Relacao entre a Esfericidade, a Funcao Ventricular e o Tamanho do
Infarto em Ratos

Association between Sphericity, Ventricular Function and Size of the Infarction in Rats

Marcos F. Minicucci, Paula S. Azevedo, Beatriz B. Matsubara, Luiz S. Matsubara, Sergio A. R. Paiva, Leonardo A.
M. Zornoff
Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESE, Botucatu, SP - Brasil

Resumo
Fundamento: A esfericidade do ventriculo esquerdo (VE) é fator associado com disfuncao ventricular, mas nao esta bem
caracterizada no modelo de ratos infartados.

Objetivo: Analisar a relagao entre o indice de esfericidade, a funcao ventricular e a drea infartada no modelo experimental
em ratos.

Métodos: Seis meses apds infarto (IAM, n=33) ou cirurgia simulada (SHAM, n=18), os animais foram submetidos a
ecocardiograma. O indice de esfericidade foi obtido pela razao entre as areas diastdlicas nos eixos maior e menor do VE.

Resultados: O grupo IAM apresentou menor indice de esfericidade (1,32 = 0,23 vs 1,57 = 0,33; p=0,002), de funcao
sistdlica e espessura relativa (0,13 + 0,003 vs 0,18 = 0,04; p<0,001) e maior indice de estresse parietal (1,27 + 0,33
vs 0,88 = 0,25; p<0,001). Houve correlacao significativa entre tamanho do infarto e esfericidade (p=0,046). Na analise
de regressao linear, o tamanho de infarto (p=0,014), mas nao a esfericidade (p=0,683) e o estresse parietal (p=0,176),
foi fator de predicao da funcao sistélica. Remodelacao excéntrica (p=0,011), mas nao a esfericidade (p=0,183) ou o
tamanho de infarto (p=0,101), foi fator preditor do estresse parietal. Adicionalmente, o tamanho do infarto (p=0,046),
mas nao remodelacao excéntrica (0,705), foi fator preditor da esfericidade. O tamanho do infarto (p=0,015) e o estresse
parietal (p=0,011), mas nao a esfericidade (p=0,705), foram preditores de remodelacao excéntrica.

Conclusao: A esfericidade esta associada mas nao é fator determinante do estresse parietal, da remodelacao excéntrica
e da funcao sistdlica ventricular no modelo de infarto experimental em ratos. (Arq Bras Cardiol. 2010; [online]. ahead
print, PP.0-0)
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Abstract
Background: The left ventricular (LV) sphericity is a factor associated with ventricular dysfunction, but it is not well-characterized in the
experimental infarction model in rats.

Objective: To analyze the association between the sphericity index (S), the ventricular function and the infarcted area in an experimental rat
model.

Methods: Six months after the infarction (AMI, n=33) or simulated surgery (SHAM, n=18), the animals were submitted to an echocardiogram.
The SI was obtained through the ratio between the diastolic areas at the LV long axis and the short axis.

Results: The AMI group presented the lowest index of sphericity (1.32 + 0.23 vs 1.57 = 0.33; p=0.002), systolic function and relative
thickness (0.13 £ 0.003 vs 0.18 = 0.04; p<0.001) and the highest index of parietal stress (1.27 = 0.33 vs 0.88 = 0.25; p<0.001). There was
a significant correlation between the infarct size and sphericity (p=0.046). At the linear regression analysis, the infarct size (p=0.014), but not
the sphericity (p=0.683) and the parietal stress (p=0.176), was the predictive factor of the systolic function. Eccentric remodeling (p=0.011),
but not sphericity (p=0.183) or the infarct size (p=0.101), was a predictive factor of parietal stress. Additionally, the infarct size (p=0.046), but
not the eccentric remodeling (0.705), was a predictive factor of sphericity. The infarct size (p=0.015) and the parietal stress (p=0.011), but not
the sphericity (p=0.705), were the predictors of eccentric remodeling.

Conclusion: The sphericity is associated, but it is not a determinant factor of parietal stress, of eccentric remodeling and ventricular systolic
function in an experimental infarction model in rats. (Arq Bras Cardiol. 2010, [online]. ahead print, PRO-0)
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Introducao

Apbs o infarto agudo do miocéardio (IAM), podem
ocorrer alteragdes da arquitetura ventricular envolvendo
tanto a regiao infartada como a nao infartada. Atualmente,
prevalece o conceito de que as alteragdes morfoldgicas
sejam consequéncia de alteragoes celulares, moleculares e
intersticiais cardiacas que ocorrem em resposta a determinada
agressao. O conjunto dessas adaptagoes, que sao detectadas
clinicamente por alteragdes na composicao, massa, volume e
geometria cardiaca, € chamado de remodelagao cardiaca'.

A presenca e a intensidade da remodelagao estao diretamente
associadas a pior prognéstico, pois esse processo resulta em
maior prevaléncia de ruptura ventricular, aneurismas e arritmias
malignas. Adicionalmente, a remodelagdo esta relacionada ao
aparecimento e a progressao da disfungao ventricular'”.

Devemos considerar que uma das estratégias mais utilizadas
para o estudo da remodelagao decorrente da oclusao
coronariana é o modelo do infarto experimental no rato.
Entre outros fatores, a utilizacdo desse modelo acontece em
decorréncia da similaridade entre as alteragoes fisiopatoldgicas
que ocorrem nos ratos e humanos apés o infarto®?.

Nos tltimos anos, o indice de esfericidade, obtido por meio
do ecocardiograma, vem sendo utilizado para a avaliagao da
remodelamento ventricular secunddrio a diferentes etiologias'®
16, No entanto, a utilizacdo desse indice no modelo de ratos
infartados é incomum e, portanto, ndo estd caracterizada.
Assim, o objetivo deste estudo foi analisar a relagao entre o
indice de esfericidade, a funcao ventricular e o tamanho da
lesao isquémica no modelo do infarto experimental em ratos.

Métodos

O protocolo experimental do presente trabalho foi
aprovado pela Comissio de Etica em Experimentagao Animal
de nossa instituicdo, estando em conformidade com os
Principios Eticos na Experimentagao Animal adotado pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal.

Infarto experimental

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre
200 e 250 g. O infarto agudo foi produzido de acordo com
método ja descrito previamente'”'®. Em resumo, os ratos
foram anestesiados com cetamina (50 mg/kg) e submetidos a
toracotomia lateral esquerda. Apds exteriorizagdo do coragao,
o atrio esquerdo foi afastado e a artéria corondria esquerda
ligada com fio mononylon 5.00 entre a saida da artéria
pulmonar e o étrio esquerdo. A seguir, o coracao retornou
ao térax, os pulmoées foram inflados com pressao positiva e
o térax fechado por suturas com algodao 10. Em 18 animais
nao foi realizada oclusdo coronariana.

Os animais foram mantidos em gaiolas para recuperagao,
alimentados com ragao comercial padrao e livre acesso a
agua, com controle de luz (ciclos de 12 horas), temperatura
de aproximadamente 25° C e umidade controlada.

Estudo ecocardiografico

Apbs periodo de observagao de seis meses, os animais
sobreviventes foram anestesiados com cloridrato de cetamina

(50 mg/kg) e xilazina (1 mg/kg), por via intramuscular, para o
estudo ecocardiografico. Apés tricotomia da regido anterior
do térax, os animais foram posicionados em dectbito
dorsal em canaleta especialmente projetada e que permite
leve rotagdo lateral esquerda para realizagdo do exame,
utilizando-se equipamento da Philips (modelo TDI 5000)
dotado de transdutor eletronico multifrequencial até 12
MHz. A avaliacdo dos fluxos transvalvar mitral e adrtico
foi realizada com o mesmo transdutor operando em 5,0
MHz. As medidas das estruturas cardiacas foram efetuadas
nas imagens ao modo-M, obtidas com o feixe de ultrassom
orientado pela imagem bidimensional, na posicao paraesternal
eixo menor. A imagem da cavidade ventricular esquerda
foi obtida posicionando o cursor do modo-M entre os
masculos papilares, logo abaixo do plano da valva mitral.
As imagens da aorta e do atrio esquerdo foram obtidas na
posigao paraesternal eixo menor, com o cursor do modo-M
posicionado ao nivel da valva aértica. O registro da imagem
monodimensional (velocidade: 100 mm/s) foi realizado por
meio da impressora modelo UP-890MD da Sony Co. Todas as
medidas foram efetuadas de acordo com as recomendacoes
da American Society of Echocardiography™ e ja validadas
no modelo de ratos infartados®*. O diametro diastélico do
ventriculo esquerdo (DDVE) e a espessura da parede posterior
do VE (HDVE) foram medidos no momento correspondente
ao diametro maximo da cavidade. O didmetro sistélico do VE
(DSVE) foi medido no momento da excursao sistélica maxima
da parede posterior da cavidade. As dreas diast6licas (AD) e
sistélicas (AS) do VE foram medidas no modo bidimensional,
por meio de planimetria, em dois planos paraesternais: eixo
longo e eixo menor. O indice de esfericidade foi determinado
dividindo-se a drea diastdlica obtida no eixo maior pela area
diastélica obtida no eixo menor, e o indice de estresse da
parede ventricular esquerda foi determinado pela férmula:
(area diastélica/2 x HDVE)?'. A funcgao sistélica do VE foi
avaliada calculando-se a fragdo de variagao de area (FVA=AD-
AS/AD x 100)?°. O fluxo diastélico transmitral (ondas E e A) foi
obtido com o transdutor na posicao apical de quatro camaras.
As medidas referentes aos fluxos foram realizadas diretamente
no monitor do ecocardiégrafo.

Estudo morfométrico

Apds o estudo ecocardiografico, os animais foram
sacrificados e os coragdes foram retirados, dissecados,
e os ventriculos direito e esquerdo, incluindo o septo
interventricular, foram separados. Amostras de tecido cardiaco
foram fixadas em solugdo de formol a 10% por periodo de 48
horas, segundo método ja descrito?*?.

Os cortes histolégicos foram corados em lamina com
solugdo Hematoxilina-Eosina (HE) e Masson para aferigao
do tecido infartado, empregando-se microscépio LEICA DM
LS acoplado a cdmera de video, que envia imagens digitais a
computador dotado de programa de andlise de imagens Image
Pro-plus (Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA).

O tamanho do infarto foi determinado em cortes entre
5 e 6 mm do 4pice, pelo fato de os valores dessa regiao
corresponderem a média dos valores obtidos de cortes de todo
coragao®*?*. Para estimativa do tamanho do infarto, por meio
de andlise histolégica, foram determinadas as circunferéncias
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epicardicas e endocardicas dos segmentos infartados e nao
infartados. O tamanho do infarto é expresso como porcentual
das medidas da circunferéncia ventricular'®.

Analise estatistica

As comparagoes entre os grupos foram feitas com o teste
t de Student quando os dados apresentavam distribuicao
normal. Quando os dados apresentavam distribuicdo nao
normal, as comparagoes entre os grupos foram feitas com
o teste U Mann-Whitney. Os dados foram expressos em
média + desvio padrao ou mediana, com percentil 25 e 75.
As correlagoes foram feitas pelo teste de Pearson. Os valores
preditivos foram analisados por andlise de regressao linear
simples. Os resultados foram considerados estatisticamente
significantes se p<0,05.

Resultados

Os tamanhos do infarto no grupo IAM, em mediana com
percentil 25 e 75, foram 42 (33 a 51).

Os resultados do estudo ecocardiogréfico estdo na tabela
1. Os animais infartados apresentaram maiores didmetros do
atrio esquerdo e maior cavidade do ventriculo esquerdo na
didstole e na sistole. A relacaio HDVE/DDVE foi menor nos
animais infartados (S = 0,18 + 0,04; IAM = 0,13 + 0,003;
p<0,001). Considerando varidveis funcionais, os animais
infartados apresentaram menores valores da FAV. Em relagao a
fungao diastélica, o infarto resultou em maiores valores da onda
E, sem alteragdes na relagao E/A, sugerindo padrao restritivo.
Considerando o indice de esfericidade, essa variavel foi menor
(S =1,57 +0,33; IAM = 1,32 + 0,23; p=0,002) (fig. 1) e 0
indice de estresse parietal foi maior (S = 0,88 + 0,25; IAM =
1,27 = 0,33; p<0,001) nos animais infartados (fig. 2).

Estudo ecocardiografico

Variaveis SHAM (n=18) IAM (n=33) P
Peso 504 + 65 480 + 63 0,215
FC (bpm) 259 (250-281) 274 (254-313) 0,092
AE (mm) 414 (370489) 591 (521-7,35) <0,001
DDVE (mm) 8,04+ 1,10 10,5+0,96 <0,001
HDVE/DDVE 0,18+ 0,04 0,13+0,03 <0,001
E (cmis) 68 (65-72) 73 (67-90) 0,05
A (cmis) 43 (35-52) 33 (14-53) 0,091
E/A 148(1,25-198) 2,14 (1,20-6,20) 0,113
AD (cm?) 0,50 0,15 0,80 0,18 <0,001
AS (cm?) 0,39(031-045)  0,75(0,59-0,94) <0,001
FVA (%) 59 + 11 31+11 <0,001

IAM - animais infartados; PC - peso corporal do rato; AE - didmetro do atrio
esquerdo; DDVE - didametro diastélico do ventriculo esquerdo; HDVE - espessura
diastolica da parede posterior; E/A - relagdo entre as ondas E e A avaliadas
do fluxo transmitral; AD - area diastélica; AS - area sistolica; FVA - fragdo de
variagéo de 4rea. Os dados sdo expressos em média + desvio padrdo (para
distribuicao paramétrica) ou mediana com percentil 25 e 75 (para distribuicdo
ndo paramétrica).
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Fig. 1- Indice de esfericidade, obtido pela razdo entre as éreas diastdlicas nos
eixos maior e menor do ventriculo esquerdo, nos animais com infarto agudo
do miocérdio (IAM) e animais controle (SHAM). *p =0,002.
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Fig. 2 - Estresse parietal da parede do ventriculo esquerdo nos animais com
infarto agudo do miocérdio (IAM) e animais controle (SHAM). *p <0,001.

A andlise de Pearson mostrou correlagoes estatisticamente
significantes entre as varidveis HDVE/DDVE, tamanho de
infarto, FAV, esfericidade e estresse parietal (tab. 2).

Na andlise de regressao univariada, o tamanho de infarto
(p=0,014), mas nao a esfericidade (p=0,683) e o estresse
parietal (p=0,176), foi fator de predigao da funcao sistélica,
avaliada pela FAV. Em relacao ao estresse parietal, HDVE/DDVE
(p=0,011), mas nao a esfericidade (p=0,183) e o tamanho
de infarto (p=0,101), foi fator preditor. Considerando a
esfericidade, o tamanho do infarto (r*=0,122; p=0,046),
mas ndo HDVE/DDVE (0,705), foi fator preditor. Em relagao a
remodelacao excéntrica, o tamanho do infarto (p=0,015) e 0
estresse parietal (p=0,011), mas ndo a esfericidade (p=0,705),
foram preditores.

Discussao

Apos o infarto agudo do miocdrdio, o processo de
remodelagdo se caracteriza, classicamente, por aumento da
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Correlagdes entre a esfericidade, fungéo sistolica,
estresse parietal, tamanho de infarto e remodelagao excéntrica

% infarto FVA  Esfericidade  CoUesS®
‘ r r parietal
r
(valor p) (valor p) (valor p) (valor p)
-0,49 0,12 0,06 0,437
HOVEDDVE 0,015 0,512 0,71 0,017
) -0,42 -0,34 0,29
0, ) ’ il
% infarto 0014 0,046 0,107
0,07 -0,24
FVA 0,683 0,176
Esfericidade Ooédé

HDVE - espessura diastdlica da parede posterior; DDVE - didmetro diastdlico do
ventriculo esquerdo; FVA - fragdo de variagdo de érea.

cavidade ventricular. Na fase aguda, a dilatagao ventricular é
consequéncia do processo de expansao do infarto, enquanto
a dilatagao cavitaria tardia é consequéncia do processo de
hipertrofia excéntrica'*?. Por essa razdo, o diagndstico
da remodelagao apés o infarto, clinicamente, baseia-se na
deteccao do aumento da cavidade do ventriculo esquerdo.
Para tanto, os métodos mais utilizados sdo o ecocardiograma,
a ventriculografia e a ressonancia magnética?’. Nossos dados
estdo em concordancia com esse conceito, ja que os animais
infartados apresentaram aumento da cavidade ventricular
esquerda tanto na sistole como na diastole, bem como menor
espessura relativa da parede, avaliados pelo ecocardiograma,
caracterizando clinicamente o processo de hipertrofia
excéntrica pos-infarto.

Aspecto importante a ser considerado refere-se ao
fato de que a remodelagao pés-infarto caracteriza-se por
outra importante alteragao da geometria ventricular, além
do aumento da cavidade ventricular. Em estudo pioneiro
em ratos submetidos a oclusdao da artéria corondria
esquerda, os diametros longitudinais e transversais do
ventriculo esquerdo foram estudados, por planimetria,
tanto na sistole como na diastole, em diferentes regides.
Os autores verificaram que o ventriculo infartado assumia
configuragao globalmente arredondada, em ambas as
situacoes?®. Posteriormente, em diferentes modelos de
agressao, observou-se que a cavidade ventricular esquerda
pode perder sua configuragao eliptica normal e também
adquirir configuragdo mais esférica*?*. Em concordancia
com esse conceito, nossos dados confirmaram que os
animais infartados apresentaram configuragao geométrica
do ventriculo esquerdo de padrao mais esférico, avaliados
pelo indice de esfericidade.

Outro aspecto relevante a ser considerado é que a
configuragao esférica, além de ser marcador do processo
de remodelagao, pode ter implicacées fisiopatolégicas
apos o infarto. Em primeiro lugar, em coragdes normais,
tanto a tensdo sistélica como a diastélica sdio maximas
na regido medial do ventriculo, de valor intermediario
na base e minima no dpice. Ja em coragbes infartados
com forma esférica, ha aumento importante da tensao

parietal no apice, de forma a iguald-la aos valores da
regido medial, embora aqui também ocorra aumento de
seus valores. Além dessa redistribuicao de forgas, verifica-
se aumento significativamente maior da tensao parietal
na diastole do que na sistole. Acredita-se que o aumento
desse estresse estimularia a replicagdo dos sarcomeros,
preferencialmente em série?®*°. Portanto, a esfericidade
pode ser considerada como estimulo para a progressao do
processo de remodelagao na fase crénica do infarto. Nossos
dados ndo estdo em concordancia com esse conceito, pois
em nosso trabalho, a esfericidade nao foi fator preditor de
remodelacao ventricular de padrao excéntrico. No entanto,
em concordancia com a literatura, o tamanho do infarto e
o estresse parietal foram determinantes da remodelagao.

Outra consequéncia da esfericidade é que esse fendmeno
pode apresentar implicagbes hemodinamicas. Nos Gltimos
anos, estudos experimentais, apés o infarto, verificaram
que a contratilidade miocardica dos animais infartados nao
apresentava alteragoes. Esse fendbmeno ocorria apesar da
presenga de dilatagao ventricular esquerda, acompanhada
de sinais de disfuncdo e de insuficiéncia cardiaca, como
congestao pulmonar. Os autores concluiram que, apesar
da capacidade intrinseca do mdsculo na geragao de forga
ser igual entre os animais com e sem infarto, os ratos
infartados apresentavam fungao ventricular deprimida®'-.
Desse modo, o préprio processo de remodelagdo, pelas
mudangas geométricas ocorridas, poderia comprometer a
fungao global do coragao®*. Um dos mecanismos pelos
quais esse fendmeno poderia ocorrer é por meio do aumento
do estresse parietal em consequéncia da esfericidade®.
Em nosso trabalho, entretanto, a esfericidade nao foi fator
determinante para o estresse parietal, 0 mesmo ocorrendo
com o tamanho do infarto. Em nosso estudo, a variavel
preditora do estresse foi a remodelacao ventricular de
padrdo excéntrico. Adicionalmente, o estresse parietal nao
foi fator determinante da funcao sistélica, ao contrério do
tamanho do infarto.

Os fatores determinantes da esfericidade nao estao
completamente esclarecidos. Aceita-se que a prevaléncia
e a intensidade da esfericidade possam ser influenciadas
por diferentes fatores, especialmente a perda do tecido
contratil, a remodelagao de padrao excéntrico e o processo
de expansao. Esses fatores poderiam modificar a distribuicao
de forcas no ventriculo infartado e resultar em mudangas
da geometria para o padrao esférico. Em nosso trabalho,
entretanto, remodelagao excéntrica nao foi determinante
da esfericidade. Por sua vez, o tamanho do infarto foi fator
de predigao da esfericidade, mas no limite da significancia
estatistica. Portanto, nossos dados sugerem que, nesse
modelo, o principal fator determinante da esfericidade
poderia ser a expansao do infarto.

Em relacao ao significado prognéstico da esfericidade,
existem evidéncias em humanos sugerindo que a configuragao
esférica esta associada com maior mortalidade ap6s o infarto®.
No entanto, apesar de sua importancia como marcador, bem
como de suas implicagdes fisiopatolégicas no processo de
remodelacao, a esfericidade nao estd muito bem caracterizada
no modelo de infarto experimental em ratos. Esse fato ocorre
a despeito desse modelo ser amplamente utilizado para o
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estudo de novos tratamentos e das repercussdes secundarias
a oclusao coronariana.

Devemos considerar que no modelo de infarto experimental
em ratos, a critica relagdo entre as alteragoes funcionais e o
tamanho do infarto ja esta bem caracterizada®~°. Entretanto, o
mesmo nao ocorre com a esfericidade. Portanto, acreditamos
que nosso estudo acrescenta importantes dados sobre a
relacao da esfericidade com a remodelagao excéntrica,
a fungao ventricular e com o tamanho do infarto. Pelo
conjunto de nossos resultados, nesse modelo, o indice de
esfericidade poderia ser usado como marcador do processo de
remodelacdo, mas ndo apresentou implicagdes fisiopatolégicas
em relacao a fungao ventricular, estresse parietal e geometria
de padrao excéntrica.

Finalmente, devemos considerar potencial limitagao dos
nossos resultados. Nosso estudo avaliou apenas os animais
que sobreviveram por longo tempo ao infarto. Em tese, esses
animais ndo desenvolveram forma mais grave de insuficiéncia
cardiaca, pois animais com disfungao ventricular importante
nao sobrevivem a esse tempo de observacao.
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