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Resumo

Uma das estratégias mais utilizadas para o estudo das
alteragbes fisiopatoldgicas decorrentes da oclusao coronariana
é o uso do modelo do infarto experimental no rato. Entre
outros fatores, esse fato é decorréncia da similaridade com
as alteragoes fisiopatoldgicas que ocorrem apés o infarto, em
humanos. Devemos considerar, entretanto, que esse modelo
possui caracteristicas que podem dificultar tanto o uso como
a interpretacao de eventuais resultados. Assim, essa revisao
tem como objetivo discutir as principais caracteristicas
do modelo do infarto experimental no rato, abordando
a técnica da oclusdo coronariana, as consequéncias e 0s
métodos de avaliacao morfolégica e funcional do infarto e
suas implicagoes clinicas.

Introducao

O infarto agudo do miocérdio (IAM) é definido como foco
de necrose resultante de baixa perfusao tecidual, com sinais
e sintomas consequentes da morte celular cardfaca.

Estima-se que, em todo o mundo, esta sindrome possa
ocorrer em proporgoes epidémicas. Poucas patologias
tiveram a sua evolugao alterada de maneira tao radical
como o IAM, com redugao acentuada da mortalidade, em
consequéncia das mudangas ocorridas no tratamento nos
Gltimos 30 anos™?. A mudanca no tratamento foi o resultado
dos avangos obtidos no estudo da patogénese do IAM e
de suas complicagbes. Este fato ressalta a importancia de
melhor entendimento sobre os mecanismos fisiopatol6gicos
das sindromes coronarianas agudas.

Um dos modelos mais utilizados para o estudo das
alteragbes fisiopatoldgicas decorrentes da oclusao coronariana
é o modelo do infarto experimental no rato. No entanto,
o modelo apresenta diversas caracteristicas peculiares que
podem dificultar seu manuseio. Assim, o objetivo dessa revisao
é discutir os principais aspectos metodolégicos relacionados

ao modelo de infarto experimental, no modelo do rato.
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Desenvolvimento do método

O modelo de IAM experimental no rato pela oclusao
da corondria esquerda foi descrito inicialmente por
Heimburger em 1946°. Com o passar dos anos, a técnica
foi modificada progressivamente por Johns e Olson?,
Kaufman e cols.” e Seyle e cols.®. No inicio da década de
1980, o método foi introduzido no Brasil na Faculdade
de Medicina de Botucatu’, disseminando-se por outros
servicos. Resumidamente, apds anestesia é realizada
toracotomia esquerda, entre 0 42 e o 52 espagos intercostais.
O coragao é exteriorizado por compressao lateral do térax e
a artéria corondria esquerda ligada com fio de sutura 5-0 a,
aproximadamente, 2 mm da origem, entre a borda do &trio
esquerdo e o sulco da artéria pulmonar (figura 1). A seguir, o
coragao é rapidamente recolocado na cavidade toracica, os
pulmoes expandidos com ventilagao positiva com oxigénio a
100% e o térax fechado**. O método descrito acima possui
varias vantagens. Em primeiro lugar, os animais podem ser
criados especificamente para os protocolos e com custo mais
baixo que animais maiores. Em segundo lugar, a cirurgia
é extremamente rapida, com duragao variando de 2 a 5
minutos. Outro aspecto é que devido as caracteristicas do
metabolismo, as etapas envolvidas na evolugao do infarto
como, por exemplo, necrose, cicatrizagao e remodelacao
ocorrem rapidamente, o que diminui o tempo de observagao
dos estudos. Finalmente, as alteragoes morfolégicas e
funcionais decorrentes do infarto se assemelham aquelas
encontradas em humanos®®.

Animais e cirurgia

As cepas mais frequentemente utilizadas sao Wistar e
Sprague-Dawley, dependendo do servigo. Usualmente,
utilizam-se animais pesando entre 200 e 250 gramas. Nessa
faixa de peso, o rato é considerado adulto jovem, situa-se
numa fase evolutiva caracterizada por crescimento lento e
apresenta mortalidade cirdrgica menor que animais mais
velhos. Recomenda-se também trabalhar com animais
do mesmo sexo, pelo fato de que essa varidvel pode ser
importante fator de regulagdo das adaptagoes cardiacas, em
resposta a diversos estimulos' .

Em relagdo a anestesia, diversos agentes tém sido utilizados.
Dentre eles, destacam-se os inalatérios, como o éter e o
isoflurano, pois esses farmacos sao relativamente baratos e
apresentam a vantagem de terem curta duragdo de agao,
além de permitirem a variagao da intensidade da anestesia
durante a cirurgia'.

Barbittricos ou a associacdo de cloridrato de cetamina
(50 mg/kg) e cloridrato de xilidino (1mg/kg) também
sao frequentemente utilizados por via intraperitonial ou
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Fig. 1 - Infarto experimental. Exteriorizagéo do coragdo para sutura coronaria
a 2 mm da origem, entre a borda do &trio esquerdo e o sulco da artéria
pulmonar.

intramuscular. Esses agentes sao de rapida agao e podem
produzir plano anestésico em 5 minutos. E importante lembrar
que os agentes com curta meia vida sao preferiveis aos de
longa agao™.

Durante o procedimento, recomenda-se que os animais
sejam ventilados artificialmente, com suplementacao de
oxigénio. Para isso, os animais podem ser ventilados por
compressao nasal, com cateter, ou serem submetidos a
ventilagdo mecdnica apds entubagao orotraqueal com cateter
ndmero 16'°.

Apbs a cirurgia, os analgésicos mais utilizados sao morfina,
meperidina, dipirona ou paracetamol. Outro aspecto é que
as condigoes ambientais devem ser mantidas constantes, pois
variagoes de temperatura, por exemplo, podem aumentar a
mortalidade apds o infarto.

Mortalidade

A mortalidade verificada nas primeiras 24 horas ap6s a
cirurgia situa-se comumente entre 40 e 60%. Entre as causas
de morte nesse periodo destacam-se fatores relacionados
ao procedimento cirdirgico, como pneumotérax e depressao
respiratéria e fatores associados a faléncia da bomba cardiaca,
como o edema agudo de pulmao''. A principal causa
de o6bito nesse modelo, entretanto, é a alta prevaléncia
de arritmias malignas, como a taquicardia ventricular
sustentada e a fibrilagao ventricular. Opitz e cols. encontraram
mortalidade de 65% nas 48 horas apds o infarto. Por meio
de monitorisagao continua, os autores mostraram que 96%
dos animais submetidos ao IAM apresentaram centenas de
episodios de taquicardia ventricular e ao menos 20 episddios
de fibrilacao ventricular. Adicionalmente, foram evidenciados
2 periodos distintos de arritmia: o primeiro periodo incluiu os
primeiros 30 minutos ap6s a oclusao coronariana e o segundo,
responsavel por 65% dos 6bitos, incluiu o periodo entre 1,5
e 9 horas ap6s o infarto'.

Em relacao ao periodo crénico pés-IAM, a mortalidade
encontrada nesse modelo é extremamente variavel, sendo

que o principal determinante desse evento é o tamanho
do infarto. Nesse sentido, Pfeffer e cols.", acompanhando
animais infartados por periodo de um ano, verificaram
que para infartos pequenos (5 a 19,9% do ventriculo
esquerdo), moderados (20 a 39,9%) e grandes (= 40%), as
taxas de mortalidade ficaram ao redor de 50%, 75% e 85%,
respectivamente’.

Aspectos relacionados ao tamanho
do infarto

Um dos aspectos mais relevantes desse modelo
relaciona-se ao tamanho do infarto. Aceita-se que esse
parametro resultante da oclusdao coronariana, em sua
porcao proximal, ndo é uniforme, variando de 4% a 65%".
Esse fato é consequéncia da incapacidade de se ocluir
a corondria exatamente no mesmo ponto, em todos os
animais e de eventuais variacoes anatomicas entre eles.
Assim, esse modelo ndo é adequado para a verificagao de
efeito redutor de tamanho do infarto por meio de diferentes
intervengoes, ja que eventuais diferencas no tamanho do
infarto podem ser inerentes a variabilidade do método. Em
consequéncia, recomenda-se primeiro a andlise da drea
de risco comprometida pela ligagao da artéria coronaria
em determinado ponto, por meio da injecao de corantes.
Posteriormente, partindo-se da drea de risco, verifica-se o
tamanho da drea infartada final'>'c.

Outro fator a ser considerado é o local de oclusdo da
artéria corondria. Ocorrendo oclusdo muito préxima a origem,
ha o comprometimento da artéria septal e o tamanho do
infarto pode ser maior que 65%. Nesse caso, entretanto, a
mortalidade dos animais é de 100%'*.

Outra caracteristica relevante € que, nesse modelo de IAM
experimental, a porcentagem do infarto no dpice é maior que
na base do ventriculo esquerdo. Por esse motivo, o método
mais utilizado para a determinagdo do tamanho do infarto é
o que utiliza varios cortes transversais. O tamanho do infarto
é determinado pela média de todos os cortes. Diferentes
autores, no entanto, observaram que o corte transverso medial
do ventriculo esquerdo, entre 5 e 6 mm a partir do apice,
reflete o tamanho do infarto de todo o ventriculo esquerdo'’'®.
Assim, a utilizagdo apenas dessa regido simplificaria a
determinacao do tamanho do infarto.

Em relagdo aos métodos utilizados para a determinagao
do tamanho do infarto, essa varidvel vem sendo avaliada,
preferencialmente, por 4 diferentes métodos: 1) determinagao
da drea infartada em relagdo a drea do ventriculo esquerdo,
determinada por histologia ou por planimetria; 2) histologia
com a determinagdo do perimetro interno da regiao infartada
em relagdo ao perimetro total da cavidade; 3) histologia com a
determinagao das circunferéncias epicardicas e endocardicas
dos segmentos infartados e ndo infartados e 4) ecocardiograma
com a determinacao do perimetro interno da regido infartada
em relagdo ao perimetro total da cavidade.

O método mais recomendado para a determinagao do
tamanho do infarto é a determinagao das circunferéncias
epicardicas e endocdrdicas dos segmentos infartados e nao
infartados (Figura 2)'2'*'. Limitagao potencial ao emprego de
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diferentes técnicas é que, como ja dito, o tamanho do infarto
pode variar dependendo do método utilizado.

Em relagao a determinacdo do tamanho do infarto pela
area, devemos considerar que, apés o infarto ocorrem
alteragoes dindmicas tanto no segmento infartado como na
regiao nao infartada. Na regido infartada, o tecido necrético
é substituido por tecido fibroso de cicatrizagdo. Nas fases
mais tardias do processo cicatrizacao, ocorre contragao da
drea fibrética®. Por outro lado, na drea nao infartada do
ventriculo esquerdo ocorrem diferentes graus de hipertrofia
cardiaca, como adaptagao a perda dos miécitos. Por causa
dessas alteragbes, a determinagao do tamanho do infarto por
volume ou drea pode resultar em erro, jd que a reabsorgao e
retragao da area infartada, somadas a hipertrofia da drea nao
infartada, podem resultar em subestimacao do tamanho do
infarto em relagao a drea infartada original''+2°.

Outro método utilizado para a determinagao do tamanho
do infarto é a medida do perimetro interno do segmento
infartado, em relacao ao perimetro total da cavidade ventricular.
Essa andlise pode ser feita por dois métodos: ecocardiograma
e histologia. No entanto, a exemplo da estimativa por érea,
esses métodos podem apresentar importantes limitagoes.
Simultaneamente a necrose das miofibrilas, ha desintegragao
do colageno interfibrilar pela ativagao de enzimas proteoliticas.
Esse fato ocasiona perda do tecido de sustentacdo, o que
torna a regido mais distensivel e, consequentemente, mais
susceptivel as deformagdes. Assim, pode ocorrer deslizamento
de areas musculares necréticas, com realinhamento dos
midcitos na parede infartada. Como resultado, ha afilamento
da regiao e dilatacao do segmento infartado. Essa dilatagao
aguda, caracterizada por adelgacamento e distensao da regiao
infartada é denominada expansao do infarto*-*. Portanto,
em decorréncia da expansao, a determinagdo do tamanho
do infarto pelos perimetros internos pode superestimar o
tamanho do IAM*.

Caracteristicas morfologicas

Em relacdo as caracteristicas anatémicas do coracdo
do rato, a artéria corondria esquerda origina-se entre a
borda do éatrio esquerdo e o sulco da artéria pulmonar.
Adicionalmente, verificou-se que a artéria corondria
esquerda em sua porcao proximal, é usualmente
intramiocardica, retornando a superficie epicardica a
aproximadamente 3 a 4 mm de sua origem*. O rato nao
possui artéria cincunflexa verdadeira®. A porcao proximal da
artéria corondria esquerda, praticamente no 6stio, da origem
ao ramo septal e, mais abaixo, ao ramo correspondente a
circunflexa'. Essa caracteristica anatémica assegura que o
ramo septal tenha origem acima do local onde é realizada
a oclusao coronariana. Assim, este modelo caracteriza-
se por apresentar infarto da parede livre do ventriculo
esquerdo, sem comprometimento do septo interventricular.
Consequentemente, essa regiao é usada como controle para
estudos morfolégicos e bioquimicos'”.

Outra caracteristica anatdomica desse modelo é que
o rato tem escassa circulagao colateral, a exemplo do
humano. A oclusdo corondria ocasiona, dessa forma,
infartos invariavelmente transmurais, tornando os infartos
subendocardicos evento raro, ao redor de 3%**.
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Fig. 2 - Avaliagdo do tamanho do infarto por meio da determinagéo das
circunferéncias epicérdicas e endocardicas dos segmentos infartados (direita)
em relagdo as circunferéncias epicardicas e endocardicas totais do ventriculo
esquerdo (esquerda).

Outro aspecto pertinente desse modelo relaciona-se
ao comprometimento do musculo papilar. Ao contrario
do modelo do cao, em que a oclusdo coronariana leva a
necrose do musculo papilar em 85% dos casos, o0 modelo
de infarto no rato caracteriza-se por preservagao do misculo
papilar posterior. Andlise histolégica mostrou que, no rato,
a oclusdo coronariana nao resultou em comprometimento,
ou leva a comprometimento minimo, desse mdsculo. A
explicagao para esse fendmeno é que a irrigagao do musculo
papilar posterior é feita pelo ramo septal da artéria coronaria
esquerda que, como discutido acima, nao é comprometido
pela oclusao coronariana'’.

Em relagao as caracteristicas da cicatrizagdo apds a
oclusao coronariana, o modelo do rato também mostra
peculiaridades?*'. Ativacao de metaloproteases (MMP),
enzimas proteoliticas responsaveis pela degradacao
do coldgeno, foi identificada 1 hora ap6s a oclusao
coronariana®. Inicialmente, a MMP-1 degrada o colageno
fibrilar e posteriormente, as MMP-2, MMP-3 e MMP-9
degradam esses fragmentos®. Estudo prévio sugere que, 3
horas ap6s a oclusdo coronariana, cerca de 50% do coldgeno
ja tenha sido degradado®. Essa atividade proteolitica cessa
ap6s uma semana do infarto?”. Concomitantemente a
atividade proteolitica, outras alteragoes foram identificadas.
Com 24 horas, a necrose muscular torna-se evidente,
acompanhada inicialmente por infiltragao neutrofilica e,
posteriormente, por infiltrado linfocitico e monocitico®.
Ap6s 3 a 4 dias da oclusdo coronariana, inicia-se o acimulo
de células semelhantes aos fibroblastos, mas com actina
em sua composigao, os miofibroblastos. Aceita-se que
os miofibroblastos sejam fibroblastos modificados pelo
TGF-B secretado pelos monécitos e responsaveis pela
sintese de colageno | e lll, que comega a acumular-se na
regido periférica do infarto no terceiro dia e torna-se bem
organizado 14 dias apés o IAM. O processo de cicatrizagao
estaria completo apds 21 dias da oclusdo coronariana®'.

Outro aspecto que deve ser considerado é que, em
animais com grandes infartos, as dreas ndo infartadas do
ventriculo esquerdo e do ventriculo direito exibem aumento
da expressdo de RNAm para pré-colageno tipo | e I,
iniciando-se entre os dias 4 e 7 ap6s o IAM podendo resultar
em actimulo de coldgeno progressivo. Dessa forma, grandes
infartos frequentemente acompanham-se de diferentes graus
de fibrose nas areas nao infartadas®.
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Uma das principais caracteristicas do infarto do miocardio
liga-se ao fato de que a perda de tecido contratil desencadeia
processo adaptativo de crescimento celular do tecido nao
infartado®**”. No modelo do rato, a hipertrofia do ventriculo
esquerdo se caracteriza por ser de padrao excéntrico, é
evento precoce e pode ser detectada no terceiro dia ap6s a
oclusdo coronariana. Apés trés a quatro semanas, o grau de
hipertrofia aumenta entre 30% e 60%. No ventriculo direito,
também pode ocorrer hipertrofia, caracteristicamente de
padrao concéntrico e correlacionada a elevagdes da pressao
diastélica final do ventriculo esquerdo e da pressao sistélica
ventricular direita’. No entanto, de forma semelhante ao
que ocorre no ventriculo infartado, a hipertrofia do ventriculo
direito estd presente no terceiro dia e atinge porcentual de
30%, ao final de um més?*3°.

Finalmente, a exemplo do que ocorre na regido infartada,
a regido nao infartada, principalmente a que separa o tecido
infartado do tecido ndao comprometido, também pode ser
alvo da ativagao das MMP. Como consequéncia, feixes de
midcitos viaveis podem sofrer processo de deslizamento e
realinhamento muscular (side-to-side slipage)*.

Assim, consequentemente ao processo de expansao, de
hipertrofia ventricular (de caracteristica excéntrica) e do
deslizamento celular na regiao limitrofe com o infarto, a
cavidade infartada pode aumentar de didmetro e perder sua
geometria eliptica normal, assumindo configuracao esférica.
Essas mudangas no tamanho, massa e geometria ventricular
caracterizam, clinicamente, o processo de remodelacao
cardfaca ap6s o infarto*'-

Caracteristicas funcionais

As consequéncias hemodinamicas decorrentes da
oclusdo coronariana no rato ja estao bem documentadas.
Em diferentes estudos, verificou-se que o infarto ocasiona
queda de diversas varidveis funcionais como: volume
sistélico, débito cardiaco, pressao sistélica do ventriculo
esquerdo, primeira derivada positiva de pressao e derivada
negativa de pressdo. Paralelamente, ocorre aumento
da pressao diastélica final do ventriculo esquerdo e da
constante de tempo de declinio da pressao isovolumétrica.
O infarto se acompanha, portanto, por disfuncao tanto
sist6lica como diastélica, que ja sdo identificadas 3 horas
apés a oclusao coronariana'451,

Em relagdo aos mecanismos envolvidos na disfuncao
ventricular, existem evidéncias de que até as primeiras
trés semanas ap6s grandes infartos, a fungdo do musculo
nao infartado é normal, apesar da funcao da camera estar
deprimida®. Por outro lado, com seis semanas, a fungao
muscular esta deprimida®?. Assim, essas evidéncias sugerem
que, inicialmente, a disfuncdo ventricular é consequéncia
da perda de tecido contratil, secundaria ao infarto.
Cronicamente, entretanto, o musculo remanescente fica
disfuncional, provavelmente em decorréncia do processo de
remodelacdo pés-infarto.

Uma das principais caracteristicas desse modelo é que as
alteragbes funcionais guardam estreita relagao com o tamanho
do infarto. Assim, ratos com infartos menores que 30% nao
apresentaram anormalidades hemodinamicas. Animais com

infartos moderados (31-46%) tiveram valores hemodinamicos
basais normais, mas reduzida capacidade de gerar pressao. Por
outro lado, ratos com infartos grandes (>46%) apresentaram
insuficiéncia cardiaca, com elevadas pressoes de enchimento e
redugdo do débito cardiaco'?. Portanto, esse modelo propicia
o estudo de diferentes graus de disfungao ventricular.

Finalmente, o modelo de infarto experimental no rato
também permite a avaliagdo da fungdo ventricular direita.
Assim, em estudo prévio, no qual utilizou-se preparagao de
coracao isolado, perfundido por solugao nutriente, identificou-
se diminuicao da pressao sistélica, que se correlacionava, de
forma linear, ao aumento da massa ventricular direita®.

Avaliacao morfologica, funcional e clinica
de insuficiéncia cardiaca

Para avaliagao de hipertrofia, em diferentes modelos de
agressao cardiaca, comumente se utiliza a relagao entre o
peso do ventriculo esquerdo ajustado pelo peso corporal do
animal ou pela tibia. No modelo do infarto, no entanto, a
complexa interagdo de eventos tais como a reabsorgao do
tecido necrético e a quantidade de colageno da cicatriz pode
interferir com o peso do ventriculo infartado de modo a nao
refletir real crescimento celular. Desse modo, a utilizacao do
diametro transverso do miécito é preferivel para a avaliagao
do grau de hipertrofia do ventriculo esquerdo, nesse
modelo®. Por outro lado, para a determinagao da hipertrofia
do ventriculo direito, relagdes com o peso corporal podem
ser usadas®.

Para a avaliacdo da quantidade de colageno do tecido
ndo infartado, os métodos mais usualmente utilizados
sao: determinagdo da hidroxiprolina®®, fracao de colageno
intersticial’” e detecgdo de colageno | e 111%°, por meio da
analise do RNA ou de anticorpos anti colageno | e [ll. Um dado
importante é que apesar de ser método indireto, verificou-se
estreita correlagao entre o método bioquimico e a quantidade
de colageno analisada por morfometria®:.

Para avaliacdo funcional, diversos métodos estao
disponiveis: andlise pelo musculo papilar®, coragao
isolado®°? e avaliagdo hemodinadmica invasiva'>®. Nos
Gltimos anos, porém, o ecocardiograma vem ganhando
espaco na avaliacdo morfolégica e funcional de ratos
infartados. Existem intimeras variaveis funcionais que podem
ser utilizadas, mas as mais frequentes sao: fragao de variagao
de drea, fragao de encurtamento, débito cardiaco, escores
de movimentagao da parede infartada, fluxo transmitral e
indice de performance cardiaca’"*+7.

Existem diversas variaveis clinicas que podem ser utilizadas
para o diagndstico de insuficiéncia cardiaca nesse modelo,
dentre as quais destaca-se: aparéncia geral, lentiddo de
movimentos, alteragoes na pelagem, retardo de crescimento,
peso corporal e dispnéia. Essas varidveis, entretanto, podem
ser pouco sensiveis para o diagnéstico de congestao ou
de baixo débito cardiaco'. Os trabalhos pioneiros para a
detecgao clinica dos sinais de insuficiéncia cardiaca em
ratos foram realizados por Bing e cols., que estudaram ratos
espontaneamente hipertensos com disfuncao cardiaca®®°. Os
dados sobre a incidéncia de insuficiéncia cardiaca pés-infarto
e a possibilidade de seu reconhecimento clinico em ratos, no
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entanto, sdo escassos. Recentemente, utilizando-se o modelo
de ratos com infartos moderados e grandes, verificou-se
que a prevaléncia de sinais clinicos e anatomo-patolégicos
de insuficiéncia cardiaca foi: taquipnéia (46%), congestao
hepadtica (21%), trombo em étrio esquerdo (21%), ascite (25%),
derrame pleuro-pericardico (71%) e presenca de hipertrofia
do ventriculo direito (100%)".

Implicacoes

A primeira implicacao desse modelo relaciona-se ao fato
de que, por resultar frequentemente em grandes infartos
transmurais, localizados na parede anterior, o0 modelo de
infarto no rato é ideal para o estudo da fisiopatologia da
remodelagao pés-infarto, ja que essas varidveis sao as grandes
determinantes da presenca e intensidade do processo de
remodelacao*™.

Outra implicagao é a similaridade com as alteragoes
fisiopatoldgicas que ocorrem ap6s o infarto, em humanos®?.
Por essa razao, esse modelo é ideal para o estudo de
intervengbes terapéuticas para minimizar as alteragbes
morfolégicas e funcionais que podem ocorrer apds o infarto.
Assim, muitas das intervengdes utilizadas em pacientes com
infarto foram inicialmente analisadas no modelo do rato
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