needles and weights in mice.

Methods: Four needles with different external diameters (0.35, 0.40, 0.45, and 0.50 mm) were used for AAC. 150 male C57BL/6 mice were
selected according to body weight (BW) and divided into 3 weight levels: 18 g, 22 g, and 26g (n = 50 in each group). All weight levels were
divided into 5 groups: a sham group (n = 10) and 4 AAC groups using 4 ligation intensities (n = 10 per group). After surgery, survival rates were
recorded, echocardiography was performed, hearts were dissected and used for histological detection, and data were statistically analyzed,
P<0.05 was considered statistically significant.

Results: All mice died in the following AAC groups: 18g/0.35 mm, 22 g/0.35 mm, 26 g/0.35 mm, 22 g/0.40 mm, and 26 g/0.40 mm.
All mice with AAC, those ligated with a 0.50-mm needle, and those that underwent sham operation survived. Different death rates occurred
in the following AAC groups: 18 g/0.40 mm, 18 g/0.45 mm, 18 g/0.50 mm, 22 g/45 mm, 22 g/0.50 mm, 26 g/0.45 mm, and 26 g/0.50 mm.
The heart weight/body weight ratios (5.39 + 0.85, 6.41 = 0.68, 4.67 = 0.37, 5.22 = 0.42, 4.23 = 0.28, 5.41 = 0.14, and 4.02 = 0.13) were
significantly increased compared with those of the sham groups for mice with the same weight levels.

Conclusion: A 0.45-mm needle led to more obvious CH than did 0.40-mm and 0.50-mm needles and caused extraordinary CH in 18-g mice.
(Arq Bras Cardiol. 2018; 110(6):568-576)
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Introducao

A hipertrofia cardfaca (HC) é uma alteragdo patoldgica
compensatéria que geralmente é induzida por sobrecarga
de pressao (SP), anormalidade neurohumoral e os efeitos das
citocinas. Caracteriza-se por hipertrofia de cardiomidcitos e
hiperplasia intersticial, e resulta em um coracido aumentado
e espessamento das paredes do coragdo. Clinicamente, a HC
esta envolvida no desenvolvimento de muitas doencas, como
doenca valvular, hipertensao, estenose arterial e hipertrofia
miocardica primdria. Se essas doengas se desenvolvem em
seu proprio ritmo, a fungdo cardiaca (FC) ird gradualmente
se descompensar, levando a insuficiéncia cardiaca (HF), que
reduz a qualidade de vida e aumenta a taxa de mortalidade.
Portanto, a HC é uma preocupacao generalizada e tem sido
explorada no nivel molecular pelos pesquisadores. Devido a alta
homologia gendmica entre ratos e seres humanos, um modelo
de HC estabelecido para ratos tem sido amplamente utilizado
em experiéncias com animais, proporcionando assim uma base
de pesquisa efetiva para a exploragao de HC.

Atualmente, a HC induzida por SP é uma maneira comum
de estabelecer o modelo. A constricdo da aorta abdominal
(CAA) é altamente recomendada pelos pesquisadores devido
a alta taxa de sucesso e a capacidade de realizar cirurgia sem
necessidade de toracotomia ou ventilacio. No entanto, os
efeitos de modelagem com diferentes intensidades de ligadura
para certos pesos corporais (PCs) ainda ndo foram relatados.
Portanto, utilizamos 3 ratos PC usados com frequéncia (18 g,
22 g e 26 g) e 4 diferentes tamanhos de agulha (0,35, 0,40,
0,45 e 0,50 mm) para estabelecer o modelo de HC para cada
nivel de peso para CAA, resumir as taxas de sobrevivéncia, e
avaliar os efeitos da HC.

Métodos

Grupos de animais e manipulacao

Cento e cinquenta ratos machos de tipo selvagem C57BL/6
foram obtidos do Shanghai SLAC Laboratory Animal Co. Ltd
(Xangai, China). Todos os animais foram tratados e atendidos
de acordo com o Guia para o Cuidado e Uso de Animais de
Laboratério (National Institutes of Health, Washington, DC,
1996). Os protocolos experimentais foram aprovados pelo
nosso Comité Institucional de Cuidados e Uso Animal da
Universidade de Zhejiang (Hangzhou, China). Os ratos foram
selecionados de acordo com pesos de aproximadamente 18 g
(intervalo 17,3-18,7 g), 22 g (intervalo, 20,8-23,0 g) e 26 g
(intervalo, 25,1-27,0 g) e foram divididos nos seguintes trés
niveis de peso: 18g (18,0 = 0,3 g; n =50),22g(22,0+0,6 g;
n = 50)e26g(26,1*0,5g n=50). Todos os niveis de
peso foram divididos usando um método de randomizagao
para criar um grupo sham (n = 10) e 4 grupos de CAA de
acordo com as intensidades de ligadura (0,35, 0,40, 0,45 e
0,50mm; n = 10 por grupo). Em relagdo ao PC, nao foram
encontradas diferencas significativas entre os 5 grupos para
cada nivel de peso (Tabela S1) e os PC pré-operatérios de
ratos que morreram e dos que sobreviveram nao foram
significativos (Tabela S2).

Os ratos foram anestesiados com 4% de hidrato de cloral
(0,7 ml/ 1 g de PC, injecdo intraperitoneal). Quando os ratos

nao responderam quando o dedo do pé foi comprimido, os
membros foram fixados na placa de operagao na posigao supina
e a pele foi preparada barbeando e desinfestando com édlcool.
Uma gaze estéril foi colocada no lado direito do abdémen e
uma incisdo medioventral foi criada cerca de 1,5 cm a partir
do xifoide. A pele foi fixada com um espalhador e as visceras
foram puxadas suavemente com um cotonete e colocadas na
gaze. Em seguida, a aorta abdominal foi isolada usando uma
técnica de disseccao sem corte com microforceps curvados no
microscépio. Uma sutura de seda de 6-0 foi enrolada e puxada
para trds em torno da aorta T mm acima da artéria mesentérica
superior. Uma agulha de acupuntura blunt de 2 mm (diametros
externos: 0,35 mm, 0,40 mm, 0,45 mm e 0,50 mm; Huatuo;
Suzhou Medical Appliance Factory, Suzhou, China; critério
ndmero GB2024-1994) foi entao colocada ao lado da aorta.
A sutura estava amarrada confortavelmente ao redor da
agulha e da aorta. A agulha foi removida imediatamente apds
a ligadura, as visceras foram substituidas, o peritoneu e a pele
foram suturados, e os ratos foram colocados para se recuperar.
A ligadura aértica foi omitida apenas para o grupo sham.
Apbs a cirurgia, as orelhas foram cortadas para diferenciar os
ratos. Em seguida, os ratos foram colocados em uma incubadora
a 30°C até que eles acordaram e foram devolvidos as suas
gaiolas. O estado de sobrevivéncia foi registrado diariamente.
Para observar o desenvolvimento fisico de ratos sob diferentes
condigoes, as diferengas de PC antes da cirurgia e na semana
8 pés-cirurgia foram calculadas como a mudanga no PC.

Imagem ecocardiografica

Apds as semanas pos-operatério 4 e 8, os ratos foram
pesados e anestesiados com 4% de hidrato de cloral e colocados
em uma almofada de aquecimento apés a preparacao da
pele. O ecocardiograma bidimensional transtoracico (2D)
foi realizado utilizando o sistema ecocardiogréfico ultra-som
GE Vivid E9 (General Electric Company, Fairfield, CT, EUA)
com a sonda GE 9L (transdutor de matriz linear de 8 MHz,
General Electric Company). As varreduras do eixo longo
paraesternal do modo M do ventriculo esquerdo no nivel das
cordas mitrais foram utilizadas para quantificar a espessura
do septo interventricular no final da diastole (ESId), espessura
do septo interventricular no final da sistole (ESIs), dimensao
interna do ventriculo esquerdo no final da diastole (DIVEd),
dimensao interna do ventriculo esquerdo no final da sistole
(DIVEs), espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo
no final da diastole (EPPVEd), espessura da parede posterior
do ventriculo esquerdo no final da sistole (EPPVEs), fragao de
ejecdo (FE) e encurtamento fraccionario (EF). Todos os ratos
foram testados usando os mesmos parametros.

Peso cardiaco, peso cardiaco/peso corporal e peso
cardiaco/comprimento tibial

Apbs a andlise ecocardiografica as 8 semanas apds a
cirurgia, os ratos foram sacrificados por deslocagdo cervical
e os coracoes foram dissecados. Entdo, os tecidos auriculares
e vasculares foram cortados cuidadosamente, deixando os
ventriculos. Os coragdes foram enxaguados com solugao
salina tamponada com fosfato (SSTF), drenados apertando
suavemente sobre papel absorvente, pesados, fotografados
sob luz natural e fixados em paraformaldeido a 4%.
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Os comprimentos tibiais (CTs, valor médio da tibia bilateral)
foram registrados. O peso cardiaco (PCo), PC e CT foram
medidos e a relacdo PCo/PC e a relagao PCo/CT foram
calculadas para avaliar a resposta hipertréfica a SP.

Exame histolégico do coracao

Coragoes extraidos foram fixados em paraformaldeido
a 4% por 24h e desidratados. Apés os procedimentos
histolégicos de rotina, os coragdes foram incorporados em
parafina e cortados em secoes de 4 p-m. As segdes foram
coradas com hematoxilina e eosina (HE) e picrosirius Red
(PSR). As segOes transversais cardiacas foram adquiridas em
vistas microscopicas 20x a partir de segbes HE e 5 espessuras
do ventriculo esquerdo em cada visao foram selecionadas
em amostragem sistemdtica e medidas usando Image-Pro
Plus 6.0 (Media Cybernetics, Inc., Rockville, MD, EUA).
Entdo, os valores médios foram calculados. As mudancas
morfoldgicas dos cardiomiécitos foram adquiridas em vistas
microscépicas 400 X a partir de se¢cées HE. Os depésitos
intersticiais e/ou perivasculares de colageno foram capturados
em vistas microscopicas 200 x sob luzes padrao. O colageno
foi corado com PSR, indicando fibrose. Pelo menos 6
visualizagbes foram selecionadas de forma cega, e cada
fotografia foi analisada para revelar a proporgao de colageno
vermelho para toda a area de tecido usando o Image-Pro Plus
6.0. Entao, os valores médios foram calculados.

Analise estatistica

O software estatistico SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
EUA) foi utilizado para todas as analises estatisticas. O teste
de Kolmogorov-Smirnov (K-S) foi utilizado para verificar a
normalidade das varidveis quantitativas conforme apropriado.
Os dados sao apresentados como média + desvio padrao
(DP). AANOVA unidirecional e os testes pés-hoc Tukey foram
utilizados para avaliar as diferengas entre os grupos. P < 0,05
foi considerado estatisticamente significante.

Resultados

CAA excessivo pode levar a morte

Monitoramos as mortes de ratos ap6s a cirurgia de acordo
com critérios de insuficiéncia cardiaca aguda (ICA). Os dados
(Tabela 1) mostraram que todos os 6bitos ocorreram dentro
de 5 dias, e uma alta incidéncia de 6bito ocorreu durante o
periodo inicial de 24 h pés-cirurgia.

Tabela 1 — Mortes de ratos apds a cirurgia

CAA aumenta as dimensoes cardiacas e reduz a
funcao cardiaca

A ecocardiografia foi realizada no final das semanas
pos-operatorias 4 e 8. Na semana 4 poés-operatério, os
dados (Tabela 2) mostraram uma tendéncia de aumento do
coragao para ratos com CAA, incluindo espessamento da
parede ventricular e um aumento na dilatacio da camara;
no entanto, as diferengas em FE e EF ndo foram significativas,
indicando que mudancas na estrutura do coracdo nao
tiveram um efeito pronunciado na funcao cardiaca nesse
momento. Na semana 8 pés-cirurgia, a tendéncia do
aumento do coracdo continuou; no entanto, os valores FE
e EF para os grupos CAA diminuiram significativamente.
Essa alteracdo na funcdo cardiaca da semana 4 a semana
8 foi consistente com a funcao sistélica, comecando a ser
marcadamente afetada na semana 4 ap6s a cirurgia de SP.

CAA aumenta o PCo, e as relacoes PCo/PC e PCo/CT

Geralmente, o aumento do PCo, e das relagbes PCo/PC
e PCo/CT sao os trés principais indicadores de HC.
Em nosso estudo, como é mostrado na Tabela 3, descobrimos
que o CAA aumentou significativamente o PCo e causou
uma relagdo PCo/PC e PCo/CT significativamente maior em
comparagao com os grupos shams para todos os niveis de
peso. Os valores PCo, PCo/PC e PCo/CT para os grupos CAA
0,45 mm foram significativamente maiores que os dos grupos
CAA 0,50 mm. Estes indices relacionados ao PCo para os
grupos de 18 g/0,45 mm foram significativamente maiores
mesmo que os dos grupos de 18 g/0,40 mm.

CAA leva a hipertrofia dos cardiomiocitos e aumenta os
depdsitos de colageno

Para os ratos submetidos a cirurgia CAA, os coragoes
demonstraram diferentes graus de aumento (FiguralA),
aumento dos miusculos papilares e espessamento das
paredes ventriculares (Figura 1B). O espessamento da
parede aumentou significativamente em comparagdo com
o do grupo sham (Tabela 4). Os grupos shams apresentaram
arquitetura normal dos cardiomidcitos em comparagdo com
os grupos CAA. Foram observadas mudancas patolégicas,
incluindo cardiomiécitos e cardiomiécitos aumentados,
desordenados e eosinofilicos, ricos em citoplasma e
nlcleos traquicromaticos e pantomérficos em cada um dos
grupos CAA (Figura1C). Depésitos dispersos de coldgeno
nos espacos intersticial e perivasculares foram observados
nos grupos shams. Em comparacdo, em alguns grupos

Agulhas (mm) para 18 g

Agulhas (mm) para22 g

Agulhas (mm) para 26 g

0,35 0,40 0,45 0,35 0,40 0,45 0,35 0,40 0,45
0-24 h 10 4 1 10 7 1 10 8 3
24h-3d 0 0 0 0 2 0 0 1 2
3d-5d 0 0 1 0 1 2 0 1 1

Néo houve mortes de ratos no grupo CAA 0.50-mm ou no grupo sham. As mortes foram registradas durante 3 periodos (0-24h, 24h-3d e 3-5 d); 54 mortes ocorreram

dentro de 0-24h apés a cirurgia. O nimero total de obitos foi de 65.
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Tabela 2 — Resultados ecocardiograficos de ratos de 18 g,22ge 26 g

18 /0,40 mm 18 /0,45 mm 18 g/0,50 mm 18 g/Sham 22 g/0,45 mm 22 g/0,50 mm 22 g/Sham 26 g/0,4 5mm 26 g/0,50 mm 26 g/Sham
(n=6) (n=8) (n=10) (n=10) (n=7) (n=10) (n=10) (n=4) (n=10) (n=10)

Semana 4
ESId 0,92 +0,05* 0,96 + 0,05 0,86 + 0,05 0,81+0,04 0,82+ 0,06 0,83+0,04 0,78 +0,04 0,84 +0,03 0,80 + 0,04 0,80 +0,04
ESls 1,12+0,05 1,24 +£0,15* 1,08 0,10 1,05 0,04 1,06 +0,07* 1,00 + 0,04 0,98 +0,03 1,15+0,08 1,11+£0,07 1,08 + 0,08
DIVEd 3,21+0,31 3,33+0,26 3,00+0,16 3,08+0,28 3,04 +£0,20 3,01+0,17 3,00+0,19 340+0,11* 3,11£0,15 2,96 £0,22
DIVEs 2,13+0,26 2,37 £0,26* 2,03+0,11 2,09+£0,21 1,92+0,13 1,98 + 0,14 2,07+0,18 2,24 +£0,18* 2,02+0,13 1,93 0,14
EPPVEd 0,94 +0,04* 1,01 £ 0,08 0,87 £0,04 0,81+0,09 0,85 + 0,04 0,87 + 0,05 0,81+0,07 0,90 + 0,06 0,89 0,05 0,87 £ 0,06
EPPVEs 1,13 +£0,06 1,24 +0,06* 1,08 0,09 1,04 £0,03 1,04 £0,04 1,00 £ 0,07 1,04 0,10 1,27 £0,04* 112+0,07 1,10 £ 0,05
FE % 70,7+38 66,0 +3,9 679+35 68,5+2,6 72145 68,3 +3,7 70,6 +3,6 70,5+54 712+3/1 73147
EF % 345+24 312+2,1 345+23 343+24 369+23 357+3,0 367+28 36,3+2,6 375+23 36,632
Semana 8
ESId 0,93 +0,08* 0,97 0,05 0,88+ 0,04 0,83+0,07 0,99 + 0,06* 0,91+0,02 0,84 0,07 0,93+ 0,08 0,91+ 0,06 0,85+ 0,06
ESls 1,18+0,20 1,33 £0,14* 1,15+ 0,07 1,10+0,10 1,26 £0,07* 1,16 £ 0,10* 1,04 £ 0,08 1,19+0,10 1,17 +£0,11 1,14 £ 0,07
DIVEd 3,34+0,24 412 +0,34" 3,30+ 0,41 3,14+£0,15 3,26 +0,13 3,15+£0,13 323+0,15 3,50 £0,12* 3,29+0,16 320£0,15
DIVEs 2,13+0,11 3,02+0,27* 2,21+0,40 1,94 £0,18 2,25+0,11 2,11+0,14 2,19+0,12 2,50 +0,15* 2,33+0,26 2,14+0,15
EPPVEd 0,96 +0,08* 1,03 £0,08* 0,93 +0,04* 0,84 +0,08 0,99 +0,05* 0,96 +0,04* 0,90 + 0,06 1,02 £0,07* 0,96 + 0,04* 0,90 +0,04
EPPVEs 1,23 + 0,08 1,35 +0,13* 1,20 £ 0,07 1,07 £0,07 1,22 +0,06* 1,14 £ 0,07 1,07 £0,08 1,30 £ 0,08* 1,13 £ 0,05* 1,04 £ 0,06
FE % 64,7 +4,6* 60,9 +2,4* 67,6 +4,7* 755+55 63,3 £ 3,0 67,7 +3,3* 742+32 62,8 +2,6* 67,5+5,3* 731+29
EF % 33,2+3,0* 294+£19* 358 +43" 410+55 329+16* 355+ 2,4 40,8 +3,1 31,0+32* 32,7+£38" 369+25

ESld: espessura do septo interventricular no final da diéstole; ESIs: espessura do septo interventricular no final da sistole; DIVEd: dimenséo interna do ventriculo esquerdo no final da diastole; DIVEs: dimenséo interna do
ventriculo esquerdo no final da sistole; EPPVEd: espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo no final da diastole; EPPVES: espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo no final da sistole; FE, fragéo de ejegéo;
EF, encurtamento fracionario. As dimensdes cardiacas (incluindo ESId, ESIs, DIVEd, DIVEs, EPPVEd e EPPVEs) (mm) e os indices funcionais (incluindo FE e EF) modificaram-se por meio de ecocardiografia. Os dados foram
analisados estatisticamente e apresentados como a média + DP. Na semana 4, as dimensées cardiacas para os grupos CAA aumentaram significativamente em comparagdo com os grupos shams (*p < 0,05); na semana 8, mais
dimensoes cardiacas aumentaram significativamente, e os valores de FE e EF para os grupos CAA diminuiram significativamente comparativamente aos dos grupos shams para 3 niveis de peso (* p < 0,05).

Tabela 3 - indices relacionados ao peso cardiaco de ratos de 18 g, 22 ge 26 g

189/0,40 mm 18 g/0,45 mm 18 /0,50 mm 18 g/Sham 22 9/0,45mm 22 g/0,50 mm 22 g/Sham 26 g/0,45mm 26 g/0,50 mm 26 g/Sham
(n=6) (n=8) (n=10) (n=10) (n=7) (n=10) (n=10) (n=4) (n=10) (n=10)
PCo 136,5 + 22,3* 170,0 £ 21,4* 124,0 £ 9,9 103,5+7,0 1371 £7,4% 115,5+7,6* 1043+74 153,5 + 4,8** 14,3 +5,1* 103,2+5,6
PCo/PC 5,39 £0,85* 6,41 +0,68 4,67 +0,37* 3,86+0,18 522 +0,42* 4,23 £0,28* 3,62+ 0,26 541+0,14* 4,02+0,13* 3,59+0,16
PCo/CT 63,8 + 10,3 744 £93" 57,6 +4,6* 47,8+ 3,6 59,6 +3,3** 54,2 +£3,8* 483 +3,9 656 + 1,3** 49,2 + 2,6 441+28

PCo: peso do coragdo; PC: peso corporal; CT: comprimento tibial. PCo (mg), PCo/PC (mg/g) e PCo/CT (mg/cm) foram medidos e calculados a partir de CAA e grupos shams de 3 niveis de PC. Os dados sdo apresentados como
a média + DP. * Comparados com o grupo sham no mesmo nivel PC, os indices relacionados ao peso cardiaco dos grupos CAA aumentaram significativamente (p < 0,05). ** Comparados com os grupos restantes no mesmo nivel
de PC, os indices relacionados ao peso do coragdo do grupo CAA 0.45-mm aumentaram significativamente (p < 0,05).
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Tabela 4 — Espessura do ventriculo esquerdo (mm) com base no peso e tamanho da agulha

Peso 0,40 mm 0,45 mm 0,50 mm Sham

189 1,81+ 0,30 1,86 £0,17* 1,59 £ 0,09* 1,27 £0,07
229 1,69 £ 0,24* 1,55 +0,19* 1,22 £ 0,14
269 1,82 £ 0,30 1,59 £0,22* 1,34 £ 0,07

Os dados sdo apresentados como a média + DP (n = 5). * P < 0,05 representa uma diferenga significativa entre a constrido da aorta abdominal (CAA) e os grupos shams.
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Figura 1 - Hipertrofia de cardiomiécitos e depositos de colédgeno no exame histolégico. (A) Corpos grossos sob luz natural. (B) Vistas 20 x microscdpicas das se¢des
HE. (C) Vistas microscdpicas de 400 x das segbes HE. (D) Exibicbes microscopicas representativas de 200 x sob luzes padrdo de segdes PSR no espaco intersticial.
(E) Exibigdes microscopicas representativas de 200 x sob luzes padréo de segdes PSR no espago perivascular. A fibrose é apresentada como vermelha nas se¢des do PSR.

CAA, uma maior quantidade e uma maior amplitude de
depésitos vermelhos foram observados no espaco intersticial
(Figura 1D) e observou-se coldgeno espessado no espago
perivascular, especialmente na parede vascular externa
(FiguralE). A andlise estatistica indicou que o grupo CAA
apresentou uma drea de colageno significativamente maior
do que o grupo sham (Tabela 5). Estes resultados implicam
que CAA é capaz de induzir HC induzida por SP e fibrose.

CAA pode restringir o desenvolvimento fisico

A analise mostrou que com CAA 0.45mm, o PC aumentou
significativamente em ratos de 18 g em relagdo aos ratos
de 22 g e 26 g (Tabela 6), indicando que os grupos de 18 g
tinham maior potencial de desenvolvimento. Nos grupos
de ratos de 18 g, os dados mostraram que o valor de
18 g/0,40 mm foi significativamente menor que o dos grupos
18 g/0,45 mm e 18 g/sham, e que ndo houve diferengas
significativas entre os 18 g/0,45 mm e 18 g/grupos sham
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(Tabela 7), indicando que o grupo 18 g/0,45 mm teve
desenvolvimento fisico quase normal. O desenvolvimento
do grupo 18 g/0,40 mm foi limitado.

Discussao

Neste estudo, realizamos CAA de acordo com 4
intensidades de ligadura diferentes para ratos de 3 diferentes
niveis de peso para avaliar as taxas de sobrevivéncia de ratos
com HC induzida por SP sob diferentes condigoes. Este é o
primeiro estudo que mostra que existem diversidades de HC
existem entre grupos sob ligaduras e PC diferentes.

CAA é amplamente utilizada na modelagem de HC
induzida por SP em ratos. A ligadura da agulha é usualmente
utilizada e a eficiéncia da modelagem é altamente dependente
da intensidade da ligadura. No entanto, a constrigao excessiva
levara a morte,' e os achados da nossa pesquisa (Tabela 1)
demonstraram esse ponto. Neste estudo, uma agulha de
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Tabela 5 - Percentagem do depdsito de colageno no ventriculo esquerdo com base no peso e tamanho da agulha

Peso 0,40 mm 0,45 mm 0,50 mm Sham

189 58122 8913 51+1,3" 2610
229 52+ 16" 49+15* 25+09
269 6,1+1,0% 53+1,8" 31+08

Os dados séo apresentados como a média + DP (n= 6). * p < 0,05 representa uma diferenga significativa entre a constrigdo da aorta abdominal (CAA) e os grupos shams.

0,35 mm causou a morte de todos os ratos nos trés niveis
de peso e a agulha de 0,40 mm causou a morte de todos os
ratos nos grupos de 22 g e 26 g. Ao contrario, todos os ratos
com CAA submetidos a cirurgia com uma agulha de 0,50 mm
ou operagao sham sobreviveram. Os ratos nos outros grupos
apresentaram taxas de mortalidade diferentes. Em relagdo
a selecao de agulhas para os intervalos PC deste estudo,
uma agulha menor que 0,35 mm de diametro causou maior
constricio e morte. No entanto, uma agulha com mais de
0,50 mm de didmetro nado alterou a taxa de sobrevivéncia,
mas reduziu a eficiéncia de HC devido ao SP reduzido por
uma constricao mais fraca. E por isso que escolhemos agulhas
entre 0,35 mm e 0,50 mm.

A morte pode ocorrer apés a CAA. Indubitavelmente, a CAA
aumenta a pés-carga cardiaca. Para lidar com a biodindmica
adicional, o coragao exerce uma série de mudancas adaptativas,
incluindo ativacao e hipertrofia de cardiomidcitos e hiperplasia
da matriz extracelular.? Este mecanismo compensatério mantém
o débito cardiaco (DC) efetivo por um periodo de tempo,
mantendo a sobrevivéncia do organismo; é também a base
para o estabelecimento do modelo HC. No entanto, quando a
p6s-carga stbita estd fora do rango do ajuste de cardiomidcitos,
a corrente sanguinea serd limitada e causard constrigao,
resultando em ICA. A ICA é tipicamente caracterizada por
mudangas rapidas nos sintomas de insuficiéncia cardiaca (IC).?
Sato et al.,* consideraram a incidéncia de morte dentro de 5 dias
como um critério de avaliacao de ICA. ICA poderia melhorar
moderadamente ou notavelmente no segundo dia, se for
efetivamente controlada. A ICA leva a alta pressao ventricular
e aalta pressao ventricular leva a alta pressao arterial pulmonar,
levando a congestdao pulmonar, que é uma das causas de
morte ap6s CAA.® Liao et al.,® sugeriram que o pneumoedema
cardiogénico € a principal causa de morte pds-operatéria para
ratos SP. Além disso, a arritmia pode ocorrer como parte das
mudangas eletrofisiologicas,” e os sarcomeros de cardiomidcitos
podem ser desordenados durante as mudancas patoldgicas.®
Estas sdo todas ameacas graves para a taxa de sobrevivéncia apés
a CAA. Nosso registro de tempos de morte de ratos (Tabela 1)
mostrou o fendmeno de todas as mortes ocorrendo dentro de
5 dias. Uma alta incidéncia de morte ocorreu durante as 24h
iniciais, o que esta de acordo com os critérios de ICA acima
mencionados. Além disso, ha uma correlacao positiva entre
DC e PC; °'° portanto, em comparacao com os ratos de baixo
peso, ratos de alto peso requerem mais DC e terdo pds-carga
cardiaca mais aumentada do que os ratos de baixo peso com
a mesma constricdo adrtica. Os resultados do estudo atual
(Tabela 1) indicam que os ratos de maior peso apresentaram
menor tolerancia para CAA, o que se reflete nas taxas de
mortalidade. Em relacdo aos ratos com CAA submetidos a

ligadura com uma agulha de 0,40 mm, todos os ratos nos
grupos de 22 g e 26 g morreram. Entretanto, 6 dos 10 ratos
sobreviveram no grupo de 18 g.

O diagnéstico de HC geralmente depende de mudangas
na fungao cardfaca e na morfologia."" A ecocardiografia
pode ser realizada in vitro de forma nao invasiva durante a
primeira avaliagio de HC, e é especialmente utilizada para
monitorar mudancas na fun¢ao cardiaca.'? Realizamos exames
ecocardiograficos de ratos no final da semana 4 e da semana
8 pos-cirurgia. Os dados (dados da semana 4 na Tabela 2)
mostraram que, no final da semana 4, surgiram fendmenos
de paredes ventriculares espessadas, camaras ventriculares
aumentadas e diminuigao das fungoes cardiacas em cada grupo
CAA em comparagao com os grupos shams, e essa diversidade
era consistente com as mudancas cardfacas caracteristicas
que ocorrem com a sobrecarga de pressao cronica.''
Essas tendéncias se tornaram mais pronunciadas no final da
semana 8 (dados da semana 8 na Tabela 2), quando FE e EF,
que representam a fungdo cardiaca, foram significativamente
menores em comparagao com os grupos shams. A HC também
aumentou o PCo. No nosso estudo, o PCo, as relagoes
PCo/PC e PCo/CT para os grupos CAA foram significativamente
aumentados (Tabela 3). O remodelamento cardiaco é a
alteracao patoldgica mais tipica de HC, incluindo hipertrofia
de cardiomidcitos e aumento da matriz extracelular.
Nossos resultados histol6gicos mostraram diametros externos
aumentados e espessura ventricular em coragoes totais e segoes
transversais sob CAA (Figuras 1A e B). A coloragdo dos grupos
CAA mostrou a patologia hipertréfica dos cardiomidcitos e
dos nicleos (Figura 1C). A coloragdo com PSR dos grupos
CAA mostrou depdsitos extensos de coldgeno (Figura 1D),
particularmente no espago perivascular (Figura 1E). A analise
estatistica mostrou que a espessura do ventriculo esquerdo
(Tabela 4) e a porcentagem de depdsito de coldgeno (Tabela 5)
foram significativamente aumentadas nos grupos CAA em
comparagao com o grupo sham. Em relacao a formagao de
colageno, Kuwahara et al.’® indicaram que os fibroblastos
cardiacos sdo ativados no dia 3 apds SP e que os tecidos fibrosos
neoformativos afetam principalmente a funcao diastélica
em vez da funcao sistélica durante as 4 semanas iniciais.
Em seguida, a fibrose miocardica excessiva esta implicada
na disfuncao sistélica devido a sua tragdo mais intensa e a
funcdo cardiaca comega a se deteriorar significativamente.
Quanto aos valores FE e EF para os grupos CAA (Tabela 2), as
tendéncias descendentes da semana 4 para semana 8 estdo
em conformidade com essa teoria.

Escolher a agulha apropriada é fundamental para
estabelecer o modelo HC. Com base nesses resultados,
descobrimos que todos os ratos com CAA morreram quando
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Tabela 6 — Mudangas de peso corporal com CAA sob agulha de 0,45 mm

18 g/0,45 mm (n = 8)

22 g/0,45mm (n=7) 26 g/0,45 mm (n =4)

Mudanga no PC (g) 84+0,8"

4408 2403

PC: peso corporal; CAA: constrigdo da aorta abdominal. Os dados sdo apresentados como média + DP. * P < 0,05 representa uma diferenca significativa entre os

grupos 18 g/0,45 mm e 22 9/0,45 mm e 26 g/0,45 mm.

Tabela 7 - Peso corporal e mudangas no PC em ratos de 18 g

18 g/0,40 mm (n = 6)

18 g/0,45 mm (n = 8)

18 /0,50 mm (n = 10) 18 g/Sham (n = 10)

PC antes da cirurgia (g) 18,1+04 18,1+0,3 18,0104 17904
PC na semana 8 (g) 25,3+0,4* 265+0,9 26,608 26,8+0,9
Mudanga PC (g) 7,2+0,6 84+08 8606 88+09

PC: peso corporal. Mudangas no PC de ratos de 18 g antes e apés a cirurgia para 8 semanas. Os dados sédo apresentados como a média + DP. * P < 0,05 representa
uma diferenga significativa entre o grupo 18 g/0,40 mm e os grupos restantes apos a cirurgia.

uma agulha de 0,35 mm foi usada para ligadura para todos
0s 3 niveis de peso e quando uma agulha de 0,40 mm foi
usada para ligadura nos grupos de 22 g e 26 g; portanto,
esses 5 grupos de emparelhamentos de agulhas-peso
eram claramente inadequados para seu uso. O grupo de
18 g/0,40 mm apresentou HC 6bvia comparado com o grupo
sham e sua taxa de sobrevivéncia foi aceitavel (6 em 10).
No entanto, ainda deve ser excluido porque o grupo
18 g/0,45 mm apresentou HC mais 6bvia e maiores taxas de
sobrevivéncia (8 em cada 10) (Tabela 1, Tabela 3). As agulhas
de 0,45 mm e 0,50 mm estdo disponiveis para todos os 3 niveis
de peso, mas ambas podem resultar em hipertrofia miocardica
definitiva. No entanto, os valores do PCo e das relacoes PCo/PC e
PCo/CT para os ratos CAA ao usar a agulha de 0,45 mm foram
significativamente maiores do que aqueles quando se usa
uma agulha de 0.50mm para cada nivel de peso (Tabela 3).
Portanto, para todos os 3 niveis de peso do nosso estudo, um
modelo de HC pode ser estabelecido usando uma agulha
de 0,50mm e a taxa de sobrevivéncia dos ratos nio serd
ameagada. No entanto, uma agulha de 0,45 mm leva a um
modelo de HC mais eficaz e de maior mortalidade do que a
agulha de 0,50 mm.

Normalmente, com o modelo HC induzido por SP,
as agulhas mais finas criam estenose aértica mais severa
e conduzem a HC mais pronunciada e vice-versa. No
entanto, observamos um fendmeno interessante: o nivel
de HC do grupo 18 g/0,45 mm foi anormalmente maior
do que o grupo 18 g/0,40 mm (ratos de 18 g na Tabela 3).
Quanto a andlise dos dados de PC com CAA (Tabela 6), as
mudangas no PC em ratos de 18 g durante as semanas 0 a
8 foram significativamente maiores do que as dos ratos de
22 g e 26 g, indicando que os ratinhos de 18 g tém maior
potencial de desenvolvimento fisico apds a cirurgia e que o
desenvolvimento fisico é frequentemente acompanhado de
desenvolvimento de érgaos."” Portanto, o coragao de ratos
de 18 g também possui maior potencial de desenvolvimento.
Para o mesmo nivel de peso, a mudanga de PC no grupo
18 g/0,45 mm durante as semanas 0 a 8 foi significativamente
maior que a do grupo 18 g/0,40 mm (mudanca de PC na
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Tabela 7). Como foi mencionado, o PC esta positivamente
relacionado ao DC; portanto, talvez a ligadura maior tenha
limitado o DC no grupo 18 g/0,40 mm, que também limitou
o desenvolvimento fisico e o desenvolvimento de 6rgaos,
incluindo o desenvolvimento do coracao. No final da
semana 8, ndo houve diferenca significativa no PC para o
grupo 18 g/0,45 mm e o 18g/grupo sham; ambos tiveram PC
significativamente maior do que o grupo 18 g/0,40 mm (PC
na semana 8 na Tabela 7). A agulha de 0,45 mm nao tinha
limites 6bvios em ratos de 18 g, mas a vantagem de PC para
o grupo de 18 g/0,45 mm em comparagao com o grupo de
18 g/0,40 mm depende de maior DC e requer mais miocardio
hipertréfico para suporte. Assim, para estabelecer modelos de
HC para CAA em ratos com potencial de desenvolvimento,
como ratos de 18 g, pode haver uma regiao de intensidade
de ligadura especial que pode causar HC mais 6bvia do que
as duas regioes adjacentes. No entanto, esse fendmeno deve
incluir maltiplos fatores e merece maiores estudos.

Conclusao

Estabelecemos modelos de HC usando 4 tamanhos de
agulha de ligadura e 3 pesos para ratos. Os dados mostraram
que ambas as agulhas de 0,45 mm e 0.50mm levam a HC.
No entanto, a agulha de 0,45 mm traz um modelo mais efetivo
e provoca HC ébvia em ratos de 18 g.
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Materiais Suplementares

Tabela S1 - Peso corporal dos ratos antes da cirurgia

Peso 0,35 mm 0,40 mm 0,45 mm 0,50 mm Sham

189 18,0+ 04 18,0+0,3 18,1£0,3 18,0+04 179+04
229 221+04 22,0+0,6 219+0,6 222+0,7 221+06
269 26,0+0,7 26,1+05 26,0+0,5 259+0,3 263+05

Néo foram encontradas diferengas significativas entre os 5 grupos de acordo com as comparagbes em pares de cada nivel de peso (p > 0,05); portanto, o peso
corporal pode ser considerado um indice para o mesmo nivel de peso. Os dados séo apresentados como a média + DP (g) (n = 10). Os pesos corporais néo diferiram
significativamente um do outro (p > 0,05).

Tabela S2 - Pesos corporais dos ratos antes da constrigao adrtica abdominal

Peso Sobrevivéncia Morte

189 18,1£0,3 (n=24) 18,0+ 0,3 (n=16)
229 221+0,7(n=17) 22,0+0,5(n=23)
269 259+04(n=14) 26,1+0,6 (n=26)

Os dados retrospectivos mostraram que a diferenca entre o peso na morte e sobrevida néo era significante para cada nivel de peso (p > 0,05), indicando que as
diferencas de peso individuais para 0 mesmo nivel de peso néo influenciavam a morte pds-operatoria. Os dados séo apresentados como média + DP (g).
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