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Associacao entre Variaveis Funcionais e Insuficiéncia Cardiaca apos
o Infarto do Miocardio em Ratos

Association between Functional Variables and Heart Failure after Myocardial Infarction in Rats

Bertha F. Polegato, Marcos F. Minicucci, Paula S. Azevedo, Andréa F. Gongalves, Aline F. Lima, Paula F. Martinez,
Marina P Okoshi, Katashi Okoshi, Sergio A. R. Paiva, Leonardo A. M. Zornoff
Faculdade de Medicina de Botucatu — Universidade Estadual Paulista “Jdlio de mesquita Filho” — UNESP, Botucatu, SP — Brasil

Resumo

Fundamento: A predicao de insuficiéncia cardiaca apés o infarto agudo do miocardio pode ter importantes implicacées clinicas.

Objetivo: Analisar as variaveis funcionais ecocardiograficas associadas com insuficiéncia cardiaca no modelo do infarto
em ratos.

Métodos: Os animais foram divididos em dois grupos: infarto e controle. Apés, os animais infartados foram divididos
em grupos com e sem insuficiéncia cardiaca. Os valores preditivos foram avaliados por regressao logistica. Os valores
de corte preditivos de insuficiéncia cardiaca foram determinados por meio de curvas ROC.

Resultados: Ap6s 6 meses da cirurgia, 88 animais com infarto e 43 animais controle foram incluidos no estudo.
O infarto aumentou os diametros das cavidades esquerdas, a massa e a espessura da parede do ventriculo esquerdo.
Adicionalmente, o infarto resultou em disfuncao sistélica e diastélica, caracterizada por menores valores da fracao de variacao
de drea, velocidade de encurtamento da parede posterior, tempo de desaceleracao da onda E, associada com maiores valores
da relacao E/A e tempo de relaxamento isovolumétrico ajustado pela frequéncia cardiaca. Dentre os animais infartados,
54 (61%) desenvolveram insuficiéncia cardiaca. Ratos com insuficiéncia cardiaca apresentaram maiores indices de massa e
diametros das cavidades esquerdas, associadas com piora das variaveis funcionais. A fracao de variacao de drea, relacao E/A,
tempo de desaceleracao da onda E e tempo de relaxamento isovolumétrico ajustado pela frequéncia cardiaca foram variaveis
funcionais preditoras de insuficiéncia cardiaca. Os valores de corte das variaveis funcionais associados com insuficiéncia
cardiaca foram: fracao de variacao de drea < 31,18%; E/A > 3,077; tempo de desaceleracao da onda E < 42,11 e tempo de
relaxamento isovolumétrico ajustado pela frequéncia cardiaca < 69,08.

Conclusao: Em ratos acompanhados por 6 meses apds o infarto, a fracao de variacao de area, relacao E/A, tempo de
desaceleracao da onda E e tempo de relaxamento isovolumétrico ajustado pela frequéncia cardiaca sao preditores do
aparecimento de insuficiéncia cardiaca. (Arq Bras Cardiol. 2016; 106(2):105-112)

Palavras-chave: Insuficiéncia Cardiaca / complicacées; Infarto do Miocardio; Ratos; Disfuncao Ventricular.

Abstract

Background: Heart failure prediction after acute myocardial infarction may have important clinical implications.
Objective: To analyze the functional echocardiographic variables associated with heart failure in an infarction model in rats.

Methods: The animals were divided into two groups: control and infarction. Subsequently, the infarcted animals were divided into groups:
with and without heart failure. The predictive values were assessed by logistic regression. The cutoff values predictive of heart failure were
determined using ROC curves.

Results: Six months after surgery, 88 infarcted animals and 43 control animals were included in the study. Myocardial infarction increased
left cavity diameters and the mass and wall thickness of the left ventricle. Additionally, myocardial infarction resulted in systolic and diastolic
dysfunction, characterized by lower area variation fraction values, posterior wall shortening velocity, E-wave deceleration time, associated with
higher values of E / A ratio and isovolumic relaxation time adjusted by heart rate. Among the infarcted animals, 54 (61%) developed heart failure.
Rats with heart failure have higher left cavity mass index and diameter, associated with worsening of functional variables. The area variation
fraction, the E/A ratio, E-wave deceleration time and isovolumic relaxation time adjusted by heart rate were functional variables predictors of
heart failure. The cutoff values of functional variables associated with heart failure were: area variation fraction < 31.18%; E/ A > 3.077; E-wave
deceleration time <42.11 and isovolumic relaxation time adjusted by heart rate <69.08.

Conclusion: In rats followed for 6 months after myocardial infarction, the area variation fraction, E/A ratio, E-wave deceleration time and
isovolumic relaxation time adjusted by heart rate are predictors of heart failure onset. (Arq Bras Cardiol. 2016; 106(2):105-112)
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Introducao

A sindrome de insuficiéncia cardiaca é considerada um
problema de satide publica com importantes implicagoes
progndsticas. Nesse sentido, ao redor de 50% dos pacientes
com diagnoéstico de disfuncao cardiaca morrerao no periodo
de 5 anos. Adicionalmente, 40% dos pacientes morrem
no periodo de 1 ano apés a primeira hospitalizacao por
insuficiéncia cardiaca, sendo boa parte dos ébitos por
morte sibita.?

Atualmente, acredita-se que o infarto do miocdrdio (IM) seja
a principal etiologia da disfungao ventricular. Nesse sentido,
estudos epidemioldgicos sugerem que os sinais e sintomas
de insuficiéncia cardiaca estao presentes em 25% dos casos
de IM. Além disso, aproximadamente 40% dos casos de IM
sdo acompanhados por alteragoes sist6licas do ventriculo
esquerdo (VE). Recentemente, evidenciou-se que 10% dos
pacientes com IM apresentam padrao restritivo, sugerindo
disfuncao diastélica grave.’> Assim, a associagao entre IM e
disfuncao ventricular nao pode ser negligenciada.

Uma das estratégias mais utilizadas para o estudo das
alteracoes funcionais decorrentes da oclusao coronariana é o
uso do modelo do infarto experimental no rato. Entre outros
fatores, isso é decorréncia do baixo custo e da simplicidade
do manejo dos animais. O fator mais importante, no entanto,
refere-se a similaridade com as alteragdes fisiopatolégicas que
ocorrem apés o infarto, em humanos.*

O ecocardiograma vem sendo bastante utilizado no estudo
das alteragoes morfolégicas e funcionais apés a oclusao
coronariana.>'® No entanto, ndo tem havido consenso sobre
quais variaveis funcionais sao preditoras de insuficiéncia
cardiaca nesse modelo. Assim, nosso objetivo foi avaliar as
varidveis funcionais associadas com quadro de insuficiéncia
cardiaca no modelo indicado. Adicionalmente, pretendemos
determinar os valores criticos de predicao de insuficiéncia
cardiaca para cada variavel.

Métodos

O protocolo experimental do presente trabalho foi
aprovado pela Comissio de Etica em Experimentagao Animal
de nossa instituicao, estando em conformidade com os
Principios Eticos na Experimentagido 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 quetamina (70 mg/kg) e xilazina
(5 mg/kg), e submetidos a toracotomia lateral esquerda.
Apbs exteriorizacdo do coracdo, o atrio esquerdo foi
afastado, e a artéria corondria esquerda foi ligada com fio
monondilon 5-0 entre a saida da artéria pulmonar e o atrio
esquerdo. A seguir, o coragao retornou ao térax, os pulmoes
foram inflados com pressao positiva e o térax, fechado por
suturas com algodao 10. Em 43 animais, ndo foi realizada
oclusao coronariana (Grupo controle).

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

Estudo ecocardiografico

O ecocardiograma foi realizado 6 meses apés o infarto.
Os animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina
(50 mg/kg) e xilazina (1 mg/kg), por via intramuscular, para
o estudo ecocardiografico. Apos tricotomia da regiao
anterior do tdrax, os animais foram posicionados em
decubito dorsal em canaleta especialmente projetada e que
permite leve rotacao lateral esquerda para realizacao do
exame, utilizando-se equipamento da Philips (modelo HDI
5000) dotado de transdutor eletronico multifrequencial até
12 MHz. Todas as medidas foram efetuadas de acordo com
as recomendagoes da American Society of Echocardiography/
European Association of Echocardiography.?' A imagem da
cavidade ventricular esquerda foi obtida posicionando o
cursor do modo-M entre os musculos papilares, logo abaixo
do plano da valva mitral. O diametro diast6lico do VE
(DDVE) e a espessura septal do VE (HDVE) foram medidos
no momento correspondente ao didametro maximo da
cavidade. O didmetro sistélico do VE (DSVE) foi medido no
momento da excursao sistélica maxima da parede posterior
da cavidade. As dreas diastélicas (AD) e sist6licas (AS) do
VE foram medidas no modo bidimensional, por meio de
planimetria, no plano paraesternal do eixo menor.

A funcao sistélica do VE foi avaliada calculando-se a fracao
de variacdo de area (FAV = (AD-AS)/AD) e a velocidade de
encurtamento da parede posterior (VEPP). A fungao diastélica
foi avaliada pela relagdo E/A, pelo tempo de desaceleragao da
onda E (TDE) e pelo tempo de relaxamento isovolumétrico
ajustado pela frequéncia cardiaca (TRIV/RR).22%

Analise histologica

Apds o estudo ecocardiografico, os animais foram
sacrificados e os coracoes foram retirados e dissecados.
Os ventriculos direito e esquerdo, incluindo o septo
interventricular, foram separados. Amostras de tecido
cardiaco foram fixadas em solucao 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 camera de video, que envia imagens
digitais a um computador dotado de programa de andlise de
imagens Image Pro-plus (Media Cybernetics, Silver Spring,
Maryland, EUA).

O tamanho do infarto foi determinado em cortes entre
5 e 6 mm do apice, pelo fato de os valores desta 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
epicardicas e endocardicas dos segmentos infartados e nao
infartados. O tamanho do infarto é expresso como porcentual
das medidas da circunferéncia ventricular.
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Critérios de insuficiéncia cardiaca

O diagnéstico de insuficiéncia cardiaca foi feito pela
deteccao de trombo no atrio esquerdo, derrame pleural,
ascite e hipertrofia do ventriculo direito, caracterizado pela
relagdo do peso do ventriculo direito ajustado pelo peso
corpéreo > 0,8 mg/g, conforme descrito previamente.*2¢2

Analise estatistica

As comparagoes entre os grupos apés 6 meses foram feitas
com o teste t de Student quando os dados apresentavam
distribuicdo normal. Quando os dados apresentavam
distribuigdo nao normal, as comparagdes entre os grupos
foram feitas com o teste U Mann-Whitney. Os dados foram
expressos em média + desvio padrdao ou mediana, com
percentil 25 e 75. Os valores preditivos foram analisados por
regressao logistica. Nessa andlise, utilizamos, como variavel
dependente, a presenga ou nao de insuficiéncia cardiaca.
Os valores de corte preditivos de insuficiéncia cardiaca
foram determinados por meio de curvas ROC. O nivel de
significancia foi 5%. As andlises estatisticas foram feitas com
o programa SigmaPlot para Windows v12.0 (Systat Software
Inc., San Jose, CA, USA).

Resultados

Apbs 6 meses da cirurgia, 88 animais com infarto (I) e
43 animais controle (C) foram incluidos no estudo.

As variaveis ecocardiograficas estao mostradas na
Tabela 1. Conforme esperado, o infarto aumentou os
diametros das cavidades esquerdas, a massa e a espessura
da parede do VE. Adicionalmente, o infarto resultou em
disfuncao sistélica e diastélica, caracterizada por menores
valores da FAV, VEPP. TDE, associada com maiores valores
da relacdo E/A e TRIV/RR.

Considerando os animais infartados, 54 animais (61%)
desenvolveram insuficiéncia cardiaca. Os animais com

Tabela 1 - Estudo ecocardiografico apés 6 meses de observagao

insuficiéncia cardiaca apresentaram maiores infartos
(43,5 = 7,5% vs. 40,0 £ 8,1%; p = 0,044), maiores indices
de massa e diametros das cavidades esquerdas, associados
com piora das variaveis funcionais, em comparagao com os
animais infartados sem insuficiéncia cardiaca (Tabela 2).

Na Tabela 3, estao os resultados das andlises de
regressao. FAV, relagao E/A, TDE e TRIV/RR foram as
varidveis funcionais preditoras de insuficiéncia cardfaca.
No entanto, verificamos que o valor preditivo foi baixo
para as varidveis funcionais, sugerindo a importancia de
outras varidveis. Adicionalmente, os valores de corte das
variaveis funcionais, associados com insuficiéncia cardiaca,
foram: FAV: < 31,18% (Figura 1); E/A: > 3,077 (Figura 2);
TDE: < 42,11 ms (Figura 3) e TRIV/RR: < 69,08 (Figura 4).

Discussao

O objetivo de nosso trabalho foi avaliar as varidveis
funcionais associadas com quadro de insuficiéncia cardfaca,
no modelo do IM experimental em ratos. Nossos dados
sugeriram que FAV, relacdo E/A, TDE e TRIV/RR sao preditores
de insuficiéncia cardiaca 6 meses ap6s o infarto.

O primeiro aspecto a ser considerado é que, em
nosso estudo, a maioria dos animais (61%) com infarto
desenvolveu quadro de insuficiéncia cardiaca. Em estudo
prévio, determinamos que, para o desenvolvimento de
insuficiéncia cardiaca, nesse modelo, sao necessarios infartos
comprometendo 40% do VE.?* Em acordo com esse conceito,
nesse estudo , os animais apresentaram, em média, grandes
infartos. Nesse sentido, podemos inferir que o modelo de
oclusdo coronariana em ratos é adequado para o estudo da
sindrome de insuficiéncia cardfaca.

O segundo aspecto relevante refere-se ao fato de que,
conforme esperado, os animais com insuficiéncia cardiaca
apresentaram piora das varidveis funcionais relativas a
funcao sistélica, em comparagdo com os animais sem
insuficiéncia. No entanto, na analise de regressao, a

Variaveis Controle (n = 43) 1AM (n = 88) Valor de p
AE (mm) 5,80 (5,55-6,10) 7,72 (6,70-8,59) < 0,001
DDVE (mm) 8,39 (8,12-8,80) 10,96 (10,32-11,73) < 0,001
DSVE (mm) 4,34 (4,08-4,66) 8,70 (7,61-9,75) <0,001
IMVE 1,94 (1,74-2,11) 3,33 (2,79-4,09) <0,001
E/A 1,55 (1,40-1,69) 1,68 (1,32-4,85) 0,085
TRIVIRR 59,3 (5452-64,8) 70,4 (61,4-77,9) < 0,001
TDE ( ms) 45 (41-55) 39(33-48 < 0,001
FAV (%) 67 (64-71) 33 (35-36) < 0,001
VEPP (mm/s) 37 (35-39) 25 (20-28) < 0,001
EDPP 1,49 (1,43-1,59) 1,70 (1,59-1,87) < 0,001

Os dados séo expressos em mediana com percentil 25 e 75. IAM: animais infartados; AE: didmetro do &trio esquerdo; DDVE: didametro diastdlico do ventriculo
esquerdo; DSVE: didmetro sitélico do ventriculo esquerdo; IMVE: indice de massa do ventriculo esquerdo; E/A: relagdo entre as ondas E e A; TRIV/RR: tempo de
relaxamento isovolumétrico ajustado pela frequéncia cardiaca; TDE: tempo de desaceleragdo da onda E; FAV: fragdo de variagdo de area; VEPP: velocidade de

encurtamento da parede posterior; EDPP: espessura diastélica da parede posterior.
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Tabela 2 - Estudo ecocardiografico de animais infartados apds 6 meses de observagéo

Variaveis Sem IC (n = 34) Com IC (n = 54) Valor de p
AE (mm) 6,90 1,29 8,16 + 1,30 < 0,001
DDVE (mm) 10,6 0,84 11,4 +£1,05 < 0,001
DSVE (mm) 817+1,13 9,02+ 1,39 0,002
IMVE 3,14 (2,81-3,59) 3,64 (2,78-4,50) 0,018
E/A 1,43 (1,24-1,70) 3,91 (1,35-6,27) 0,002
TRIVIRR (ms) 739+121 66,7 + 12,0 0,008
TDE (ms) 43,1+88 383+10,2 0,036
FAV (%) 33,3+8,6 296+76 0,040
VEPP 25,9 (22,6-28,4) 24,2 (20,6-28,3) 0,344

Os dados séo expressos em média * desvio padréo (para distribuigdo normal) ou mediana com percentil 25 e 75 (para distribuigdo ndo normal). IC: insuficiéncia
cardiaca; AE: didmetro do é&trio esquerdo; DDVE: didmetro diastolico do ventriculo esquerdo; DSVE: didametro diastélico do ventriculo esquerdo; IMVE: indice de
massa do ventriculo esquerdo; E/A: relagéo entre as ondas E e A; TRIV/RR: tempo de relaxamento isovolumétrico ajustado pela frequéncia cardiaca; TDE: tempo
de desaceleragdo da onda E; FAV: fragdo de variagéo de area; VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior.

Tabela 3 - Fatores preditores de insuficiéncia cardiaca apés 6 meses da oclusao coronariana

Variaveis OR I1C 95% Valor de p
E/A 1,529 1,183-1,976 0,001
TRIVIRR 0,949 0,911-0,989 0,013
TDE (ms) 0,951 0,906-0,998 0,040
FAV (%) 0,944 0,892-0,999 0,045
VEPP (mm/s) 0,077 0,905-1,055 0,554

OR: odds ratio; IC95%: intervalo de confianca de 95%; E/A: relagdo entre as ondas E e A; TRIV/RR: tempo de relaxamento isovolumétrico ajustado pela frequéncia
cardiaca; TDE: tempo de desaceleragdo da onda E; FAV: fragdo de variagdo de area; VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior.

FAV, mas ndo a VEPP, foi preditora do aparecimento de
insuficiéncia cardiaca. Acredita-se que, em modelos de
acinesia regional do VE, métodos ecocardiograficos de
avaliagao funcional monodimensionais podem ser falhos.
Nessa situacdo, recomenda-se o uso, por exemplo, do
método de Simpson, em humanos. A FAV é obtida pela
andlise das AS e AD, utilizando técnica bidimensional.
No entanto, a VEPP é obtida no modo monodimensional.
Portanto, nossos resultados enfatizam que, nesse modelo, a
exemplo do que ocorre em humanos, é preferivel o uso de
andlise funcional sistélica com técnica bidimensional como,
por exemplo, a FAV.

Outro aspecto proeminente esta relacionado com a fungao
diastélica. Diferentemente da funcao sistélica, o estudo da
fungao diastélica no modelo do rato com o ecocardiograma
nao estd tao bem padronizado. Algumas das principais
dificuldades técnicas sao o tamanho pequeno do animal,
com suas implicagdes no transdutor e a frequéncia cardiaca
ao redor de 300 batimentos por minuto. Em nosso estudo,
no entanto, todas as variaveis analisadas de funcao diastélica
foram associadas com o aparecimento de insuficiéncia
cardfaca. Assim, nesse modelo, a fungao diastélica, avaliada
pela relacao E/A, o TDE e o TRIV/RR foram preditores de
insuficiéncia cardiaca 6 meses apés a oclusao coronariana.

O aspecto mais relevante do nosso estudo é que a predigao
de insuficiéncia cardiaca no modelo de ratos com IM tem
importantes implicagoes. Apesar de ndo haver consenso sobre
a definicdo de disfuncao cardiaca e insuficiéncia cardiaca,
usualmente elas sao diagnosticadas por elevagao da pressao
diastélica final (PD,) do VE (método hemodinamico invasivo)
e presenca de sinais clinicos em avaliagdo apds a morte
(hipertrofia do VD, ascite, derrame pleural e trombo no atrio
esquerdo), respectivamente. Portanto, nosso estudo sugere que
o ecocardiograma é ferramenta nao invasiva Gtil para a predigao
dessa sindrome, pois tanto variaveis de fungao sistélica, como
parametros de funcao diastdlica, pouco estudadas nesse
modelo, foram associadas com a insuficiéncia cardiaca.

Estudos prévios avaliaram a relagao entre os parametros
ecocardiograficos e a insuficiéncia cardiaca. No entanto, a
maioria dos estudos analisou a relagao entre o ecocardiograma
com a PD, e ndo com varidveis clinicas de insuficiéncia
cardiaca.®' Martinez et al.® avaliaram a relacao entre variaveis
morfoldgicas e funcionais cardiacas com as manifestagoes
clinicas de insuficiéncia cardiaca. No entanto, as varidveis
ecocardiograficas foram estudadas por agrupamento (cluster
analysis).> Portanto, acreditamos que nosso estudo acrescenta
importantes informagoes sobre o papel do ecocardiograma como
preditor em longo prazo de insuficiéncia cardiaca, nesse modelo.
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Figura 1 - Valor de corte para a fragéo de variagéo de érea, como preditora de insuficiéncia cardiaca, 6 meses apés o infarto. Aurea sob a curva: 0,6277; intervalo de
confianga de 95%: 0,5066-0,7489; valor de p: 0,044, cutoff < 31,18; sensibilidade: 55,60%; especificidade: 57,34%.
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Figura 2 — Valor de corte para a relagdo E/A, como preditora de insuficiéncia cardiaca, 6 meses apos o infarto. Aurea sob a curva: 0,6985; intervalo de confianga de
95%: 0,5875-0,8095; valor de p: 0,0017; cutoff > 3,077; sensibilidade: 57,93%; especificidade: 62,56%.
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Figura 3 - Valor de corte para o tempo de desaceleragéo da onda E, como preditora de insuficiéncia cardiaca, 6 meses apés o infarto. Aurea sob a curva: 0,6533:
intervalo de confianga de 95%: 0,5341-0,7724; valor de p: 0,0218; cutoff < 42,11; sensibilidade: 59,77%; especificidade: 51,85%.
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Figura 4 - Valor de corte para o tempo de relaxamento isovolumétrico ajustado pela frequéncia cardiaca, como preditora de insuficiéncia cardiaca, 6 meses apos o
infarto. Aurea sob a curva: 0,6544; intervalo de confianca de 95%: 0,5398-0,7691; valor de p: 0,01512; cutoff < 69,08; sensibilidade: 55,10%, especificidade: 60,49%.
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Finalmente, ja estd bem estabelecido que o principal
determinante da funcdo ventricular, do processo de
remodelacdo e, consequentemente, do aparecimento
de insuficiéncia cardiaca, nesse modelo, é o tamanho do
infarto.*?62%29 Em nosso estudo, no entanto, a diferenca
nos tamanhos de infarto entre os animais com e sem
insuficiéncia cardfaca, apesar de significativa, foi pequena
(43 = 7% vs. 40 = 8%, respectivamente). Portanto,
podemos concluir que outros fatores, que nao o tamanho
do infarto, sdo importantes determinantes do aparecimento
de insuficiéncia cardfaca, nesse modelo. Entre os possiveis
candidatos, podemos incluir mudangas no diametro da
cavidade ventricular, alteragdes na espessura da parede,
mudanga de configuragdo normal do VE de eliptica para
forma mais arredondada, entre outros. Desse modo, em
algumas situagdes, as alteragbes na geometria, por si,
poderiam ser responsaveis pelo comprometimento da
fungao global do ventriculo, por alterar as condigbes de
carga a que o coragdo é submetido.

Conclusao

Em ratos acompanhados por 6 meses ap6s o infarto, a fragao
de variagao de area, a relagdo E/A, o tempo de desaceleragao
da onda E e o tempo de relaxamento isovolumétrico ajustado
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