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Avaliacao de Cardiotoxicidade Subclinica Induzida por Doxorrubicina
em um Modelo de Rato por Speckle-Tracking

Assessment of Subclinical Doxorubicin-induced Cardiotoxicity in a Rat Model by Speckle-Tracking Imaging

Yu Kang,* Wei Wang,* Hang Zhao, Zhiqging Qiao, Xuedong Shen, Ben He
Renji Hospital, School of medicine, Shanghai Jiaotong University, Shanghai, China
* Contribuiram igualmente para o estudo.

Resumo

Fundamento: Apesar dos seus claros beneficios terapéuticos, a cardiotoxicidade induzida pela antraciclina € uma grande
preocupacao que limita a capacidade de reduzir a morbidade e mortalidade associadas com canceres. A identificacao
precoce da cardiotoxicidade induzida por antraciclina é de vital importancia para o equilibrio entre o risco cardiaco e
o potencial tratamento do cancer.

Obijetivo: Investigar se a andlise por speckle-tracking pode fornecer uma medida sensivel e precisa na deteccao de lesao
ventricular esquerda induzida por doxorrubicina.

Métodos: Ratos Wistar foram divididos em 4 grupos de 8 ratos cada, e doxorrubicina foi administrada intraperitonealmente em
intervalos semanais de até 4 semanas. Grupo 1: 2,5 mg/kg/semana; Grupo 2: 3 mg/kg/semana; Grupo 3: 3,5 mg/kg/semana;
Grupo 4: 4 mg/kg/semana. Foram utilizados 5 ratos adicionais como controles. As imagens ecocardiograficas foram obtidas
na linha basal e 1 semana apés a tltima dose do tratamento. Foram analisados o strain radial (Srad) e circunferencial (Scirc) e
as taxas de strain radial (TSrad) e circunferencial (TScirc). Ap6s o experimento, a troponina cardiaca I (cTnl) foi analisada e as
amostras cardiacas foram avaliadas histologicamente.

Resultados: Apés a exposicao a doxorrubicina, a FEVE foi significativamente reduzida no grupo 4 (p = 0,006), mas
permaneceu estavel nos outros grupos. Entretanto, apés o tratamento, os Srads foram reduzidos nos grupos 2, 3 e 4
(p < 0,05). A diminuicao dos Srads foi correlacionada com cTnl (rho = -0,736, p = 0,000) e os escores de cardiomiopatia
(rho = -0,797, p = 0,000).

Conclusao: O strain radial pode fornecer um indice sensivel e nao-invasivo na deteccao precoce da lesao miocardica
induzida pela doxorrubicina. As alteracdes do strain radial apresentaram correlacao significativa com lesdes miocardicas
e niveis séricos de troponina I cardiaca, indicando que esse parametro pode avaliar com precisao a gravidade da
cardiotoxicidade. (Arq Bras Cardiol. 2017; 109(2):132-139)

Palavras-chave: Cardiotoxicinas; Estresse Oxidativo; Doxorrubicina; Ecocardiografia Doppler; Troponiona I.

Abstract

Backgrounds: Despite their clear therapeutic benefits, anthracycline-induced cardiotoxicity is a major concern limiting the ability to reduce
morbidity and mortality associated with cancers. The early identification of anthracycline-induced cardiotoxicity is of vital importance to assess
the cardiac risk against the potential cancer treatment.
Objective: To investigate whether speckle-tracking analysis can provide a sensitive and accurate measurement when detecting doxorubicin-induced
left ventricular injury.
Methods: Wistar rats were divided into 4 groups with 8 rats each, given doxorubicin intraperitoneally at weekly intervals for up to 4 weeks.
Group 1: 2.5 mg/kg/week; group 2: 3 mg/kg/week; group 3: 3.5mg/kg/week; group 4: 4mg/kg/week. An additional 5 rats were used as controls.
Echocardiographic images were obtained at baseline and T week after the last dose of treatment. Radial (Srad) and circumferential (Scirc) strains,
radial (SRrac) and circumferential (SRcirc) strain rates were analyzed. After the experiment, cardiac troponin | (cTnl) was analyzed and the heart
samples were histologically evaluated.
Results: After doxorubicin exposure, LVEF was significantly reduced in group 4 (p = 0.006), but remained stable in the other groups.
However, after treatment, Srads was reduced in groups 2, 3 and 4 (p all < 0.05). The decrease in Srads was correlated with cTnl
(rho = -0.736, p = 0.000) and cardiomyopathy scores (rho = —-0.797, p = 0.000).
Conclusion: Radial strain could provide a sensitive and noninvasive index in early detection of doxorubicin-induced myocardial injury.
The changes in radial strain had a significant correlation with myocardial lesions and serum cardiac troponin I levels, indicating that this
parameter could accurately evaluate cardiotoxicity severity. (Arq Bras Cardiol. 2017; 109(2):132-139)
Keywords: Cardiotoxicins; Oxidative Stress; Doxorubicin; Echocardiography, Doppler; Troponin I.
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Introducao

A cardiotoxicidade, que pode ser o resultado do estresse
oxidativo cardiaco, é o principal fator limitante da terapia
anticancerigena com antraciclina." Técnicas nao-invasivas
para a identificagao de pacientes com alto risco de
desenvolver cardiomiopatia induzida por antraciclina sao
de importancia critica para a prevengao e tratamento
dessa complicacao. Atualmente, a avaliacdo de imagem
bidimensional por speckle-tracking (STI), baseada no
rastreamento de detalhes da imagem local quadro a quadro
ao longo do ciclo cardiaco, tem sido considerada como um
método simples e preciso para a avaliagdo da mecanica do
ventriculo esquerdo.*® Tem sido aplicada para a detecgao
precoce de lesdo miocardica em cardiopatia isquémica ou
varias cardiomiopatias, tanto em humanos como em modelos
animais experimentais, permitindo medidas mais precisas do
desempenho sistélico regional do miocérdio.®'°

O objetivo desse estudo foi determinar, através de um
modelo de rato experimental usando doxorrubicina, se o
STI poderia fornecer uma medida mais sensivel e precisa na
deteccao de lesao ventricular esquerda.

Métodos

Tratamento de animais

Este protocolo foi aprovado pelo Comité de Cuidados
e Uso de Animais da Universidade Jiaotong de Xangai, e
estava em conformidade com o "Guia para o Cuidado e
Uso de Animais de Laboratério", publicado pela Academia
Nacional de Imprensa. Trinta e sete ratos Wistar machos
adultos, pesando 250,4 = 4,3 g, foram alojados em
um local com temperatura constante e alimento e dgua
disponiveis livremente. O célculo do tamanho da amostra
foi realizado com base nos seguintes pressupostos: apés a
exposicdo a antraciclina, a diferenga de valores de strain foi
de 20% entre os grupos, o desvio padrdo dentro do grupo
foi de 10%, o poder foi de 0,80, e o nivel de significancia
foi de 0,05. Como resultado, calculamos um tamanho de
amostra necessario de 8 ratos em cada grupo de tratamento.
Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos de
8 ratos cada, com base no processo publicado por Martin
RA et al.,"" com administragdo de doxorrubicina por via
intraperitoneal em intervalos semanais de até 4 semanas.
Grupo 1: 2,5 mg/kg/semana, dose total de 10 mg/kg;
Grupo 2: 3 mg/kg/semana, dose total de 12 mg/kg; Grupo 3:
3,5 mg/kg/semana, dose total de 14 mg/kg; Grupo 4:
4 mg/kg/semana, dose total de 16 mg/kg. Utilizaram-se 5 ratos
adicionais como controles, aos quais foi administrada 1 mL
de solucao salina a 0,9% por via intraperitoneal.

Protocolo ecocardiografico

As imagens foram obtidas na linha basal e 1 semana apés
a Gltima dose de tratamento com antraciclina. Os ratos foram
anestesiados com uma injegao intraperitoneal de hidrato de
cloral @ 10% em uma dose de 0,3 mL/Kg. Os ratos foram
colocados em dectbito lateral esquerdo e examinados
utilizando-se um eco-escaner comercialmente disponivel,

Vivid ultrasound cardiovascular system (GE Healthcare
Inc., Horten, Noruega), com um transdutor pediatrico com
arranjo de fase 10S (11,5MHz) e aplicagdo cardiaca de alta
resolucao temporal e espacial. A frequéncia de transmissao foi
de 10 MHz, a profundidade de 2,5 cm e a taxa de quadros
foi de 225 quadros por segundo. As imagens bidimensionais
(2D) padrao de eixo curto, adquiridas a nivel do musculo
papilar, foram armazenadas digitalmente para posterior analise
off-line. As dimensées do ventriculo esquerdo foram medidas
utilizando ecocardiografia no modo M no corte de eixo curto
do nivel papilar médio, e a fragdo de ejecao do ventriculo
esquerdo (FEVE) foi calculada pelo método de Teicholz.

Utilizou-se o EchoPAC 11.0 (GE Healthcare In, Noruega)
para a andlise de strain radial (Srad), strain circunferencial
(Scirc), taxa de strain radial (TSrad) e circunferencial (TScirc).
Este programa de strain em 2D monitorou o movimento de
refletores fortes que foram observados nas imagens no modo B,
quadro a quadro, apds segmentar a silhueta ventricular em
seis segmentos. A borda endocardica foi marcada, enquanto
a borda externa foi ajustada para se adequar ao contorno
epicardico. O software automaticamente rastreou e calculou
o strain e a taxa de strain nas direcoes radial e circunferencial
ao longo do ciclo cardiaco. O pico sistélico do Srad, Scirc,
TSrad e TScirc foi obtido a partir de 6 segmentos a nivel dos
musculos papilares. Foram calculados os dados de pelo menos
trés ciclos cardiacos distintos.

Estudo histologico

Uma semana apés o fim da administragao de doxorrubicina,
os animais foram sacrificados com uma superdosagem de
hidrato de cloral. Foram colhidas amostras de sangue para
determinacao dos niveis séricos de troponina | cardiaca (cTnl).
Os ventriculos esquerdos a nivel dos mdsculos papilares
foram fixados em formalina tamponada com fosfato a 10%,
embebida em parafina e seccionados com espessura de
5 um. Essas se¢des foram coradas com hematoxilina e eosina.
A frequéncia e a gravidade das lesbes miocdrdicas induzidas
pela doxorrubicina foram avaliadas semiquantitativamente
por microscopia 6ptica. As alteragdes foram classificadas com
base no nimero de miécitos mostrando perda miofibrilar e
vacuolizagao citoplasmatica (pontuagao de 0 a 3 de acordo
com Billingham."?) Animais que morreram espontaneamente
durante o estudo também foram submetidos a necropsia, mas
nao foram incluidos na analise dos dados.

Niveis séricos de cTnl

As amostras de sangue foram centrifugadas e as
amostras de soro foram congeladas a —-80°C até serem
analisadas. As concentragoes séricas foram determinadas
por imunoensaio (Denley Dragon Wellscan MK 3, Thermo,
Finldndia). Os escores de cardiomiopatia foram calculados
por um especialista e os niveis de cTnl foram registrados
por um técnico, cegado para o processo experimental e
dados ecocardiogréficos.

Analise estatistica

As varidveis continuas préximas a uma distribuigao
normal foram expressas como média + desvio padrao.
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Os dados ndo-normais, assimétricos, foram expressos como
medianas e intervalos interquartis. Utilizou-se o teste K-S
para uma amostra para determinar a normalidade dos
dados. As diferencas em dados ecocardiograficos antes e
apos o tratamento, e entre cada grupo, foram determinadas
utilizando-se a analise de variancia (ANOVA) de medidas
repetidas. Os valores dos niveis de cTnl e os escores de
cardiomiopatia entre cada grupo foram analisados pelo
teste de Kruskal-Wallis. A analise de Spearman foi utilizada
na determinacao da correlacdo entre valores de strain, cTnl
e cardiomiopatia. Os dados foram analisados através do
software SPSS, versdao 16.0 (SPSS, Inc, Chicago, IL, EUA).
Um valor de p < 0,05 foi considerado significativo.

Resultados

Toxicidade geral e alteragoes macro-anatomicas

Um dos ratos do grupo 3 morreu ap6s a terceira dose
de doxorrubicina. Nenhuma amostra de sangue terminal
desse animal estava disponivel e, portanto, ele foi excluido
do estudo. Na necropsia, foram observadas quantidades
excessivas de fluido pericardico e peritoneal em 4 dos
8 animais do grupo 2, em 6 dos 7 animais do grupo 3 e todos
do grupo 4. Também se observou um excesso de fluido no
animal que morreu espontaneamente. O actimulo de fluido
nao foi encontrado em animais do grupo 1 e nos animais que
receberam solucao salina.

Funcées sistélicas

Nao houve diferenga significativa na FEVE no inicio do
estudo entre os grupos. Apds a exposicao a doxorrubicina,
a FEVE reduziu de 85,50 = 1,06% para 82,50 = 1,85%
(p = 0,006) em animais que receberam doxorrubicina
a 16 mg/kg. No entanto, a FEVE em outros animais que
receberam menores doses de doxorrubicina nao mostrou
diferenca estatistica antes e ap6s o tratamento (Tabela 1).

Analise do strain

Os dados sobre os valores do strain e taxa de strain em
animais nos varios grupos de tratamento foram resumidos
na Tabela 1. As caracteristicas basais dos animais tratados
com doxorrubicina foram semelhantes as dos controles.
Os strains radiais foram reduzidos apés o tratamento em

animais do grupo 2, grupo 3 e grupo 4 (de 52,1 = 5,6%
para 43,2 = 5,7%, 52,5 * 5,1% para 38,6 = 4,8% e
52,3 = 7,3% para 34,6 = 7,4% respectivamente, com
todos os valores de p < 0,05). O strain circunferencial foi
reduzido de -17,4 = 2,1% para -14,1 = 1,8% no grupo 4
ap6s o tratamento (p = 0,004). A redugao dos strains
radiais induzida pela doxorrubicina foi relacionada a dose
(p = 0,000). As taxas de strain radial e circunferencial
permaneceram estaveis apos a exposicao, independente das
doses de doxorrubicina (Tabela 1, Figura 1).

Patologia miocardica

Os animais tratados com doxorrubicina desenvolveram
lesoes cardiacas que foram identificadas em microscopia
Optica. As caracteristicas dessas lesdes, vacuolizagao
citoplasmética e perda miofibrilar, tém sido observadas
previamente em modelos animais, bem como em pacientes
humanos que receberam quimioterapia com antraciclina." '
Os dados sobre a incidéncia e a gravidade das lesoes
miocdrdicas estao resumidos na Tabela 2. A gravidade dessas
lesoes foi significativamente maior nos grupos 3 e 4 (com
14 mg/kg e 16 mg/kg de doxorrubicina, respectivamente)
do que naqueles que receberam 12 mg/kg ou 10 mg/Kg
de doxorrubicina. Os coragdes de todos os grupos controle
estavam normais (Figura 2).

Niveis de cTnl

Os niveis de cTnl no grupo de controle e nos grupos 1,2,3,4
foram 7,62 (3,06) ng/mL, 6,92 (4,04) ng/mL, 17,03 (8,46) ng/mL,
22,57 (12,21) ng/mL e 34,93 (11,24) ng/mL, respectivamente.
Conforme mostrado na Figura 3, os niveis séricos de cTnl no
grupo 1 ndo foram significativamente diferentes daqueles do
grupo de controle. No entanto, em comparagao com os animais
que receberam soro fisiolégico, os niveis de cTnl aumentaram
significativamente com o aumento das doses cumulativas totais
de doxorrubicina (Figura 3).

Correlagoes entre os valores de strain, niveis de cTnl e as
lesoes histologicas

A diminuicdo dos valores de strain radial exibiu uma
clara correlacdo com a concentragao de cTnl (correlacdo
de Spearman rho = -0,736, p = 0,000) (Figura 4) e com
os escores de cardiomiopatia (correlacao de Spearman
rho = -0,797, p = 0,000) (Figura 5).

Tabela 1 - indices de speckle-tracking e FEVE em ratos tratados com doxorrubicina e ratos controle

Grupo controle Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Basal Depois \(ljaelt;r Basal Depois \(liaelc’))r Basal Depois \QZI(:: Basal Depois \(Iiaek;)r Basal Depois X:":r
FEVE (%) 854+09 848+29 0591 862+19 864+23 0890 846+33 843+29 0,714 839+24 833+23 0220 855+12 825+1.8" 0,006
Srad (%) 522436 526+3,1 0,730 512+68 494+52 0,061 52,1+56 43,2+57* 0,000 52,5+51 38,6+4,8* 0,000 523+7,3 34,6+74* 0,000
Scirc (%)  -17,2+31 -182+46 0,551 -16,1+20 -170+£22 0,113 -172+24 -167+24 0,578 -170+2,7 -179+20 0,634 -174+21 —14,1+18* 0,004
TSrad (sec’) 57+11 55+12 0821 59+08 6,1+12 0617 60+09 60+11 0983 56+11 56+11 0987 56+10 55+1,1 0,786
TScirc(sec”) 45+07 4905 0137 45+12 47+09 0556 43+10 43+08 0571 46+09 43+05 0409 47+07 45407 0,179

FEVE: fragéo de ejecao do ventriculo esquerdo; Scirc: strain circunferencial; Srad: strain radial; TScirc: taxa de strain circunferencial; TSrad.: taxa de strain radial.

*'p < 0,05 em comparagdo com o valor basal.
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Figura 1 - Curvas de strain radial obtidas a partir do corte de eixo curto de ratos apés tratamento com doxorrubicina. A: rato do grupo 1, strain radial = 55,23%;
B: rato do grupo 2, strain radial = 41,63%; C: rato do grupo 3, strain radial = 29,71%; D: rato do grupo 4, strain radial = 24,95%.

Tabela 2 - Escores de cardiomiopatia em ratos Wistar tratados com doxorrubicina durante 4 semanas

Escore de cardiomiopatia

Dose de doxorrubicina (mg/kg/semana) N°. de animais
0 1 1,5 2 2,5 3

4 8 0 2 3 3 0 0
3,5t 7 2 2 2 1 0 0
3 8 4 2 2 0 0 0
25 8 6 2 0 0 0 0
Solugao salina controle 5 5 0 0 0 0 0

Os escores de cardiomiopatia sdo baseados na porcentagem de midcitos que apresentam vacuolizagéo citoplasmatica e/ou perda miofibrilar, e séo classificados de

0 a 3 da seguinte forma: 0 = sem alteragdes, 1< 5%, 1,5=5% a 15%, 2,0 = 16% a 25%, 2,5 = 26% a 35% e 3 = 35%.

* Escores de cardiomiopatia significativamente (p < 0,05) maiores do que naqueles que receberam 3 mg/kg/semana ou menos de doxorrubicina.

t: Escores de cardiomiopatia foram significativamente (p < 0,05) maiores do que naqueles que receberam 2,5 mg/kg/semana ou menos de doxorrubicina.

Discussao No presente estudo, apesar de terem sido observadas lesdes

A antraciclina continua a ser um agente quimioterdpico
comumente utilizado. No entanto, a eficdcia clinica é
prejudicada devido a cardiotoxicidade potencialmente fatal.
Um método preciso e ndo invasivo para o monitoramento
precoce da lesdo cardiaca é de vital importancia para
orientar as estratégias preventivas e terapéuticas na redugao
da cardiotoxicidade. Nesse estudo, propusemos uma nova
aplicacao da imagem por speckle-tracking para a avaliacao da
lesao miocardica subclinica apés o tratamento com antraciclina.
Na pratica clinica, o monitoramento da FEVE é a ferramenta
diagnéstica clinica mais importante no reconhecimento da
disfungao cardiaca.™'® No entanto, esses niveis sao um pouco
insensiveis na deteccao de sinais precoces de estresse cardiaco,
lesdao miocardica e alteragbes na complacéncia miocardica.

miocérdicas e elevagdo dos niveis séricos de cTnl ap6s o
tratamento, a FEVE permaneceu estavel e dentro do intervalo
normal, indicando que a FEVE ndo é sensivel para a detecgao
precoce de lesao miocérdica.

O strain é um parametro sem dimensao que representa
a deformagdo de um segmento miocdrdico em relagao as
suas dimensbes originais dentro de um periodo de tempo
sistélico. Estudos iniciais relataram que a redugao na funcao
ventricular esquerda, causada pela antraciclina, poderia ser
avaliada pelos indices de strain e taxa de strain medidos por
Doppler.’” Com as vantagens da independéncia de angulo,
a técnica de speckle-tracking, uma técnica relativamente
nova e mais abrangente, poderia avaliar a deformagao
miocardica ventricular esquerda regional e global em trés
dimensoes, fornecendo parametros confidveis e sensiveis

Arq Bras Cardiol. 2017; 109(2):132-139
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Figura 2 - Alterages miocérdicas apés tratamento com doxorrubicina vistas sob microscépio éptico (x 400). Vacuolizagéo do citoplasma, perda de miofibrilas mais
grave em ratos do grupo 4 (D). A: rato do grupo 1; B: rato do grupo 2; C: rato do grupo 3; D: rato do grupo 4.
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Figura 3 — Diagrama de disperséo dos niveis séricos de cTnl em ratos individuais. *: p < 0,05 em comparagdo com o valor basal.
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Figura 5 - Correlagdes entre strains radiais e escores de cardiomiopatia.

para a deteccao precoce de lesdes cardiacas. Shi et al."
descobriram que a andlise do strain radial baseada em STI
podia detectar rejeicao aguda de aloenxerto em um modelo
de transplante cardiaco de rato, que era mais sensivel do
que os parametros ecocardiograficos convencionais. Em um
modelo de rato de coragao de atleta, os valores de strain
baseados no speckle-tracking correlacionaram-se bem com os
indices de contratilidade privados do loop de pressao-volume.®
Estudos anteriores observaram que os strains diminuiram
significativamente ap6s o tratamento com epirubicina, embora
os parametros ecocardiograficos convencionais se mantivessem
estaveis e dentro da faixa normal."

Demonstramos que em nosso modelo animal, o strain
radial foi mais sensivel do que a fragao de ejecao do ventriculo
esquerdo na avaliagdo da lesdo cardiaca em estagio inicial,
o que foi confirmado pelo exame histolégico e cTnl sérica.
A cardiotoxicidade induzida pela quimioterapia possui
padrao regional,??' o que poderia explicar o aumento
da sensibilidade dos valores de strain em relagao a FEVE
na detecgao de cardiotoxicidade precoce. Além disso,
verificou-se que as alteragoes de strain radial exibiram uma
clara correlagao com lesées histolégicas e elevagao dos niveis
de cTnl, indicando que o strain radial pode avaliar com
precisao a gravidade da cardiotoxicidade.

Arq Bras Cardiol. 2017; 109(2):132-139
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O STl tem uma melhor resolugao espacial em comparagao
com a técnica baseada em Doppler tecidual.?? Em uso clinico,
as taxas de quadros > 90 quadros/s geralmente levam a uma
avaliagdo ruim por speckle-tracking.?* No entanto, devido a
sua alta frequéncia cardiaca, maiores taxas de quadros sao
necessarias em roedores. A frequéncia do transdutor, a largura
e a profundidade do setor, bem como o nimero de cristais
dentro do transdutor, terdo um impacto na resolucao da
linha de varredura, o que por sua vez afetara a qualidade do
speckle-tracking. Com alta densidade de cristais em uma largura
e profundidade de setor muito pequenas, nosso transdutor de
11,5 MHz pode obter boas imagens em altas taxas de quadros
sem perda de resolugao da linha de varredura.

Limitacao

A imagem cardiaca do ventriculo esquerdo em roedores
é limitada a alguns cortes ecocardiogréaficos. Embora seja
possivel obter um corte apical de 4 camaras, a parede lateral
raramente € visualizada.?*** A qualidade da imagem do corte
longitudinal foi ruim e, portanto, nao foi possivel fornecer
dados sobre a fungao longitudinal.

O tipo de anestesia pode influenciar a frequéncia cardiaca e
a contratilidade miocdrdica intrinseca. No entanto, nesse estudo,
todos os animais, incluindo os grupos tratados e de controle,
foram submetidos a0 mesmo procedimento de anestesia para
limitar o efeito da anestesia na andlise da fungdo cardiaca.
A taxa de quadros em relacao a duracao do ciclo cardiaco
utilizada nesse estudo foi inferior a dos estudos realizados em
humanos ou em animais grandes. Digno de nota, tivemos taxas
de quadros semelhantes as de estudos recentes em um modelo
de rato de infarto do miocardio e rejeigao aguda.'®
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