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Analise ecocardiografica da fun¢ao diastolica do
ventriculo esquerdo apods infarto do miocardio

em ratos

Echocardiographyc analysis of the ventricular diastolic function after myocardial infarction in rats

Claudio Léo GELAPE, Marcelo Dias SANCHES, Rosélia Morais TORRES, Claudia Alves COUTO, Pedro Corréa
PAIXAO, Klaus MORALES, José Renan da Cunha MELO

RBCCV 44205-731

Resumo

Objetivo: Avaliar a funciio ventricular diastélica do
ventriculo esquerdo (VE) pelo ecocardiograma (ECO) uma e
trés semanas pés-infarto agudo do miocardio (IAM).

Método: Utilizaram-se 19 ratas Wistar com peso médio de
209 gramas. Os animais foram distribuidos em: grupo A,
controle (n=7) submetido a ECO e nio infartado; grupo B,
infartado (n=9), submetido a ECO ap6s uma semana (grupo
B1, n=9) e 3 semanas (grupo B3, n=8) do IAM. Trés animais
morreram no transoperatoério e um apés o primeiro ECO.
Realizou-se anestesia com cetamina (50mg/kg/peso) e
xilazina (10mg/kg/peso) intraperitoneal, intubacio e
ventilacido. O IAM foi induzido por ligadura da artéria
descendente anterior apés toracotomia esquerda. Avaliou-se
a func¢do cardiaca por ECO modelo 21275A HP Sonos 1500
com transdutor de 7,5/5,5S MHz e a func¢do diastdlica pelo
Doppler transmitral com avaliacio das ondas A e E, e volume
atrial esquerdo (VAE). O IAM foi confirmado por analise
histopatologica na terceira semana.

Trabalho desenvolvido na Faculdade de Medicina da Universidade
Federal de Minas Gerais

Enderego para correspondéncia: Claudio Léo Gelape. Avenida Francisco
Salles 1463, sala 805. Belo Horizonte, MG. CEP:30150-221. Tel:
(31) 3241-4950.

E-mail: clgelape@uai.com.br

Resultados: Nao houve diferenca significativa na velocidade
das ondas E (A=62cm/s, B1=65cm/s, B3=69cm/s) e onda A
(A=43cm/s, B1=40cm/s, B3=41cm/s) entre os grupos.
Observou-se aumento significativo no VAE grupo A vs Bl e
grupo A vs B3 (A=0,05mL vs B1=0,15mL, p=0,04 e A vs
B3=0,14mL, p=0,01). Todos os animais apresentaram IAM na
terceira semana.

Conclusoes: VAE parece ser 1til para definiciio da disfun¢io
diastolica do VE pos-IAM. O VAE pode refletir aumento da
pressio diastdlica final do VE, secundario a disfuncio sistélica
e/ou diastolica.

Descritores: Infarto do miocardio. Contracio miocardica.
Ecocardiografia.

Abstract

Objective: To evaluate the diastolic left ventricular
function by echocardiography one and three weeks after acute
myocardial infarction (AMI).

Artigo recebido em novembro de 2004
Artigo aprovado em fevereiro de 2005
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Method: Nineteen Wistar rats (mean 209 g) were utilized.
After anesthesia with ketamine (50mg/kg) and xylazine
(10mg/kg), the left coronary artery was ligated after left
thoracotomy to cause myocardial infarction. The animals
were divided in two groups: group A (control, n=7) and group
B (n=9). Echocardiographic evaluation was undertaken in
the control group and one week (B1, n=9) and three weeks
(B3, n=8) post-AMI in group B animals. The cardiac function
was evaluated using a 21275 A HP Sonos 1500
Echocardiography equipped with 7.5/5.5 MHz transducer.
Diastolic function was evaluated by transmitral flow, by
analysis of the A wave, E wave and atrial left volume (LAV).
Histological specimens were evaluated on third week.

INTRODUCAO

O estudo da funcdo diastélica do ventriculo esquerdo
(VE) ¢ de grande importancia, tendo em vista que as
alteragdes no enchimento desta cavidade sdo, geralmente,
as primeiras anormalidades detectadas que podem ser
produzidas por varias doengas que antecedem a disfungao
sistolica [1-5]. Aproximadamente 20% a 40% dos pacientes
com insuficiéncia cardiaca (IC) tém fung¢do sistdlica
preservada (na auséncia de doenga valvar) e sdo
classificados como apresentando alteragdes no relaxamento
ventricular. Varios padrdes de enchimento ventricular podem
caracterizar, nao invasivamente, a disfuncao diastolica pelo
Doppler transmitral. LAVINE [6] concluiu em seu trabalho
que IC poés-infarto agudo do miocéardio (IAM) est4 associada
com reducdo moderada da fracdo de eje¢ao (<40%) e indice
pseudonormal de enchimento diastdlico. Apés 1AM, a
avaliagdo da fungdo diastdlica, medida pelo Doppler,
demonstra informagdes progndsticas que se somam aquelas
obtidas em relagdo a fungao sistolica [6].

Quando o Doppler ¢ colocado no nivel da valva mitral,
observa-se uma curva de velocidade caracteristica, que
reflete a mudanca de volume que chega ao VE na diastole
[5]. O padrao normal de fluxo ¢ bifasico, apresentando uma
onda inicial, denominada onda E, que representa o
enchimento rapido do VE. Segue-se a fase de desaceleragdo
que inscreve uma segunda onda, denominada onda A,
correspondente a sistole atrial [7]. No entanto, as medidas
do Doppler sdo afetadas por multiplos fatores, tais como
pressdo de enchimento ventricular e complacéncia, que sao
influenciados pela pré e pds-carga, que podem mudar
rapidamente. Em contrapartida, o volume do atrio esquerdo
(VAE), medido por ecocardiografia, ¢ menos influenciado
por mudangas agudas e reflete fung@o diastélica aguda e
cronica. B, pois, uma medida mais estavel da func¢ao
diastdlica. MOLLER et al. [8], em 2003, demonstraram que o
aumento do VAE esteve associado a maior mortalidade apds
IAM em humanos.

O ecocardiograma (ECO) é util para avalia¢do da fungao
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Results: There were no differences on E wave analyses
(A=62cm/s, B1=65cm/s, B3=69cm/s) or A wave analyses
(A=43cm/s, B1=40cm/s, B3=41cm/s) between the groups. There
was an increase in LAV; A vs B1 and A vs B3 (A=0.05mL vs
B1=0.15mL, p=0.04 e A vs B3=0.14mL, p=0.01). Histological
examination confirmed AMI in all animals.

Conclusions: The LAV may be useful to assess the diastolic
function in rats with AMI. LAV could reflect increases in left
ventricular end-diastolic pressure secondary to systolic or
diastolic dysfunction.

Descriptors: Myocardial infarction. Myocardial
contraction. Echocardiography.

miocardica em modelos de animais de experimentagdo apos
IAM. Embora este método seja cada vez mais utilizado em
trabalhos experimentais, ndo ha consenso em relacdo ao
melhor parametro para caracterizar a IC diastolica. O volume
do atrio esquerdo, que tem sido proposto como importante
dado complementar a andlise dos indices ecocardiograficos
da func¢do diastolica do VE, nao foi até o momento analisado
em ratos.

OBJETIVOS

* Estabelecer parametros ecocardiograficos uteis para
diagnostico de disfun¢do ventricular diasldlica pos-IAM
em ratos.

* Avaliar o comportamento do volume do atrio esquerdo
ap6s IAM em ratos.

METODO

Foram utilizadas 19 ratas Wistar com peso médio de 209
gramas (180 g a 260 g). Os animais foram divididos em dois
grupos. O grupo controle, chamado grupo A, sem IAM, era
composto por sete animais. O grupo B foi constituido de 12
animais submetidos a cirurgia para inducao de IAM.

Os animais foram obtidos no Biotério do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas
Gerais e acondicionados no Biotério da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais,
seguindo os principios do Comité de Etica em
Experimentacdo Animal. Os animais foram mantidos em
gaiolas individuais, com 4gua e ra¢ao comercial oferecidas
livremente. Nao houve jejum pré-operatorio.

A inducdo anestésica foi realizada administrando-se
cloridrato de cetamina (50mg/kg/peso) e xilazina (10mg/kg/
peso), ambas aplicadas por via intraperitoneal. Na seqiiéncia,
os animais foram submetidos a intubagdo traqueal com
cateter de latex (Jelco® 18) e a ventilagdo manual.

Foi realizada toracotomia no quinto espago intercostal
esquerdo, luxagdo do coragdo para identifica¢do da artéria
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descendente anterior (DA) localizada na parede anterior
entre a auricula esquerda e a artéria pulmonar. Sua ligadura
foi realizada no terco médio com fio poliproplilene 7-0
(Ethicon®, Inc., Somerville, NJ) com o intuito de induzir
IAM da parede antero-lateral do VE. A isquemia regional foi
confirmada pela rapida mudanga de colora¢ao do miocardio
e visibiliza¢ao de area acinética. A posi¢ao anatdomica do
coracdo foi restabelecida e a toracorrafia realizada com fio
de seda 2-0 (Ethicon®, Inc., Somerville, NJ.

A avaliacdo ecocardiografica dos animais do grupo A
(controle) foi denominada ECO-0. Os animais infartados
(grupo B) foram avaliados ap6s uma semana (B1) e trés
semanas (B3) do IAM, seqiiencialmente. O primeiro
ecocardiograma ap6s IAM (ECO-1) foi realizado uma semana
apos a operacao (n=9). O segundo exame (ECO-2) foi
realizado trés semanas p6s-IAM em oito ratas, pois um animal
morreu durante a anestesia necessaria para realizagdo do M
e Doppler.

Todas as medidas foram realizadas pelo mesmo
examinador, duas vezes, sendo em seguida calculada a média
de cada parametro. Utilizou-se ecocardiograma transtoracico
com transdutor multifreqiiencial de 7,5/5,5 MHz (modelo
21275A Hewlett-Packard sonos 1500, EUA). As imagens
obtidas foram registradas em fita cassete Panasonic AG 7350,
com fotografia video-printer marca Sony modelo UP 870-
MD.

A anélise ao Doppler foi realizada no plano apical de
quatro camaras, sendo possivel obter o espectro Doppler
da valva mitral. Amostra do Doppler pulsado foi colocada
no nivel da valva mitral pela imagem em quatro cdmaras. Ao
Doppler determinaram-se as seguintes medidas para analise
da func¢ao diastolica pela curva de fluxo mitral:

* Onda E — Representa a velocidade méxima alcangada
pelo sangue no inicio da diastole. E a distancia vertical entre
o apice de E até o ponto mais posterior do movimento atrial
durante a sistole.

* Onda A — Representa a velocidade maxima do sangue
alcancada no final da diastole. E a distancia vertical entre o
apice de A até o ponto mais posterior do movimento atrial
durante a sistole.

e Relacdo E/A.

A anélise da cavidade atrial esquerda foi realizada no
modo-M, guiado pelo bidimensional, obtida pelo eixo curto
paraesternal esquerdo dos vasos da base. Utilizaram-se
cortes apicais de quatro cdmaras para obtencao de trés
dimensodes do AE que foram usadas para calculo do volume
como uma elipse, com a seguinte formula:

VAE =0/6 (SA1xSA2xLA)

Onde: SA1 =medida do AE ao modo-M

SA2 = medida do eixo curto do AE ao modo
bidimensional no corte apical de quatro camaras, ao final da
diastole.

LA = medida do eixo longo do AE no corte apical de
quatro camaras, ao final da sistole.

Esse método segue as recomendagdes preconizadas por
PRITCHET et al. [9], em 2003. Foi determinado entdo, o VAE.

Analise histopatologica

Foram colhidos trés fragmentos dos coracdes dos
animais do grupo B3 (n=8), apos eutanasia realizada por
exsanguinacdo por seccdo da aorta ascendente.
Identificaram-se as areas com lesdes macroscopicamente
evidentes, supostamente correspondentes as areas
infartadas, distais a ligadura da artéria DA. Os fragmentos
foram fixados em solugdo de formol a 10%, processados e
incluidos em parafina. Foram realizados cortes histologicos
de 3 a4 micrometros de espessura, posteriormente corados
pelo método da hematoxilina e eosina e analisados a
microscopia dptica sempre pelo mesmo patologista.

Analise estatistica

As medidas descritivas sdo apresentadas em tabelas com
a média, minimo e¢ maximo. O valor de “n” refere-se ao
tamanho da amostra avaliada. Para analise estatistica foi
aplicado teste ndo paramétrico (Wilcoxon) para duas
amostras independentes, ou seja, ndo emparelhadas. Foram
usados os programas estatisticos Minitab 13 e SPSS 8.0.
Fixou-se em 0,05 ou 5% o nivel de rejeicdo da hipotese de
nulidade.

RESULTADOS

Foram operadas 12 ratas para indu¢ao de TAM. Trés
animais morreram no transoperatorio por faléncia ventricular
esquerda e insuficiéncia respiratoria, perfazendo uma taxa
de mortalidade de 25%.

Foram analisados os resultados dos ecocardiogramas
realizados nos animais do grupo controle (grupo A; n=7) e
nos animais do grupo infartado (grupo B; n=9). Os animais
do grupo B foram avaliados pelo ecocardiograma apds uma
semana (grupo Bl; n=9) e apds trés semanas do infarto
(grupo B3; n=8). Houve uma morte durante o
acompanhamento dos animais no grupo infartado, que
ocorreu durante procedimento anestésico para realizagao
do ECO-2.

Observou-se fusdo das ondas E e A ao Doppler
transmitral em freqiliéncia cardiaca acima de 300 bpm nos
animais 4 e 5 do grupo A e no animal 1 do grupo B1.

Na primeira semana de pds-operatério, sete (77,7%)
animais demonstravam cicatriz evidente de infarto ao
ecocardiograma, definida como area de hiper-refringéncia
na parede anterior do miocérdio. Na terceira semana de pos-
operatorio, todos os animais apresentavam sinais
ecocardiograficos de infarto anterior.
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Na andlise dos pardmetros aferidos pela
ecodopplercardiografia transmitral, ndo houve diferencga
significativa ao compararmos a velocidade de fluxo entre os
grupos. Pode-se observar os valores das ondas E e A na
Tabela 1.

Foi analisado pelo plano ortogonal de quatro cAmaras o
VAE, cujos resultados encontram-se na Tabela 2.

Houve aumento significativo do VAE entre os grupos A
e Bl e entre os grupos A e B3 (p<0,05). Nao houve diferenga
entre os grupos Bl e B3.

Tabela 1. Analise dos pardmetros ecocardiograficos aferidos ao Doppler transmitral no grupo controle (A) e nos animais

apos uma semana (B1) e trés semanas (B3) de IAM.

Grupo A Grupo B1 Grupo B3 AxBI AxB3 BIxB3

(0=7) (0=9) (=8) (p) () ()
Vel E(cm/s) 62,68(52,2-75,9) 65,01(58,6-77,3)  69,86(61,2-983) 0,648 0,358 0,562
Vel A(cm/s) 43,73(27,3-54.4) 39,31(26,6-54,8) 41,93(16,6-50,6) 0,648 0,897 0475
Relacdo E/A 144 1,73 1,82

Os niimeros representam médias, valores minimo e maximo. N - nimero de animais por grupo. Vel E - velocidade maxima
da onda E; Vel A - velocidade maxima da onda A; Teste Wilcoxon.*Diferencas significativas se p<0,05. IAM — Infarto

Agudo do Miocardio.

Tabela2. Anélise das medidas ecocardiograficas do VAE no plano ortogonal no grupo controle (A) e nos animais
apos uma semana (B1) e trés semanas (B3) de IJAM.

Grupo A Grupo B1 Grupo B3 AxBl  AxB3 BIxB3
(=7) (n=9) (n=8) (P) (P) ()
VAE
(ml) 0,047(0,037-0,058)  0,155(0,09-0,135)  0,140(0,07-0,519)  0,01* 0,006* 0,66

Os niimeros representam médias, valores minimo e maximo. N- niimero de animais; VAE - volume do atrio esquerdo.

IAM - Infarto Agudo do Miocérdio.

Teste Wilcoxon. *Diferengas significativas se p<0,05.

Avaliagio histopatologica

Pelo exame macroscopico, observou-se, em todos os
coragdes retirados, area de necrose evidente na parede
antero-lateral. Em um animal evidenciava-se claramente area
dilatada compativel com aneurisma de ponta de VE.

Ao exame microscopico, observamos, em todos os casos,
presenca de infarto do miocardio atingindo quase toda ou
toda a espessura da parede do VE, caracterizado por:

- Degeneragdo e morte das fibras musculares cardiacas,
cardiomidcitos, evidenciada por perda das estriagdes e dos
nucleos.

- Substituigdo das fibras musculares cardiacas por tecido
conjuntivo jovem (tecido conjuntivo-vascular) e fibroso
(tecido conjuntivo denso).
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COMENTARIOS

Nao ha um método Unico que possa avaliar a funcdo
diastolica de forma completa. Atualmente, o ecocardiograma
¢ o principal exame utilizado para avaliagdo diastolica
ventricular e permite acesso indireto a funcao diastolica do
VE através da analise do fluxo da valva mitral e das veias
pulmonares. A analise do Doppler no nivel da valva mitral,
com o transdutor posicionado no precérdio, visibilizando o
apice do VE, demonstra padrao normal de fluxo bifésico,
com a primeira onda (onda E), que ocorre na protodiastole,
seguida de uma segunda onda (onda A) que corresponde a
sistole atrial. A relagdo E/A, embora comumente usada para
avaliacdo da fun¢@o diastolica, sofre variagcdes dependentes
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da pré-carga e ndo apresenta relagdo linear com a disfungéo
ventricular. Em humanos uma medida mais completa pode
ser realizada com a andlise do fluxo venoso pulmonar e do
Doppler tecidual. Entretanto, em ratos, devido a dificuldades
técnicas na obtengdo de boas imagens para analise do efeito
Doppler e a alta freqiiéncia cardiaca destes animais que
funde as ondas E ¢ as ondas A, ¢ dificil a mensuragdo da
funcao diastolica [10].

A funcao diastolica p6s-IAM foi avaliada por PRUNIER
etal. [12] pela medida da imagem do anel mitral ao Doppler
tecidual em ratos. Estes autores mediram o pico de velocidade
E e A e o tempo de relaxamento isovolumétrico e
correlacionaram estes dados com a pressao diastolica final
do VE aferida invasivamente. Este estudo demonstrou uma
possivel correlacdo entre as medidas invasivas e nao
invasivas, porém evidenciou limitagcdes que devem ser
pesquisadas no futuro com novos trabalhos.

Mudangas na complacéncia miocardica podem alterar o
fluxo transmitral. A diminui¢ao da complacéncia do coragao
pode acarretar rapido aumento da pressdo ventricular no
inicio da diastole, resultando em encurtamento do tempo de
desaceleragdo. Isso ocorre porque o gradiente entre o AE e
VE diminui mais rapidamente e a velocidade de contragao
atrial pode se reduzir [8].

Trés padrdes de fluxo transmitral podem indicar disfuncao
diastolica. Primeiro, o “relaxamento atrasado” que ¢
caracterizado por diminui¢ao da onda E e aumento da onda
A com uma relagdo E/A < 1. Tal padrao de fluxo ¢
conseqiiéncia da alteracdo do relaxamento ventricular em
que a pressao diastélica precoce do VE € anormalmente
elevada. Segundo, o padrao de enchimento “pseudonormal”
caracterizado por relacdo E/A > 1. Finalmente, o padrao
“restritivo”, caracterizado pelo aumento da velocidade da
onda E (rapida desaceleragdo da E devido elevacdo da
pressdao do AE) e diminui¢do ou desaparecimento da onda
A, o que resulta em uma relagao E/A > 2 [6].

Observa-se que a andlise das curvas de velocidade do
fluxo mitral fornece informagdes tUteis para determinar as
pressdes de enchimento ventricular e a fungao diastélica.
Entretanto, o fluxo mitral ¢ dependente de multiplos fatores
como a velocidade e extensdo do relaxamento ventricular,
suc¢do e complacéncia atrial e ventricular e pressao atrial
esquerda. Além disso, o método para avaliar a funcao
diastolica pode ser bastante complexo limitando sua utilizagao,
tanto em humanos quanto em animais de experimentagao.

Durante a diastole ventricular, o AE € exposto
diretamente as pressodes intraventriculares através da valva
mitral aberta, sofrendo as influéncias de eventuais elevacdes
de pressdes de enchimento que alteram seu volume.
MOLLER etal. [8] advogam que o VAE pode ser uma medida
superior aos indices de velocidade das ondas E e A na
afericdo da funcdo diastolica, ja que sofre menor influéncia

de fatores externos, representando, assim, uma medida da
funcao diastolica cronica.

Os resultados encontrados evidenciaram aumento
significativo do VAE nas ratas infartadas, o que pode
significar disfuncdo diastolica p6s-IAM nesses animais. O
aumento do VAE ocorreu precocemente na primeira semana
pos-infarto e se manteve na terceira semana. O VAE nao
havia sido avaliado anteriormente no pos-infarto, em
estudos experimentais em ratos. Aspecto particular e
inesperado do presente estudo foi que ndo observamos
alteragdo significativa na velocidade das ondas A e E ao
Doppler apds o infarto. Este pardmetro tem sido utilizado
para avaliagdo da disfun¢o diastolica ventricular no pos-
infarto em humanos. Observou-se, também, tendéncia ao
aumento dos valores da relacdo E/A, que pode indicar
evolucdo para padrao pseudonormal ou restritivo da
disfuncao diastolica.

Os resultados encontrados sugerem que a medida do
VAE € um parametro mais confidvel na avaliacdo da fungao
diastolica do que a velocidade das ondas A e E ao Doppler
em ratos. Até o0 momento, ndo ha relatos na literatura de
descri¢do como esta.

A disfungao diastoélica do VE ¢ bastante prevalente na
populagio geral. E importante indicador prognéstico para
diversas doengas cardiacas, entre elas o IAM. A disfun¢ao
diastolica ¢ a incapacidade do ventriculo em aceitar fluxo
sangiiineo ou de fazé-lo sem um aumento compensatorio na
pressdo atrial esquerda. As influéncias fisioldgicas sobre
essas medidas sdo diversas e devem ser sempre
consideradas. TSANG et al.[9], em 2002, encontraram
correlacdo positiva entre VAE, idade, escore de risco
cardiovascular e dimensdes diastolica e sistdlica finais do
VE. A partir desse trabalho, o VAE tem sido utilizado como
adjuvante na analise da fun¢do diastélica. PRICHETT et
al.[10], em 2003, sugeriram que o VAE reflete a remodelacao
atrial associada a doenca cardiovascular.

Existem fatores que sabidamente podem interferir nos
resultados das medidas do VAE. A imagem em quatro cdmaras
coloca o atrio esquerdo muito distante do feixe de ultra-
som, podendo resultar em perda de resolugdo e limitagdo na
visibiliza¢do do endocérdio. A planimetria do atrio requer a
estimativa visual das paredes posterior e lateral, para excluir
a confluéncia das veias pulmonares e do apéndice atrial
esquerdo. Apesar disso, ndo observamos dificuldades
técnicas na obten¢do de imagens no plano de quatro
camaras, para a mensuragao do VAE.

O ecocardiograma transtoracico em ratos e camundongos
vem sendo utilizado progressivamente na avaliacdo da
func¢do sistélica e diastélica por diversos autores. A
aplicagdo do ecocardiograma associado ao Doppler nos
ratos ¢ um método de avalia¢ao da fungao cardiaca custo-
efetivo, valioso e pode analisar a fun¢ao miocardica apds
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utilizacdo de novas drogas e intervencdes cirurgicas e
genéticas sobre o sistema cardiovascular de forma
padronizada e reprodutivel, permitindo o estudo longitudinal
destes animais.

As velocidades E e A do fluxo mitral e sua relagdo com
disfun¢do diastolica ja estdo devidamente estudadas,
comprovando-se sua grande variabilidade em fung¢do de
variaveis como a freqiiéncia cardiaca e as condic¢des de pré
e pos-carga. Nosso trabalho sugere que o VAE seja ttil para
defini¢do da disfun¢ao diastélica do VE pos-IAM. O VAE
pode refletir aumento da pressdo diastolica final do VE,
secundario a disfungao sistolica e/ou diastodlica.
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