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RESUMO

INTRODUCAO: A insuficiéncia cardiaca congestiva é a maior causa de mortalidade
e morbidade nos paises do ocidente, tendo como sua principal etiologia o infarto
agudo do miocéardio. Na tentativa de reproduzir a progressdo da insuficiéncia
cardiaca que ocorre em seres humanos por doenca coronariana, modelos
experimentais de isquemia miocardica tém sido desenvolvidos por diferentes
técnicas. O animal de experimentacdo mais utilizado para o IAM tem sido o rato.
OBJETIVO: Avaliar dois méetodos de inducdo de lesdo miocardica em ratos; por
ligadura da artéria coronaria esquerda e por lesdo direta da parede livre do
ventriculo esquerdo através da criolesdo, quantificando-se a extensdo da lesé@o e o
comprometimento da fungdo ventricular. METODOS: Foram utilizados 50 ratos
machos, da linhagem Wistar, com idade entre 6-7 meses, com o peso variando de
368-414g. Os animais foram separados aleatoriamente em trés grupos (A, B e C).
No grupo A (n=20) os animais foram induzidos ao IAM pela técnica de ligadura da
artéria coronaria esquerda. No grupo B (n=20) foram submetidos a lesdo miocéardica
através de criolesdo, e no grupo C (n=10) n&do sofreram nenhuma intervencao
cirirgica e foram usados como controle. Para a quantificacdo das lesGes
miocardicas foi realizada a ecocardiografia transtoracica no 7° e 30° dia p6s IAM
sendo confirmados pelo estudo anatomopatol6gico. RESULTADOS: No 30° dia pés-
lesdo miocardica, a FEVE no grupo A foi de 34,45+9,99%, no B foi de 37,23+8,93%
e 0 grupo controle de 44,75t5,54%; resultando p=0,0096. As variaveis
ecocardiogréaficas utilizadas para medir as cavidades ventriculares apresentaram
maior dilatacdo do ventriculo esquerdo no grupo da ligadura. A anatomopatogia nao
mostrou diferenca significativa entre os dois métodos. CONCLUSOES: Os dois
métodos séo efetivos na inducéo da disfuncéo do ventriculo esquerdo, no entanto, a
ligadura provoca alteracbes da contratilidade mais graves apresentando maior
dilatacdo do VE. Ao estudo anatomopatologico ndo ha diferenca com relacdo a
extensao e ao tipo de leséo.

Descritores: infarto do miocardio, insuficiéncia cardiaca congestiva, modelos

animais, coracao, ratos.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Congestive heart failure (CHF) is the main cause of mortality and
morbidity in the Western world, and acute myocardial infarction (AMI) is the main
etiology for this condition. In an attempt to reproduce the progression of CHF due to
coronary artery disease observed in humans, several experimental models of
myocardial ischemia have been developed with different techniques. Rat has been
the most useful animal model of AMI. AIM: The aim of this study is to evaluate two
different techniques to induce myocardial damage in rats: left coronary artery
occlusion by ligation and cryoinjury of left ventricle (LV) free wall. Damage extent and
deterioration of LV function were assessed. METHODS: Fifty Wistar male rats aging
6-7 months old, weighing 368-414, were randomly assigned to three groups. In group
A, AMI was induced in 20 rats by left coronary artery ligation; in group B, 20 rats were
submitted to myocardial cryoinjury. Ten rats with no intervention formed group C
(control group). Echocardiography was performed on 7" and 30™ day post-AMI to
assess the extent of myocardium damage, which was lately confirmed by
anatomopathological evaluation. RESULTS: After 30 days, LV ejection fraction was
34.45 + 9.99% in group A, 37.23 + 8.93% in group B and 44.75 + 5.54% in control
group (p=0.0096). Echocardiographic assessment of ventricular volumes
demonstrated greater left ventricular dilation in the group where myocardial infarction
was performed by artery ligation. Anatomic pathology evaluation showed no
significant difference between both methods. CONCLUSION: The two methods were
both effective in inducing ventricular dysfunction, however ligation of left coronary
damage causes more dysfunction and dilation of LV. Anatomopathological evaluation
showed no difference between both methods in regard to the damage extent and
injury type.

Key words: myocardial infarction, congestive heart failure, animal models, heart |,
rats.

XVi



1 INTRODUCAO



O coracédo é um 6rgdo unico que possui alta taxa metabdlica e consumo de
oxigénio. Possui seu proprio sistema vascular que supre o miocardio com nutrientes
e oxigénio para a manutencédo de suas fungdes e integridade estrutural. O coracao
recebe sangue diretamente da aorta através de duas corondrias: a esquerda e a
direita. Da coronéaria esquerda, o ramo descendente anterior € particularmente o
mais importante, pois este vaso, na grande maioria dos casos, supre uma grande
parte do ventriculo esquerdo.

O infarto agudo do miocardio (IAM) ocorre quando h&d uma interrupcdo do
fluxo sanglineo a uma regido do musculo cardiaco, tendo como consequéncia a
necrose devida a morte dos cardiomidcitos que séo altamente sensiveis a privacao
de oxigénio. A necrose miocardica é acompanhada por processo inflamatério onde
h& infiltracdo de neutréfilos e macrofagos no tecido morto. Durante o processo de
cicatrizacdo, capilares e fibroblastos povoam o miocardio danificado e formam o
tecido de granulacdo. Os fibroblastos produzidos aumentam a quantidade de
coldgeno, o ventriculo infartado torna-se remodelado e muitas semanas depois o
miocardio € substituido por tecido fibrético de baixa celularidade. Este
remodelamento € um efeito dos midcitos sobreviventes, pois tentam compensar a
funcdo das células perdidas por uma hipertrofia compensatoria.! Estas mudancas
estruturais levam a alteracdes funcionais como o aumento do volume final do
ventriculo esquerdo e a diminuicéo da fracdo de ejecdo. 23

O que se teme depois do infarto do miocéardio sdo as complicacdes. As mais
letais sdo as arritmias, que podem ocorrer num prazo de 24 horas apos o infarto.
Dentre outras encontramos: a pericardite, o hemopericardio, a ruptura do septo
interventricular, a ruptura da parede livre do ventriculo esquerdo, a ruptura de
cordoalhas tendineas, a ruptura de musculos papilares, o aneurisma de ventriculo
esquerdo, o choque cardiogénico, a insuficiéncia cardiaca e a formacdo de trombos

no atrio, na auricula e no ventriculo esquerdos.



Modelos experimentais de IAM séo importantes para estudo da fisiopatologia,
assim como para o desenvolvimento de novas terapéuticas para seu tratamento.
Transplante cardiaco, dispositivos de assisténcia ao ventriculo esquerdo, coracdes
artificiais e técnicas de implante celular necessitam de modelos animais para testes
e otimizacdo de seu uso para a aplicacdo em seres humanos. Diversas espécies
(cachorros, gatos, porcos, coelhos e ratos) tém sido usadas, cada uma mostrando
vantagens e desvantagens sobre a outra.

O animal de experimentagdo mais utilizado para o IAM tem sido o rato, tanto
para estudos estruturais, bioquimicos, alteracbes hemodinamicas, inducdo da
insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) e os efeitos da terapéutica.* A necrose
tecidual pode ser induzida de diferentes maneiras. Uma delas € o modelo de
oclusdo, ao qual se liga definitivamente a artéria coronaria esquerda.
°6.7.8910.1112,1314.151617 Fyistem dois tipos de ligadura: a ligadura permanente da
artéria descendente anterior ou a temporaria chamada de isquemia de reperfusédo. O
modelo de ligadura é similar ao que ocorre no IAM natural. No entanto, o sistema de
circulagdo colateral difere muito entre as diversas espécies e em cada animal, e,
portanto o tamanho do infarto criado pela ligadura da coronaria esquerda resulta em
uma grande variavel de resultados.*® Outra técnica de inducéo de IAM é chamada
de criotermia ou criolesdo. Este tipo de lesdo no miocardio por hipotermia local é
induzido com uma haste metélica congelada em nitrogénio liquido, o que produz

uma lesdo controlada e de tamanho previsivel.*®

Ainda que nado seja um modelo de
IAM fisiologico, o padrdo de cicatrizagdo celular € similar ao do infarto agudo do
miocérdio. %°

A insuficiéncia cardiaca congestiva € a maior causa de mortalidade e
morbidade nos paises do ocidente, tendo como sua principal etiologia o IAM, porém
outras causas podem desencadear esta grave doenca. O tratamento clinico tem
aumentado a sobrevida destes doentes em 50% nos primeiros 5 anos. O modelo
experimental perfeito para reproduzir a insuficiéncia cardiaca e todos os aspectos da
evolucdo natural da doenca ndo existe. Modelos de ICC aguda e crbnica tém sido
desenvolvidos, reproduzindo diferentes aspectos de sua fisiopatologia.

Na tentativa de reproduzir a progressao da insuficiéncia cardiaca que ocorre

em seres humanos por doenga coronariana, modelos experimentais de isquemia



miocéardica tém sido desenvolvidos por diferentes técnicas: microembolizacéo,
ligacdo da artéria coronaria, constrictores amerdides, rolos de esponja de “gelfoam”
por via percutanea e crionecrose.?

Existem alguns métodos para quantificar a faléncia miocardica induzida pelo
IAM em animais de pequeno porte. Tradicionalmente, a pressao diastolica final do
ventriculo esquerdo tem sido um critério usado em ratos, no entanto, € necessaria a
canulacdo de uma das artérias carétida, podendo a presenca do cateter afetar de
forma significativa a contratilidade do ventriculo esquerdo. Devida as dificuldades
técnicas apresentadas pelo método citado, a opcado pela ecocardiografia
transtoracica bidimensional representa um método eficaz e seguro. Existem diversas
variaveis ecocardiograficas que podem ser usadas no diagndstico do IAM e na
quantificacdo da disfuncdo ventricular, tais como: didmetro diastélico final do
ventriculo esquerdo, diametro sistélico final do ventriculo esquerdo, fracdo de
ejecdo, presenca ou nao de contratiidade nas diversas paredes do VE, entre
outras.*

Outro método utilizado para quantificacdo do IAM € pela medida planimétrica
do total da area infartada sobre a circunferéncia total do ventriculo esquerdo®,

realizada pos-morte.

1.1 OBJETIVO

Avaliar dois métodos de inducao de lesdo miocéardica em ratos; por ligadura
da artéria coronaria esquerda e por lesdo direta na parede livre do ventriculo
esquerdo utilizando a criolesdo, quantificando-se a extensdo da lesdo e o

comprometimento da fung&o ventricular.



2 REVISAO DE LITERATURA



2.1 ANATOMIA DAS ARTERIAS CORONARIAS EM RATOS

As artérias corondarias dos ratos podem ser vistas a olho nu em coracdes
intactos como uma fina linha vermelha sobre a superficie do coracdo, no entanto,
ndo sao mais visiveis na autdpsia naturalmente. Duas artérias coronérias (direita e
esquerda) surgem da aorta e descem para o apex do coracdo. A coronaria esquerda
€ predominante e irriga o ventriculo esquerdo com seus ramos. Nao existe uma
verdadeira artéria circunflexa como é vista em espécies maiores.®

Rodriguez et al.?®

produziram trinta modelos anatdémicos de coragbes de
vertebrados com o intuito de estudar as artérias coronarias esquerda e direita de
diversas espécies. Um dos mamiferos estudados foi o rato albino da variedade
Wistar. A anatomia cardiaca encontrada neste animal evidenciou dois atrios, dois
ventriculos, valvas atrioventriculares e aorta saindo do ventriculo esquerdo. A
anatomia coronariana apresentou artéria coronaria direita emergindo de Ostio
préprio, dirigindo-se para a margem direita do ventriculo direito, com seu ramo
interventricular posterior e a artéria coronaria esquerda emergindo de 6stio préprio,
bifurcando-se, em seguida, em artéria circunflexa e artéria interventricular anterior

com ramo diagonal.



2.2 MODELOS EXPERIMENTAIS DE IAM POR LIGADURA DA ARTERIA
CORONARIA

Gross et al.?*

realizaram a ligadura da artéria coronaria descendente anterior
por toracotomia lateral esquerda em 53 cachorros, com 28 deles evoluindo para o
6bito. Fauteux®® realizou experimento semelhante em 15 animais, dos quais 14

faleceram e Stanton et al.?®

operaram 50 cachorros, 35 morreram no periodo de trés
minutos a duas semanas apos a oclusdo coronariana. Dos 15 sobreviventes, sete
evoluiram com grande area infartada, quatro com média e quatro com pequena.

Johns e Olson®® realizaram um estudo experimental sobre infarto agudo do
miocéardio induzido por ligadura da artéria coronaria esquerda em roedores de
pequeno porte, identificando de imediato, mudancas da coloracéo e da contratilidade
do ventriculo esquerdo. O mesmo procedimento foi realizado em cachorros, no
entanto com uma taxa de sobrevida menor e com areas de infarto com pouca
extensdo. Outro dado importante encontrado foi a quase auséncia de arritmia
ventricular grave pés-infarto agudo do miocardio em roedores, apresentando apenas
um caso dentre mais de duzentos, que se reverteu apos massagem cardiaca. Em
contrapartida, os cachorros apresentaram uma alta incidéncia de arritmia ventricular
grave com pouca tolerancia a interrupgéo do fluxo coronariano.

Seguindo o modelo de Jhons e Olson*®, outros autores como Pfeffer et al.’,
Mill et al.®, Pfeffer et al.”, Ytrehus et al.®, Leor et al.’, Scorsin et al.', Liu et al.*?,
Sjaastad et al.'?, De Angelis et al.™®, Hayakawa et al.**, Pasquale et al.'®, Brofman et
al.'®!’ realizaram o infarto agudo do miocardio em ratos fazendo a ligadura da
artéria coronaria esquerda. O procedimento é realizado por toracotomia lateral
esquerda apOs anestesia geral e obtencdo de uma via aérea definitiva. O pericardio
€ aberto, as artérias coronérias identificadas e entdo o infarto € induzido pela
ligadura da artéria coronéaria esquerda com fio monofilamentar ndo absorvivel 7-0. A
regido infartada é observada de imediato pela diferenca de coloracéo e alteracdo de
contratilidade do ventriculo esquerdo. Apds este ultimo procedimento, o torax €&

fechado por camadas e o animal é extubado.



Johns e Olson®® usaram 355 ratos no estudo para inducdo de IAM por
ligadura e 82 animais como grupo controle, nos quais so foi realizada a toracotomia.
No grupo no qual a artéria coronaria foi ligada, 21% dos animais evoluiram com G6bito
transoperatério, 12% com Obito tardio, 67% sobreviveram e 83% apresentaram
infarto efetivo. No grupo controle, ocorreu 13% de 6bitos transoperatérios, 5% de
oObitos tardios e 82% de sobreviventes.

Liu et al.*

realizaram um estudo com 78 ratos nos quais ligaram a artéria
corondria esquerda para a inducao da insuficiéncia cardiaca congestiva. Onze por
cento dos animais faleceram nas primeiras vinte e quatro horas, nove por cento de
24horas a seis meses (mortalidade total de 20%) e apenas trés por cento dos
animais ndo apresentaram sinais de infarto agudo do miocardio. Pesaram os
coracdes dos animais infartados na primeira e na segunda semana pos-ligadura, e
no primeiro, segundo, terceiro, quarto e sexto més, sendo que sé houve diferenca
significativa da massa cardiaca a partir do primeiro més em diante. Com os dados
citados acima, adicionados de parametros ecocardiograficos, os autores mostraram
disfuncdo ventricular e desenvolvimento de dilatacdo do ventriculo esquerdo ja na
primeira semana, apresentando piora progressiva da funcéo do ventriculo esquerdo
e dilatacdo do mesmo entre o primeiro e segundo més.

De Angelis et al."® realizaram um estudo experimental em ratos, no qual se
fazia necessario a inducdo do IAM por ligadura da artéria coronaria esquerda.
Tiveram 30% de mortalidade até 48horas apds o procedimento cirdrgico. Neste
estudo, apenas ratos com vinte por cento ou mais de area do ventriculo esquerdo
afetado entraram no grupo de estudo.

Etzion et al.?’ mostraram uma taxa de mortalidade imediata de 10% apds a
inducdo de infarto agudo do miocardio em ratos pelo método da ligadura da
coronaria esquerda.

Degabriele et al.?® fizeram um estudo com 46 camundongos com peso
variando de 20-25g (6-10 semanas de vida). Distribuiram os animais em quatro
grupos: 1°- IAM com sutura alta (proximal), ou seja, o ramo descendente anterior da
coronaria esquerda foi ligado logo na bifurcacdo da artéria; 2°- sutura média (0,3mm
da juncao atrioventricular); 3°- sutura baixa (0,6mm da juncéo atrioventricular) e 4°-

grupo controle (animais sem intervengao). N&o encontraram diferenga na sobrevida,



em sete dias nos animais do grupo controle, sutura baixa e média apresentando as
sobrevidas de 100%, 90% e 73% respectivamente. Todavia, houve baixa sobrevida
(33%) nos animais do grupo da ligadura alta. Relataram 67% de mortalidade.
Concluiram que a ocluséo da artéria coronaria descendente anterior 0,3mm distal a
juncao atrioventricular reproduz uma reducéao significativa da funcao ventricular com
baixa mortalidade.

A oclusdo da artéria coronaria nesses animais tem um grande impacto na
disfuncdo ventricular, podendo variar de alteracdo minima a faléncia ventricular

esquerda, sempre dependendo do tamanho do infarto.”

2.3 MODELOS EXPERIMENTAIS DE IAM POR CRIOLESAO

Criocirurgia ou criolesdo, por definicdo, € o uso do frio para provocar
destruicdo de tecidos, ao contrario da crioterapia, que é o emprego do frio para
tratamento de doencas diversas sem provocar destruicdo tecidual. Atualmente a
criocirurgia utiliza dois compostos: o gas carbbnico e o nitrogénio liquido. O gas
carb6nico (diéxido de carbono, neve carbbnica, gelo seco) tem, atualmente,
aplicacao pouco limitada pela dificuldade de manuseio (exige treinamento para 0 uso
de pressdes adequadas) e por nao possibilitar grande destruicdo tecidual. Ao
contrario, o0 nitrogénio liquido possibilita grande destruicdo tecidual com facil
manuseio e baixo custo. A temperatura de ebulicdo do nitrogénio liquido €& de
-196°C (-195,8° C) que € sua capacidade de congelamento quando aplicado. O
dano tecidual dependera da técnica utilizada.>® No processo de lesdo, ha formacéo
de gelo intra e extracelular, provocando alteracbes no equilibrio osmaético que
podera ocasionar morte celular. Com o descongelamento, formam-se macrocristais
de gelo no interior da célula que provocam o rompimento da membrana celular, de
dentro para fora. Outros fatores que atuam sao a estase vascular com a formacao de
trombos e a destruicdo da membrana fosfolipidica celular.?®*° As técnicas de
aplicacdo do nitrogénio liquido (NL) séo: estilete com algod&o, jato (spray), cone e a

de ponta soélida (sonda).
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Outro método de inducdo de infarto agudo do miocardio em ratos € o da
criolesdo. Uma sonda eliptica sélida medindo 8x10mm de diametro é imersa em
nitrogénio liquido e aplicada sobre a parede livre do ventriculo esquerdo na regido
da coronaria esquerda (acima da auriculeta esquerda) por um minuto. Este
procedimento foi repedido dez vezes. Oito semanas ap0s a lesdo miocardica, a
localizacdo e a dilatacdo da cavidade ventricular esquerda foi confirmada pelo
estudo anatomopatoldgico. As paredes do ventriculo mais afetadas foram a anterior
e a lateral, mostrando afilamento da parede lesada (lesdo transmural) e dilatacao
importante da camara ventricular esquerda.33%3

LI et al.** mostraram que a lesdo sobre o miocardio com a criolesdo era
homogénea e generalizada ocupando 36% da parede livre do ventriculo esquerdo
nas primeiras quatro semanas e 55% em oito semanas. Também comprovaram
importante aumento do peso do coracédo quando comparado com o grupo controle.

Zhang et al.** realizaram um estudo em 344 ratos machos da linhagem
Fischer nos quais foram submetidos a lesdo miocardica com nitrogénio liquido.
Utilizaram uma haste de aluminio com cinco milimetros de didmetro. Esta haste era
mergulhada em nitrogénio liquido e imediatamente colocada em contato com a
parede anterior do ventriculo esquerdo por 30 segundos. ApOs o descongelamento
do tecido, a haste era novamente mergulhada em nitrogénio liquido e colocada em
contato no mesmo local por mais 30 segundos. As duas sequéncias de
congelamento foram o suficiente para induzir necrose transmural envolvendo 9,4%
do ventriculo esquerdo.

Razvadauskaite® fez um estudo experimental em ratos Lewis, com o peso
variando de 224-245g, utilizando o nitrogénio liquido para induzir o infarto do
miocéardio neste grupo de animais. Utilizou uma ponteira oval com um centimetro
quadrado de area. Aplicou a ponteira, apds imersdo em nitrogénio liquido, sobre a
parede livre do VE em duas sessbes de 12 a 15 segundos com um minuto de
intervalo. Obteve lesdes miocardicas homogéneas com disfuncdo ventricular
significativa, motivo pelo qual optou pelo modelo de criolesdo ao de ligadura da
coronaria esquerda.

21
l.

Monnet et al.“* induziram ratos e coelhos ao IAM por meio da criolesdo com

uma ponteira metalica com medidas de 0,18 X 1,2cmz2 imersa em nitrogénio liquido e
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aplicada a parede livre do ventriculo esquerdo por 20 segundos 15 vezes.
Concluiram que a criolesdo nem sempre induz a lesdes transmurais e muitos
coracdes que apresentavam comprometimento de toda a parede do ventriculo

curaram sem desenvolver fibrose ou aneurisma de ventriculo.

2.4 FISIOPATOLOGIA

Modelos de animais pés-infarto tém sido amplamente estudados, pois a
isquemia miocéardica e o infarto agudo do miocardio sdo causas freqientes de
insuficiéncia cardiaca congestiva em humanos. No entanto, nem todos os coragfes
pos-infarto evoluem para ICC, pois ja € demonstrado que a dilatacdo do ventriculo
esquerdo ocorre apenas em grandes infartos transmurais.>>®

Nos infartos miocardicos transmurais em ratos, Hochman e Bulkley*’
relataram que a extensédo do infarto ndo estava relacionada apenas com o tamanho,
mas também com o tempo de evolugdo, ndo havendo mudancas estruturais nos
primeiros dois dias ap0s o infarto, mostrando alteracdes na estrutura celular em 65%
dos animais infartados no quinto ao sétimo dia pds-ligadura. Em contrapartida,
Pfeffer et al.” evidenciaram mudancas estruturais (aumento de volume) ja4 nas
primeiras 4-6 horas apos a ligadura da coronaria em 51% dos ratos com grandes
infartos e em 41% dos ratos com moderados infartos.

A remodelacdo do miocardio pés-infarto pode ser dividida em uma fase
precoce (primeiras 72 horas) e uma fase tardia (ap6s 72 horas). A fase precoce
envolve a expansao da zona de infarto, a qual pode resultar em ruptura ventricular
ou formacdo de aneurisma, enquanto a fase de remodelacdo tardia envolve o
ventriculo esquerdo como um todo, ou seja, dilatagdo do VE, modificacdo da forma
ventricular e hipertrofia da parede do ventriculo.®

Mudancas adaptativas do ventriculo pés-infarto incluem dilatacéo, hipertrofia
e formacdo de fibra coldgena. A remodelacdo ventricular pode continuar por
semanas ou mesmo meses, até que exista um contrabalanco entre as forcas de

distensdo e a formacdo de colageno. O balanco é determinado pelo tamanho do
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infarto, localizacdo, se é ou ndo transmural, paténcia ou ndo da artéria infartada e
fatores locais.*

A funcdo do VE infartado ndo é apenas dependente da contratilidade do
musculo viadvel, mas também da capacidade de formacédo de tecido fibrético na area
necrosada, sendo ambos os processos tempo dependentes.®

Em infartos miocardicos induzidos, de moderada a grande extensédo, houve
mudancas significativas de pressao, volume, massa e fracdo de ejecdo, ao contrario
dos ratos que evoluiram com infarto de pequena extensdo e dos animais sem infarto
(grupo controle) no qual ndo houve mudancas significativas nos parametros citados
acima. Em moderados e grandes infartos induzidos do ventriculo esquerdo, ha
processo inflamatorio, desenvolvimento de edema e aumento do peso do ventriculo,
0 qual retorna a valores normais apds hipertrofia compensatéria do miocardio
residual. Durante a resolucéo da resposta inflamatoria, ocorre dilatacdo do ventriculo
esquerdo independente do tamanho da area infartada. Apds a cicatrizacdo completa
da area afetada, ratos com pequenos infartos ndo evoluem com aumento da camara
cardiaca, processo demonstrado em moderados e grandes infartos, os quais
apresentam dilatacdo de suas camaras. Com a resolucéo da resposta inflamatoria
aguda e a formacédo de tecido cicatricial, a massa ventricular cai progressivamente
para niveis quase normais no sétimo e décimo nono dia pés-infarto, retornando aos
valores de base no centésimo sexto dia apos o IAM, reflexo do mecanismo
compensatdrio do miocardio residual.’

Apds o infarto do miocardio, os cardiomidcitos da regido afetada s&o
gradativamente substituidos por tecido fibrético com perda da funcdo contratil
regional. O remodelamento ventricular resulta em um afilamento da parede podendo
formar um aneurisma de ventriculo esquerdo, além de insuficiéncia cardiaca. A
disfuncdo miocéardica é, primariamente, causada pela perda dos cardiomiécitos. %4

Anversa et al.*?> descreveram que a hipertrofia do ventriculo direito apés
infarto do ventriculo esquerdo pode ser atribuida a dois fatores: a estimulacéo
mecanica desencadeada pela hipertensdo pulmonar e a ativacéo do sistema neuro-
hormonal sistémico ou local.

Bolognese e Cerisano ** demonstraram que a hipertrofia compensatéria do

ventriculo esquerdo e direito ndo se deve apenas ao estimulo mecéanico da elevacéo
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da pré-carga ou da pos-carga. Estimulos mecanicos locais, via estiramento e
ativacdo de mecanotransdutores, associados a reacdo inflamatoria decorrente de
necrose dos midcitos, promovem a liberacdo de fatores de crescimento que
estimulam a hipertrofia e a fibrose.***°

As mudancas patologicas que ocorrem apos a ligadura da artéria coronaria,
no rato, tém sido muito estudadas. O remodelamento ventricular desenvolvido apés
o IAM em ratos é similar ao que acontece em humanos.? Inicialmente ocorre
diminuicdo da espessura da parede ventricular da é&rea infartada, enquanto ha
hipertrofia das paredes ndo afetadas em resposta ao aumento de estresse,
importantes processos adaptativos de ambos os ventriculos na manutencdo da
funcdo mecénica do ventriculo esquerdo. Ratos com menos de 20% de area
infartada tém pouca ou nenhuma alteragédo hemodinamica. Entretanto, animais com
grandes infartos desenvolvem aumento da pressao diastdlica final do ventriculo
esquerdo, mesmo que numa avaliacao inicial nas trés primeiras semanas ndo haja
mudancas na funcdo e na complacéncia do musculo ndo afetado. Todavia apés seis
semanas de IAM h& uma disfuncdo contratil, perda da complacéncia ventricular,
hipertrofia dos miécitos e aumento das fibras colagenas no miocéardio néao infartado,
pois as mudancas de pressao e volume estdo diretamente relacionadas ao tempo de
infarto, podendo o ventriculo esquerdo continuar a dilatar por até um ano apés a
isquemia.*®’

Epifanio et al.*® fizeram um estudo com 35 ratos Wistar machos sobre a
remodelacdo miocardica apos infarto agudo do miocéardio. O IAM acompanhou-se de
hipertrofia dos ventriculos esquerdo e direito, indicando que o crescimento muscular
foi altamente compensatdério. A andlise estatistica mostrou que os pesos médios dos
ventriculos corrigidos pelos pesos corporais (VE/PC), foram menores nos grupos
tratados com medicacdo e no grupo controle quando comparados ao grupo com
infarto agudo sem tratamento. O infarto agudo levou ao aumento da massa
ventricular direita. Houve elevacdo, estatisticamente significante, da fracdo do
colageno intersticial do ventriculo esquerdo do grupo nao tratado em relacdo aos
grupos controle e tratados com medicacBes, concluindo que a remodelacdo
miocardica pos-infarto é caracterizada pelo aumento da massa ventricular

remanescente e aumento de colageno intersticial.
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Outro dado importante demonstrado por estes autores foi que, dependendo
do tamanho da area infartada, a medida do peso do ventriculo tende a subestimar a
presenca da hipertrofia ventricular. Em vigéncia de infarto agudo do miocardio, a
medida da é&rea celular do midcito € o melhor indice para hipertrofia do musculo
cardiaco. Descreveram também aumento de fibrose intersticial em areas remotas ao
infarto, pela medida de fracdo do colageno do ventriculo esquerdo.

Mesmo com o avanco dos métodos de diagnéstico e tratamento da
insuficiéncia cardiaca congestiva, ela tem sido uma das doencas cardiovasculares
com maior incidéncia, prevaléncia e alta mortalidade em nosso meio, sendo o infarto
agudo do miocéardio sua principal etiologia.®*’

A insuficiéncia cardiaca congestiva se caracteriza como uma sindrome clinica
complexa na qual o coracdo encontra-se impossibilitado de fornecer um débito
cardiaco adequado para as necessidades do organismo ou sO consegue fazé-lo em
condicbes de elevada pressdao de enchimento. Pode-se dividir a insuficiéncia
cardiaca como crénica e aguda. A caracterizacdo como aguda relaciona-se com o
modo de instalacdo, rapido ou subito, geralmente apresentando-se como edema
pulmonar agudo, choque cardiogénico ou combinacdo de ambos.*® A insuficiéncia
cardiaca cronica secundaria a um infarto agudo do miocardio € uma das mais sérias
e importantes doencas, sendo que tais pacientes sdo responsaveis por 50% dos
candidatos para transplante cardiaco.*

Com o intuito de estudar a remodelacao ventricular da insuficiéncia cardiaca,
Brower e Janicki*® fizeram um modelo de ICC por meio de uma fistula aorto-cava,
desenvolvendo desta maneira uma sobrecarga de volume ventricular, induzindo a
insuficiéncia cardiaca. No decorrer de oito semanas foi evidenciada hipertrofia
ventricular progressiva, dilatacdo, queda da complacéncia ventricular e diminuicédo
da funcao ventricular. Na analise hepatologica evidenciaram grande quantidade de

colageno intersticial, provavel causa da diminuicdo da complacéncia ventricular.
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2.5 METODOS DE QUANTIFICACAO DO IAM EM MODELOS EXPERIMENTAIS

Pouzet et al.> propuseram estudo com o objetivo de analisar se o nimero de
células mioblasticas transplantadas no miocardio de ratos infartados poderia
influenciar na melhora da funcéo ventricular esquerda. Realizaram uma toracotomia
lateral esquerda e induziram o infarto do miocardio com a ligadura da artéria
coronaria esquerda em 44 ratos. Trés dias apds o infarto do miocardio foi realizado
estudo ecocardiografico bidimensional para avaliar a funcé&o do ventriculo esquerdo,
guantificando desta maneira a extensdo do infarto. Obtiveram uma variante muito
grande. Dez dos animais com FE<25%, dezessete entre 25-35%, nove entre 35-40%
e oito considerados normais (FE>40%).

Com o objetivo da aplicabilidade clinica do transplante celular, Scorsin et al.>®
compararam o transplante de cardiomiécitos fetais e de mioblastos em coracdes de
ratos infartados, procuraram identificar qual tipo de transplante apresentaria uma
melhor recuperacao da funcdo ventricular esquerda, apds infarto do miocardio em 42
ratos por ligadura da coronaria esquerda. A analise ecocardiografica para a
avaliacao da funcao ventricular esquerda foi realizada no quarto dia e um més apés
o IAM, tanto no grupo controle (infarto apenas) como no grupo com transplante de
células. Os resultados mostraram melhora da FE dos coragfes do grupo tratado com
cardiomiocitos fetais e do grupo tratado com células mioblasticas, pois os valores
variaram de 39 para 45% e de 40 para 47%. Nos animais do grupo controle houve
um decréscimo do mesmo parametro avaliado, de 40 para 36%.

Brofman et al.'” fizeram um estudo sobre transplante de células tronco
mesenquimais e células mioblasticas esqueléticas com cultura e co-cultura no infarto
agudo do miocardio, usando como modelo experimental 72 ratos Wistar com peso
aproximado de 400g. Para a avaliagdo dos parametros funcionais, utilizaram a
ecocardiografia transtordcica bidimensional, usando como indicador principal a
fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo. Nos animais do grupo controle (IAM por
ligadura com FE<40) houve uma diferenca significativa da FE entre o 7° e o 30° dia
de pés-infarto. No entanto, obtiveram melhora significativa da FE apenas nos

animais com transplante de células musculares isoladas ou em co-cultura.
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Li et al.??

guantificaram o tamanho do infarto induzido nos animais com a
planimetria computadorizada apos fixacdo dos coracdes em formalina e cortes
transversais com trés milimetros. O valor era obtido através da porcentagem da
parede afetada dividida pelo total da parede do ventriculo esquerdo multiplicando
por 100. Obtiveram com a utilizacdo da criolesdo uma média de 25% (com pouco
desvio padréo) de lesdo transmural da parede livre do ventriculo esquerdo.

Pasquale et al.*®

quantificaram o infarto agudo do miocardio pela planimetria
do total da circunferéncia infartada sobre a circunferéncia total do ventriculo
esquerdo. Para a afericdo destes dados, os coracdes foram dissecados e separados
o ventriculo esquerdo do direito. O ventriculo esquerdo foi preservado em
formaldeido e quatro cortes transversais foram realizados para a afericdo das
circunferéncias. Foram classificados como: auséncia de infarto (0% do ventriculo
esquerdo), pequeno (até 25% do ventriculo esquerdo), moderado (25-45% do
ventriculo esquerdo), e grande (acima de 45% do ventriculo). Dos trinta e nove ratos
estudados a andlise histolégica mostrou que quinze dos animais ndo infartaram, sete
ratos apresentaram grande infarto e dezessete ratos, infarto moderado.

Para investigacdo das areas afetadas ou ndo em modelo experimental por
criolesdo, Razvadauskaite et al.*® fizeram trés cortes histolégicos com trés
milimetros cada segmento. Usaram as coloragcbes de hematoxilina eosina e
Tricrémio de Gomori. A area de infarto foi identificada em todos os animais do grupo
de infarto. As areas de fibrose foram identificadas com maior frequéncia nos
segmentos médio e distal do VE. A porcentagem da area lesada foi determinada por
um programa de computador (Metamorph 5.0r software). Dos seis animais
estudados, obtiveram 16,8% de area do VE afetada no décimo segundo dia, 17,6%

no vigésimo oitavo dia e 25,4% no quinquagésimo sexto dia pos-infarto.
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3 METODOS
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A pesquisa foi realizada no Laboratério de Engenharia e Transplante Celular da
Pontificia Universidade Catdlica do Parana, apos ter sido aprovada pelo Comité de
Etica em Pesquisa (registro na CEPA/PUCPR n° 33), com animais provenientes do
biotério da PUCPR, segundo os principios do Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (COBEA, 1999).

Na realizacdo deste projeto de pesquisa foram utilizados 50 ratos machos
(Rattus norvegicus albinus. rodentia mammalia), da linhagem Wistar, com idade
entre seis e sete meses, com o peso variando de 368 a 414g, e mantidos alojados
em gaiolas com no maximo cinco animais em cada. Foi fornecida agua ad libitum e

racao padronizada para a espécie.

3.1 DISTRIBUICAO DOS GRUPOS

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos (A, B e C). No
grupo A foram estudados 20 animais nos quais foi induzido o IAM pela técnica da
ligadura da artéria coronaria esquerda. No grupo B, 20 ratos foram submetidos a
lesdo miocéardica por criolesdo, enquanto no grupo C, 10 animais ndo sofreram

nenhuma intervencao cirargica e foram usados como controle.
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3.2 EQUIPAMENTOS UTILIZADOS NO EXPERIMENTO

3.2.1 Respirador

Foram utilizados dois respiradores a volume (HARVARD®, Inc., respirador
modelo 683, Massachusetts, USA) para animais de pequeno porte com oxigénio a
21% (ar ambiente)(Figura 1).

Figura 1- Respirador a volume



20

3.2.2 Criolesao

A aplicacdo do nitrogénio liquido foi por meio de uma ponteira sélida com
formato circular medindo trés milimetros de diametro. E um sistema fechado em que
0 nitrogénio liquido circula, congelando a ponteira metélica acoplada ao aplicador.
Possui a vantagem de evitar o contato direto do nitrogénio com o tecido e produzir
uma lesdo mais homogénea. O aparelho utilizado (MINI CRYOSUN®) possui a
capacidade de armazenar 500 mililitros do liquido (Figuras 2 e 3).

Figura 2 - Conjunto de criolesao
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Figura 3 — Ponteira utilizada para fazer a criolesao

3.2.3 Materiais Operatorios

Os materiais utilizados para a ligadura da coronéaria esquerda e a toracotomia
dos animais do grupo A e B foram: pingas vasculares, porta-agulhas, tesouras,
afastador auto-estédtico pequeno, fios de polipropileno sete zeros e fio
monofilamentar de nailon quatro zeros, seringas, agulhas, gases, luvas de latex,
polivinilpirrolidona-iodo e solucéo salina 0,9% (Figura 4).
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Figura 4 - Materiais utilizados para toracotomia nos animais do
grupo A e B e ligadura da coronaria esquerda

3.2.4 Ecocardiografia

Os animais foram analisados com equipamento de ecocardiografia
bidimensional modelo Sonos 5500 (Hewlet Packard, USA), com transdutores setorial
S12 (5-12 mHz) e linear 15L6 (7-15 mHz)(Figura 5).
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Figura 5 - Aparelho de ecocardiografia bidimensional para

animais de pequeno porte

3.2.5 Microscopia

O microscépio Optico utilizado para identificacdo do infarto, como sendo
transmural ou nédo, foi um Olympus IX 70® (Figura 6) no aumento de 40 vezes e de
100 vezes. No entanto, para a leitura da extensdo do infarto quando sendo
epicardico ou endocardico foi utilizado um microscépio Optico (Olympus
RX50®)(Figura 7) que é acoplado a uma céamera digitalizadora que transfere as

Imagens para um computador.
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Figura 6 - Microscopio Optico Olympus IX70®

Figura 7 - Microscopio Optico Olympus RX 50® com transdutor de

imagem acoplado a um microcomputador



25

3.3 TECNICA OPERATORIA EMPREGADA

Y

Todos os ratos do experimento foram submetidos a anestesia geral com a
associacdo de ketamina (sedativo e bloqueador neuro-muscular) na dose de
50mg/kg/peso e xylazina (sedativo e analgésico) na dose de 10mg/kg/peso, ambos

via intramuscular.

3.3.1 Determinacéo do Peso dos Ratos

ApoOs a inducdo anestésica, mantendo-se os animais em nivel Il nos critérios
de Guedel e Hecker®, todos os animais foram pesados em uma balanca eletrdnica
(Marte AS500, Br) de alta precisdo com trés casas decimais e sensibilidade de 0,01g
aferida pelo Imetro.

3.3.2 Obtencéo de Via Aérea e Ventilagcao

Aguardava-se a instalacdo da anestesia; observada pela auséncia do reflexo
ocular palpebral. Com o relaxamento do animal, obtinha-se uma via aérea definitiva
através da intubag&o orotraqueal com cateter venoso periférico numero 14 (Figura
8). Apbs cada procedimento, certificava-se da paténcia da via aérea conectando o
cateter ao sistema de ventilacdo mecéanica com volume de 2,5ml, com frequéncia de

50 ciclos por minuto observando-se a expansao dos pulmdes.



26

Figura 8 - Animal intubado conectado ao sistema de ventilacdo

mecéanica

3.3.3 Posicédo do Animal Durante o Experimento

Todos os animais foram submetidos a tricotomia na regiao ventral do abdémen
e do térax, na porcao antero-lateral esquerda, imediatamente antes do procedimento
operatorio. Posicionou-se em decubito dorsal com uma leve inclinagdo para a direita,
facilitando desta maneira a exposicdo da area a ser abordada, fixando-se os

membros anteriores e posteriores com fita adesiva (Figura 9).
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Figura 9 - Posicdo do animal e inicio da toracotomia lateral esquerda

com 1,5 cm de extenséo

3.3.4 Descricédo do Procedimento

Foi feita a anti-sepsia da area depilada com iodopovedina tépico e foi realizada
a toracotomia lateral esquerda no terceiro espaco intercostal nos animais do grupo A
e B. Apds a abertura da pleura esquerda, o animal era conectado ao sistema de
ventilagdo mecanica. O pericardio era retirado para a luxacdo e melhor visibilizacdo
da area a ser abordada. No grupo A, ap0s a exteriorizacdo do coracdo, a auricula
esquerda era afastada e a artéria coronéria esquerda ligada com fio de polipropileno
azul monofilamentar ndo absorvivel 7.0 entre a via de saida da artéria pulmonar e o
atrio esquerdo (Figura 10). A regido infartada era imediatamente verificada pela
diferenca de coloragdo da area afetada (Figura 11). Em seguida, o coragdo era
retornado ao térax e a parede toracica fechada por planos com fio monofilamentar
de nailon 4.0, com sutura continua. Apds a recuperacdo da anestesia, 0s animais
foram extubados e mantidos em gaiolas, alimentados com racdo comercial padréo e

tiveram livre acesso a agua.
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Figura 10 — llustrac&o da exposi¢céo do coracgéo e inicio da ligadura

da artéria coronéria esquerda

- il gt el

Figura 11 - Aspecto do coracdo apos a ligadura da coronéria esquerda
demonstrando diferenca de coloracao na regido isquémica
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Nos animais do grupo B, foi utilizado nitrogénio liquido aplicado com uma
ponteira solida sobre o coracado (para criar lesdo miocéardica). O local abordado foi a
regido da artéria coronaria esquerda, mais especificamente a artéria descendente
anterior e seus ramos. Com angulo de 90 graus entre a ponta sélida e o coracdo
(Figura 12), cinco sessdes, com aplicacdo direta da ponteira sobre o miocéardio foram
realizadas. O contato com o coracdo era mantido até 0 momento em que a ponteira
se soltasse espontaneamente do tecido. O intervalo entre cada aplicacéo foi de 10
segundos. Imediatamente apds a retirada da ponteira, foi visibilizada uma éarea
circular esbranquicada (regido congelada) (Figura 13) no ventriculo esquerdo que
desaparecia em torno de trés segundos. ApoOs o término do procedimento, da
mesma maneira que os animais do grupo A, o coracdo foi retornado ao térax e a
parede toracica fechada por planos com o mesmo tipo de fio de sutura. ApGs a
recuperacdo da anestesia, os animais foram extubados e mantidos em gaiolas,

alimentados com racdo comercial padrdo e tiveram livre acesso a agua.

Figura 12 - Modo de aplicacéo do probe com nitrogénio liquido
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Figura 13 - Aspecto da lesdo miocardica ap0s a criolesdo

Os animais do grupo C ndo foram submetidos a qualquer intervencéo cirargica,

foram tratados apenas com ra¢cdo padronizada e agua a livre demanda.

3.4 ESTUDO ECOCARDIOGRAFICO

Foi utilizada a ecocardiografia transtoracica bidimensional com o intuito de
avaliar a funcdo ventricular, a extensdo e a localizacdo lesbées miocardicas e o tipo

de contratilidade das paredes do ventriculo esquerdo.
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Figura 14 - Transdutor sobre o térax do animal

Figura 15 - |Imagem ecocardiogradfica com monitorizagdo

eletrocardiogréfica
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Todos os animais, independente do grupo a que pertenciam, foram
anestesiados com ketamina e xylazina na dose de 25mg/kg/peso e 5mg/kg/peso, via
intramuscular, para a realizacdo do exame. Os animais do grupo A e B fizeram o
ecocardiograma no 7° e 30° dia pés-lesdo miocardica com o intuito de acompanhar a
evolucdo da lesdo. Como os ratos do grupo C nao foram submetidos a nenhuma
intervencao, foi realizado apenas um ecocardiograma com as mesmas medidas para
servir de controle aos outros dois grupos. Todos foram monitorizados nas
derivacdes periféricas com eletrodos pediatricos, obtendo-se a frequéncia cardiaca
com visibilizacdo cardiscépica. Colocando o transdutor na porcdo antero-lateral
esquerda da parede toracica, as imagens foram vistas em duas dimensdes, e as
camaras ventriculares observadas em dois cortes, o transversal e o longitudinal. No
longitudinal se tinha uma visdo axial do ventriculo esquerdo incluindo a valva mitral,
a valva adrtica, a parede anterior, a posterior e 0 apex do VE; enquanto no corte
transversal, se observava a parede septal, a anterior, a lateral e a posterior na regiao
basal média e na apical do VE. Foram analisados os parametros: fracdo de ejecéo,
volume diastélico final do VE, volume sistdlico final do VE, area diastolica final do VE
e area sistolica final do VE. Outro dado avaliado pelo ecocardiografista foi o tipo de
contratilidade nas paredes do VE (normal, hipocinesia, acinesia ou discinesia). Foi
considerado normal: quando ndo havia alteracdo de contratilidade em nenhuma das
paredes do ventriculo esquerdo, hipocinesia: quando existia diminuicdo da
contratilidade global ou de um segmento, acinesia: quando havia auséncia de
contratilidade no segmento afetado e discinesia: quando da presenca de area com
distensibilidade contrétil na sistole. A area do ventriculo esquerdo, o comprimento e
o volume foram medidos pelo método de Simpson, utilizando o software do
computador, tanto na sistole como na diastole. O comprimento sempre em seu maior
eixo (da base para o apex) e a area por delimitacdo das paredes do ventriculo
esquerdo. Todas as medidas foram feitas trés vezes pelo mesmo profissional, tendo

como resultado final a média das trés.



33

Figura 16 — Imagem ecocardiografica mostrando a area do ventriculo

esquerdo

3.5 PESO DO CORACAO

Depois do segundo ecocardigrama, no trigésimo dia de pds-operatdrio, 0s
animais foram submetidos a eutanasia com dose letal 50 de ketamina na dose de
148 mg/kg ** todos os coracBes foram pesados em uma balanca eletrénica (Marte

AS500, Br) de alta precisdo com trés casas decimais e sensibilidade de 0,01g.

3.6 ESTUDO HISTOPATOLOGICO

Para a preparacdo das pecas para o estudo histopatolégico, quatro cortes
coronais dividiram as pecas em quatro pedacos que foram fixadas em solucédo de

formol a 10% por 48horas (Figura 17). O tecido foi entdo incluido em parafina liquida
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formando blocos, dos quais obteve-se cortes histoldégicos coronais de cinco micra,

gque foram montados em laminas.

Figura 17 - Os quatro cortes coronais dividindo o coragao em quatro
pecas (base, médio proximal, médio distal e apex)

Os animais do grupo controle foram submetidos a um estudo ecocardiografico e
logo em seguida a eutanasia pelo mesmo método utilizado nos outros grupos,
dando-se aos cora¢des o mesmo tratamento.

As coloragdes utilizadas foram a hematoxilina-eosina, o Tricrdomio de Gomori e
o Sirius Red. De cada pega foram feitas trés laminas com quatro cortes obtidos da
divisdo do coracdo em quatro segmentos (base, médio proximal, médio distal e

apex) (Figura 17 e 18).



35

00 ¥ fi
o9 |6@' g:

Figura 18 - La&minas com as trés coloragdes citadas

Os cortes histolégicos corados pelo hematoxilina-eosina foram usados para
uma visdo panoramica, identificacdo da provavel area afetada com ou sem
afilamento de suas paredes ou até mesmo hipertrofia compensatoria.

Os cortes histolégicos corados com Sirius-Red foram utilizados para
identificacdo da regido infartada por sua especificidade para observacdo do
colageno, confirmando ou ndo a imagem ja inicialmente identificada pela coloracao
citada anteriormente. Quando houvesse qualquer davida na leitura microscopica das
laminas, confirmaram-se os achados com os cortes corados com Tricrdmico de
Gomori. Na andlise destas laminas utilizou-se um microscopio OLIMPUS® 1X70 nos
aumentos de 40 vezes e del00 vezes.

Apoés a primeira leitura, as laminas foram separadas em dois grupos. As que
apresentavam cortes com infarto transmural e as que ndo apresentavam infarto
transmural. Foram classificadas como transmural aquelas em que pelo menos em
um dos cortes realizados (apex, médio distal, médio basal e base) existia deposi¢ao
de colageno em toda a extensdo de uma ou mais das paredes do ventriculo
esquerdo. As classificadas como nao transmural foram reestudadas e divididas
como endocardicas e epicardica. O reestudo foi realizado em outro microscépio

optico (Olympus® RX50) por estar acoplado a uma camera de video que enviava a
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imagem digital a um computador dotado de um programa de analise de imagens
Image Pro-plus® (Média Cybermetics, Silver Spring, Mayland, USA). Com este
programa foi possivel analisar a extensdo (comprimento) do infarto ndo transmural.
Foi medido o comprimento total da parede do ventriculo esquerdo e o comprimento
da area fibrosada na regido onde a necrose foi mais homogénea. As medidas foram

feitas em micra.

Figura 19 — Fotomicrografia demonstrando necrose néo transmural
(endocérdica) na coloracdo hematoxilina eosina, com

aumento de 40 vezes
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Figura 20 — Imagem de necrose transmural com afilamento da parede
do VE em coloragéo tricrémio de Gomori, com aumento

de 40 vezes

Figura 21 - Fotomicrografia de leséo epicéardica na coloracdo de
Sirius-Red com aumento 40 vezes
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Figura 22 — Imagem de coracdo sem lesdes miocardicas na coloragéo

Sirius-Red com aumento 40 vezes

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Para a comparacdo dos grupos, em relacdo as varidveis quantitativas, foi
usada a Analise de Covariancia, considerando-se o peso do rato como co-variavel. A
homogeneidade das variancias foi avaliada pelo teste de Levene e a normalidade da
distribuicdo pelo teste de Kolmogorov. Para as comparagdes multiplas foi usado o
teste de Newman-Keuls. Variaveis que ndo atenderam aos pressupostos de
homogeneidade das variancias foram analisadas apés a aplicacdo da transformacgéo
raiz quadrada sobre os dados ou usando o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis.
Para a comparacdo dos momentos de avaliacao, foi usado o teste t de Student para
amostras dependentes. A comparacdo dos grupos em relagdo a variaveis
dicotébmicas foi feita usando-se o teste exato de Fisher. Em todos os testes, valores

de p<0,05 indicaram significancia estatistica.
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4 RESULTADOS
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4.1 ANATOMIA CORONARIANA

Os achados a olho nu da anatomia coronariana dos animais foram: presencga
do ramo interventricular anterior na parede anterior com um ou mais ramos
diagonais e um ou mais ramos marginais na parede lateral do ventriculo esquerdo,
provenientes da artéria circunflexa. A coronaria direita foi pouco visibilizada devido a

via de acesso (toracotomia lateral esquerda).

4.2 MORTALIDADE

Dos 20 ratos submetidos a lesdo miocéardica por criolesdo 4 foram a Obito
(20,00%), e dos 20 animais submetidos a ligadura da coronaria esquerda 5 foram a
Obito (25,00%). Com estes resultados ndo foi encontrada diferenca estatistica

significativa entre os grupos (p=1).

4.3 PESO DOS ANIMAIS

A média do peso dos animais do grupo A (ligadura) foi de 390,20+21,32q,
engquanto a do grupo B (criolesdo) foi de 397,065+17,52g e a do grupo C (controle)
de 385,70+17,23g. Comparando-se 0s trés grupos nao houve diferenca significativa
resultando p=0,3157, o que demonstra a homogeneidade dos grupos em relacdo ao

peso (Figura 23).
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Figura 23 — Médiat+desvio padrao de pesos nos grupos do experimento

4.4 PESO DO CORACAO DOS ANIMAIS

Tanto o grupo A (ligadura) quanto o grupo B (criolesdo) mostraram
significancia estatistica no trigésimo dia de pos-infarto em relacdo ao peso dos
coracfes dos animais quando comparados com o grupo controle (grupo A com
1,48+0,13g, grupo B com 1,41+0,08g e o grupo C com 1,32+0,10g; p=.0,0040). Na
analise comparativa entre os dois grupos experimentais (criolesédo e ligadura) nao

houve diferenca estatisticamente representativa (p=0,1106) (Figura 24).
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Figura 24 — Médiatdesvio padrdo dos pesos dos coragbes nos grupos

estudados

4.5 FREQUENCIA CARDIACA

Nos trés grupos (A, B e C) ndo foram observadas diferencas significantes em
relagédo a frequéncia cardiaca, a qual foi medida em batimentos por minuto (bpm).
Os batimentos cardiacos foram equivalentes tanto nos ratos normais quanto nos
com lesdes miocéardicas. O grupo A teve como média 216,47+25,63bpm, o grupo B

208,81+34,61bpm e o grupo C 220,00+19,42bpm (p=0,5388) (figura 25).
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Figura 25 — Media da frequéncia cardiaca dos trés grupos

4.6 ANALISE ECOCARDIOGRAFICA

4.6.1 Grupo Controle

No quadro 1 sdo apresentados os resultados dos valores minimos, valores
maximos, medianas, médias e desvios padrdes das variaveis ecocardiograficas
avaliadas no grupo controle (10 ratos). As variaveis estudadas foram a area
diastélica final do ventriculo esquerdo (ADFVE) em centimetros quadrados (cm?2), o
volume diastolico final do ventriculo esquerdo (VDFVE) em mililitros (ml), a area
sistélica final do ventriculo esquerdo (ASFVE) em centimetros quadrados (cm?), o
volume sistdlico final do ventriculo esquerdo (VSFVE) em mililitros (ml) e a fracdo de
ejecao do ventriculo esquerdo (FEVE) em porcentual (%).
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Quadro 1 - Dados ecocardiograficos dos animais do grupo C (controle)

Variavel Minimo Maximo Mediana Média Desvio

padrao
ADFVE(cm?) 1,020 1,330 1,215 1,188 0,087
VDFVE (ml) 0,551 0,794 0,716 0,702 0,073
ASFVE(cm?) 0,688 0,921 0,819 0,808 0,073
VSFVE(mI) 0,307 0,457 0,399 0,390 0,057
FEVE(%) 37,200 56,900 44,700 44,750 5,539

4.6.2 Grupo A (ligadura)

4.6.2.1 Variaveis ecocardiogréaficas

Neste grupo de animais houve diferenca significante entre o 7° e o 30° dia
pds-infarto agudo do miocardio por ligadura da artéria coronaria esquerda em quase
todas as variaveis ecocardiogréaficas, com excecao da fracao de ejecdo do ventriculo
esquerdo.

A area diastdlica final do ventriculo esquerdo foi de 1,26+0,13cm2 no 7°
dia e 1,40+0,14cm?2 no 30° dia, mostrando diferenca estatisticamente significativa (p=
0,0003).

Com relacdo ao volume diastdlico final do ventriculo esquerdo, também
mostrou resultados estatisticamente significantes entre o 7° e 30° dia de pés-infarto,
com valores de 0,76+0,14ml no 7° dia e de 0,95+0,19ml no 30° dia (p= 0,0003).

A area sistélica final do ventriculo esquerdo foi de 0,96+0,20cm?2 no 7° dia
pos-ligadura da coronaria esquerda e 1,07+0,22cm2 no 30° dia (p= 0,0058).

O volume sistdlico final do ventriculo esquerdo mostrou diferenca
significante nos dias em que foram avaliados, com 0,50+0,17ml no 7° dia e de
0,64+0,21ml no 30° dia (p= 0,0013) (Figura 26).
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Figura 26 - Variaveis ecocardiograficas no 7° e 30° dia pos-ligadura da CE

A variavel que ndo demonstrou diferenca significante foi a fracdo de
ejecdo do VE que se manteve em 35,45+10,39% no 7° dia apds a lesdo miocéardica
e 34,45+9,99% no 30° dia (p= 0,5546) (Figura 27).
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Figura 27 — Fracao de ejecdo no 7° e 30° dia de pos-infarto

4.6.2.2 Tipo de Contratilidade da Parede do VE Apoés Leséo Miocéardica

Foi avaliada pela ecocardiografia o tipo de contratilidade do VE no 7° e 30°
dia de pés-infarto. Foram identificados ventriculos com contratilidade normal, com
hipocinesia, acinesia e discinesia de uma ou mais paredes. Para ndo se ter um
namero de variaveis muito grandes, foi considerado o tipo de contratilidade
predominante na area que sofreu lesao.

No 7° dia pés-infarto, quatro coragdes (26,67%) apresentaram hipocinesia, 10
(66,67%) acinesia, nenhum com discinesia e um (6,67%) com contratilidade normal.
No 30° dia, dois evoluiram de acinesia para discinesia enquanto os demais animais
mantiveram-se com o mesmo tipo de contratilidade. Dos vinte animais, apenas 15
entraram para o estudo, pois cinco foram a Obito no transoperatorio ou no pos-

operatorio (Figura 28).
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CONTRATILIDADE DO VE
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Figura 28 - Tipo de contratilidade do VE no 7° e 30° dia pés-ligadura da CE
nos animais do grupo A

4.6.2.3 Localizacdo da Area Afetada Apds a Lesdo Miocardica

N&o houve mudancas entre o 7° e 30° dia de pds-infarto. Um (6,67%) dos
animais nao apresentou qualquer alteracdo da contratilidade do miocardio em
nenhuma das paredes ventriculares, 11 (73,33%) apresentaram comprometimento
da parede anterior e 3 (20%) da parede lateral do ventriculo esquerdo (Figura 29).
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Figura 29 — Localizacdo da area afetada apos infarto

4.6.3 Grupo B (criolesédo)

4.6.3.1 Variaveis ecocardiograficas

Com relacdo a area diastdlica final do ventriculo esquerdo, ndo houve
diferenca entre o 7° e 0 30° dia (ADFVE= 1,33+0,19cm? no 7° dia e 1,30+0,08cm? no
30° dia; p=0,5087).

Na andlise da area sistdlica final do ventriculo esquerdo nos dois dias
estudados, os valores obtidos ndo foram estatisticamente significantes (ASFVE=
1,01+0,18cmz2 no 7° dia e 0,90+0,24cm? no 30° dia; p=0,2241).

Avaliado o volume diastdlico final do ventriculo esquerdo, também nao houve
significancia entre o 7° e 0 30° dia (VDFVE= 0,87+0,22ml no 7° dia e 0,83+0,08ml no
30° dia; p=0,5277).
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O volume sistdlico final do ventriculo esquerdo ndo mostrou diferenca
significante nos dias em que foram avaliados (VSFVE= 0,56+0,15ml no 7° dia e
0,5240,10ml no 30° dia; p=0,4529) (Figura 30).

VARIAVEIS ECOCARDIOGRAFICAS
Grupo B (Criolesao)
Média + dp

16 p=0,5087 p=0,5277 p=0,2241 p=0,4529

1,4

1,2

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

®m 7 dias

o0 ADFVE VDFVE ASFVE VSFVE " 30dias

Figura 30 — Variaveis ecocardiograficas no 7° e 30° dia pds-procedimento

As fracdes de ejecdes no 7° e 30° dia pos-procedimento ndo evidenciaram
resultados estatisticamente significativos (FEVE= 35,81+7,27% no 7° dia e
37,23+8,93% no 30° dia, p= 0,5919) (Figura 31).
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Figura 31 — Fracdo de ejecdo no 7° e 30° dia pbs-lesdo miocardica

4.6.3.2 Contratilidade da area afetada (acinesia, hipocinesia, discinesia ou

normal)

Da mesma maneira que o0s animais do grupo A, foi avaliada pelo
ecocardiografista o tipo de contratiidade do VE no 7° e 30° dia de pdés-lesédo
miocardica. Foram achados ventriculos com contratilidade normal, com hipocinesia,
acinesia e discinesia de uma ou mais paredes. Dos vinte animais, apenas 16
entraram para o estudo, pois quatro foram a ébito no transoperatorio ou no poés-
operatério.

No 7° dia 12 (75%) coracOes apresentaram hipocinesia, quatro (25%) acinesia
e nenhum com discinesia e contratilidade normal. No 30° dia, o coracdo de um rato
(6,25%) voltou a apresentar contratilidade normal, trés (18,75%) evoluiram de

acinesia para discinesia e 12 (75%) mantiveram-se com hipocinesia (Figura 32).
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Figura 32 — Tipo de contratilidade do VE apo6s o 7° e 30° dia de pos-lesdo

miocéardica nos animais do grupo B

4.6.3.3 Localizacdo da area afetada apds lesdo miocardica

Pela analise ecocardiogréafica, observou-se a localizacdo da parede do VE
afetada apos a lesdo miocardica no 7° e 30° dia pos-procedimento (Figura 33). Dos
dezesseis animais estudados deste grupo, 6,67% néo apresentaram nenhum tipo de
anormalidade em nenhuma das paredes do ventriculo esquerdo, 73,33% com
comprometimento da parede anterior e 20% da parede lateral. Em um dos animais
(6,25%), que apresentava alteracdo da contratilidade da parede anterior no 7° dia,

apresentou melhora no 30° dia.
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AREA DO INFARTO
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Figura 33 — Localizacdo da area afetada apos infarto

4.6.4 Comparacao das Variaveis Ecocardiograficas entre o Grupo A e B no 7° dia

Pos-infarto com o Grupo Controle

A é&rea diastodlica final do VE (ADFVE) no 7° dia pds lesdo miocéardica nos
animais do grupo A foi de 1,33+0,19cm?, no grupo B de 1,26+0,13cm?2 e no grupo C
de 1,19+0,09cm? ndo havendo diferenca significativa entre os grupos (p= 0,1228)
(Quadro 2 e Figura 34).

Na analise do volume diastélico final do VE (VDFVE) ndo se evidenciou
diferenca significante entre os grupos. O grupo A teve como valores 0,76+0,14ml, o
grupo B 0,87+0,22ml e o C 0,70+0,07ml (p= 0,0825) (Quadro 2 e Figura 35) .

No entanto foi evidenciado um valor significativo quando comparados a
area sistolica final do ventriculo esquerdo (ASFVE) entre os trés grupos. O grupo A
obteve 0,96+0,20cm?, o0 B 1,01+0,18cm? e o C 0,81+0,07cm? (p=0,0240) (Quadro 3 e
Figura 36).
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O volume sistolico final do ventriculo esquerdo (VSFVE) resultou em
diferenca significante. O grupo A apresentou 0,50+0,17ml, o grupo B 0,56+0,15ml e
o grupo C 0,39+0,06ml (p=0,0264) (Quadro 2 e Figura 37).

Na avaliacdo da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo, também obteve-
se p significante. O grupo A teve os valores de 35,45+10,39%, o grupo B
35,81+7,27% e o grupo C de 44,75+5,54% (p= 0,0109) (Quadro 3 e Figura 38).

Nas variaveis ecocardiograficas em que houve diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) entre os trés grupos (ASFVE, VSFVE e FEVE) foi feito uma
analise estatistica entre os grupos dois a dois.

Comparando o grupo A com o C obteve-se p significativo em duas variaveis
(ASFVE e FEVE). A ASFVE resultou em p=0,0326, o VSFVE p=0,0537 e a FEVE um
p=0,0171 (Quadro 3).

Todavia, quando comparado o grupo B com o grupo C, obteve p
significante nas trés variaveis estudadas. A ASFVE resultou em um p= 0,0118, o
VSFVE um p=0,0124 e a FEVE (p= 0,0086) (quadro 3).

Na comparacao entre o grupo A e o B ndo se encontrou p significativo em
nenhuma das variaveis reestudadas. A ASFVE resultou em p= 0,4164, o VSFVE em
p=e 0,3104 e a FEVE p=0,9117 (Quadro 3 e Figuras 36,37 e 38).

Quadro 2 - Variaveis ecocardiograficas dos trés grupo no 7° dia pés-lesédo

Variavel C((r)‘ﬂgl)e (r(‘:znf6) ngiig;a (Contro}éa)locrri((j)i I?i::;adura)
ADFVE (cm?) 1,1940,09 | 1,33+0,19 | 1,26+0,13 0,1228
VDFVE (ml) 0,70+0,07 | 0,87+0,22 0,76+0,14 0,0825
ASFVE (cm?) 0,81+0,07 | 1,01+0,18 0,96+0,20 0,0240
VSFVE (ml) 0,39+0,06 | 0,56+0,15 | 0,50+0,17 0,0264
FEVE (%) 44,75+5,54 | 35,81+7,27 | 35,45+10,39 0,0109

(*) ANCOVA (peso do rato como co-variavel)



Quadro 3 - Comparagfes multiplas (grupos dois a dois):

Grupos comparados ASFVE VSFVE FEVE
Valor de p* | Valor de p* | Valor de p*
Controle x ligadura 0,0326 0,0537 0,0171
Controle x crio 0,0118 0,0124 0,0086
Crio x ligadura 0,4164 0,3104 0,9117
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(*) Teste de Newman-Keuls

4.6.5 Comparagcdo das Variaveis Ecocardiograficas Entre o Grupo A e B no
30° dia Pds-infarto com o Grupo Controle

Todas as variaveis ecocardiograficas apresentaram resultados
estatisticamente significativos no 30° dia pos-lesdo miocardica quando comparados
0s trés grupos.

A area diastolica final do ventriculo esquerdo (ADFVE) foi de 1,40%£0,14cm?
nos animais do grupo A, de 1,30+0,08cm? no grupo B e de 1,19+0,09cm? no grupo C
com p= 0,0001(Quadro 4) (Figura 34).

Quando avaliado o volume diastolico final do ventriculo esquerdo (VDFVE)
encontrou-se os valores de 0,95+0,19ml no grupo A, 0,83+0,08ml no grupo B e
0,70+0,07ml no grupo C com p=0,0003 (Quadro 4) (Figura 35).

A area sistdlica final do ventriculo esquerdo (ASFVE) foi de 1,07+£0,22cm?2 no
grupo A, de 0,90+0,24cm? no grupo B e de 0,81+0,07cm2 no grupo C resultando um
p=0,0054 (Quadro 4) (Figura 36).

O volume sistélico final do ventriculo esquerdo (VSFVE) foi de
0,64+0,21ml no grupo A, 0,52+0,10ml no grupo B e de 0,39+0,06ml no grupo C,
obtendo um p=0,0005 (Quadro 4) (Figura 37).

Na avaliacdo da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo encontraram-se 0s
valores de 34,45+9,99% no grupo A, 37,23+8,93% no grupo B e 44,75+5,54% no
grupo C, resultando p=0,0096 (Quadro 4) (Figura 38).

Como todas as variaveis resultaram em valores significantes quando

comparadas entre os trés grupos, elas foram analisadas entre os grupos dois a dois.
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Quando comparado o grupo A com o C, todas as variaveis ecocardiograficas
apresentaram resultados significativos. A ADFVE obteve p=0,0001, a ASFVE
p=0,0046, o VDFVE p=0,0004, o VSFVE p= 0,0003 e a FEVE p= 0,0097 (Quadro 5).

Todavia, na comparacdo do grupo B com o C, nem todas as variaveis
apresentaram resultados significantes. A ADFVE teve p= 0,0109, a ASFVE p=
0,2476, o VDFVE p= 0,0011, o VSFVE p=0,0032 e a FEVE p= 0,0287 (Quadro 5).

Na avaliacdo das varidveis entre o grupo A e o B, duas resultaram em p
estatisticamente significativo. A ADFVE obteve p= 0,0180, a ASFVE p= 0,0322, o
VDFVE p= 0,0929, o VSFVE p= 0,1854 e a FEVE p= 0,4055 (Quadro 5) (Figuras
34, 35, 36, 37 e 38).

Quadro 4 - Variaveis ecocardiograficas dos trés grupo no 30° dia pds-leséo

L. C(controle B(crio A(ligadura Valor de p*
Variavel ((n=10) : (n(:leg ((r?=15) : (crio x Iigadﬁra)
ADFVE (cm?) 1,194+0,09 1,30+0,08 1,40+0,14 0,0001
VDFVE (ml) 0,70+0,07 0,83+0,08 0,95+0,19 0,0003**
ASFVE (cm?) 0,81+0,07 0,90+0,24 1,07+0,22 0,0054
VSFVE (ml) 0,39+0,06 0,52+0,10 0,64+0,21 0,0005**
FEVE (%) 44,7545,54 37,23+8,93 34,45+9,99 0,0096

(*) ANCOVA (peso do rato como co-variavel) e teste de Newman-Kewls para comparac¢des mdltiplas
(**) Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis

Quadro 5 - Comparac6es multiplas (grupos dois a dois):

Grupos comparados ADFVE VDFVE ASFVE VSFVE FEVE
Valor de p | Valor de p | Valor de p | Valor de p | Valor de p
Controle x ligadura 0,0001 0,0004 0,0046 0,0003 0,0097
Controle x crio 0,0109 0,0011 0,2476 0,0032 0,0287
Crio x ligadura 0,0180 0,0929 0,0322 0,1854 0,4055
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Figura 35 — VDFVE no 7° e 30° dia pos-procedimento

56



ASFVE
Média + dp

1,4

1,2

1,0

0,8

ASFVE

0,6

0,4

0,2

0,0

p=0,0240

7 dias

p=0,0054

30 dias

Il cControle
Il Criolesdo
Bl Ligadura

Figura 36 — ASFVE no 7° e 30° dia pés-procedimento
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FRACAO DE EJECAO
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Figura 38 — FE VE no 7° e 30° dia pos-procedimento

4.6.6 Comparacao das Variaveis Ecocardiogréficas nos Grupos A e B entre 0 7° e

30° dia de Po6s-lesdao Miocardica

Foram comparados os valores das variaveis ecocardiograficas entre os
grupos A (ligadura) e o B (crioles&o) no 7° e 30° dia pds-lesdo miocardica.

Quando comparada a area diastolica final do ventriculo esquerdo (ADFVE),
encontrou-se diferenca importante (p=0,0003) no grupo A, mostrando um aumento
importante da cavidade do VE no 30° dia. No entanto, quando estudado o grupo B, o
valor de p né&o teve significancia (p= 0,5087).

Na avaliacdo da area sistolica final do ventriculo esquerdo (ASFVE) também
se encontrou um valor significativo no grupo A (p= 0,0058). Todavia, nenhum valor
significativo foi encontrado no grupo B (p= 0,2241).

No estudo do volume diastdlico final do ventriculo esquerdo (VDFVE)
verificou-se um p significante no grupo A (p=0,0003). Da mesma maneira que a

variavel anterior, ndo foi encontrado resultado no grupo B (p= 0,5277).
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Quando analisado o volume sistélico final do ventriculo esquerdo (VSFVE),
obteve-se diferenca importante no grupo A com p= 0,0013. No entanto, o grupo B
teve um p= 0,4529.

A Unica variavel no qual ndo se observou nenhum resultado significante, tanto
no grupo A como no B, foi a fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE). O

grupo A teve p= 0,5546 e o grupo B p= 0,59109.

4.6.7 Tipo de Contratiidade da Parede do Ventriculo Esquerdo Pdés-Leséo

Miocérdica Entre os Grupos Ae B

A partir da analise ecocardiografica do ventriculo esquerdo, foi possivel
determinar a regido (parede anterior, lateral ou inferior) mais afetada pelo infarto e o
tipo de contratilidade (normal, hipocinesia, acinesia ou discinesia). Na andlise do 7°
dia pOs-lesdo nos animais dos grupos A (ligadura) e B (crioleséo), evidenciou-se
porcentagem maior de hipocinesia no grupo B (75%) quando comparado com o0 A
(26,67%) e porcentagem maior de acinesia no grupo A (66,67%) quando comparado
com o B (25%). Nenhum dos grupos apresentou area de discinesia no 7° dia (Figura
39). Na avaliacao do 30° dia, o grupo B apresentou porcentagem maior de discinesia
da parede do VE (18,75% vs 12,50%) (Figura 40).
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Figura 39 — Comparacao do grupo A com o B no 7° dia p6s-lesdo miocérdica
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Figura 40 - Comparacao do grupo A com o B no 30° dia pos-lesdo
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4.6.8 Comparacdo da Fracdo de Ejecdo do Ventriculo Esquerdo Entre os Grupos

Pos-lesdo Miocardica Com o Grupo Controle

Com a intencdo de confirmar a disfuncédo ventricular causada pela lesdo
miocéardica, compararam-se 0s grupos (A e B) no 7° e 30° dia pds-lesdo com o grupo
controle (C). No 7° dia o grupo A (ligadura) apresentou FEVE de 35,81+7,27%, 0
grupo B de 35,81+7.27% e o grupo C de 44,75+5,54% resultando p=0,0109. No 30°
dia o grupo A obteve como resultado 34,45+9,99%, o grupo B 37,23+8,93% e o
grupo C 44,75+5,54% (p=0,0096) (grafico 19).

Analisando-se a FEVE dos grupo A e B de maneira isolada no 7° e 30° dia
pos lesdo miocéardica ndo foi observada diferenca significante entre os grupos

(p=0,9117 e p=0,4055, respectivamente).

FRACAO DE EJECAO
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Figura 41 - Fracao de ejecéo dos trés grupos
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4.7 ANATOMIA PATOLOGICA

4.7.1 Infarto Transmural

Todos os cortes histolégicos apresentaram lesdes miocardicas, variando de
pequenas a grandes. Na primeira leitura os grupos foram divididos em infartos
transmurais e nao transmurais 0s quais estdo agrupados na tabela abaixo.
Comparando o grupo da criolesdo com o da ligadura, ndo houve diferenca (p=
0,0756) (quadro 6).

Quadro 6 — Presenca ou ndo de lesdo transmural nos grupos Ae B

Grupo
Infarto Transmural Crio Ligadura
o N=11 N=5
68,75% 33,33%
Sim N 667
31,25% 66,67%
Total 16 15

Valor de p=0,0756

4.7.2 Necrose Epicéardica e Endocardica

Nos cortes histolégicos onde o infarto evidenciado néo foi transmural, ou seja,
a lesdo ndo se extendeu em toda espessura da parede do ventriculo, os animais
foram subdivididos em dois grupos: os que apresentaram fibrose endocardica e os
gue apresentaram fibrose epicardica. Quando se comparou o grupo A com o B, ndo

houve diferenca (p= 0,2995) (quadro 7).
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Quadro 7 — Leséo epicardica e endocardica nos grupos A e B
IAM né&o Grupo
transmural Crio Ligadura
Epicéardico 8 2
72,73% 40,00%
Lo 3 3
Endocérdico 27.27% 60.00%
Total 11 5

Valor de p= 0,2995

4.7.3 Extensao do Infarto Epicardico e Endocérdico

Nos coragbes, nos quais a fibrose miocéardica ndo se extendeu a toda a
parede ventricular, foi medido o comprimento da area infartada e o comprimento da
parede do ventriculo esquerdo medidos em um corte transversal. Fazendo a analise
comparativa dos resultados encontrados nos animais do grupo A e do grupo B, ndo

houveram diferencas significantes entre eles (Quadro 9).

Quadro 8 — Extensao das lesdes nao transmurais

((rizRi(l)) LIGADURA (n=5) Valor de p

Comprimento total 2732,73+822,31 | 2932,96+1165,91 0,6612
Comprimento do infarto 1177,22+549,84 1073,14+212,21 0,8269

Variavel




5 DISCUSSAO
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5.1 MORTALIDADE

N&o obtivemos diferenca entre os dois grupos quanto a mortalidade (25% vs

20%, p=1), com resultados similares aos encontrados por Liu et al.'*

No entanto,
neste estudo, a mortalidade foi inferior & encontrada por Jhons e Olson 2 33% e por

De Angelis et al.*® 30%.

5.2 FISIOPATOLOGIA

A miocardiopatia isquémica é a maior causa de insuficiéncia cardiaca nos
dias de hoje.>* O infarto agudo do miocardio se inicia por uma oclus&o, normalmente
por trombos, e termina com necrose do local pelo qual a artéria coronaria afetada
era responsavel pela perfusdo e oxigenagéo tecidual. Se a artéria ocluida for de
grande calibre e responsavel pela irrigacdo de uma grande parte do coracéo, a nao
reperfusdo ou reperfusdo tardia acarretara em um grande infarto transmural, tendo
como resultado a reducdo da fungdo do ventriculo esquerdo acompanhando a
remodelacéo cardiaca.

O remodelamento do miocardio € sinbnimo de “expansao do infarto” o qual
pode continuar mesmo depois da necrose estabelecida, tendo como consequéncia a
dilatacdo do ventriculo esquerdo. Este fenbmeno € explicado pelo aumento do
estresse sobre a parede do ventriculo, baseado nas leis de La Place.®® O aumento
global do ventriculo esquerdo indica e quantifica a remodelacdo do coracdo que

poderd resultar em insuficiéncia cardiaca, arritmias e morte subita. O tratamento
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medicamentoso tenta prevenir o remodelamento reduzindo a pré-carga e a poés-
carga, prevenindo a hipertrofia e a fibrose dos miocitos remanescentes.

A gqueda da funcdo ventricular apos o infarto agudo do miocérdio é um dos
fatores mais determinantes da evolucdo clinica, demonstrando progndstico

desfavoravel.*®

5.3 MODELO ANIMAL

Tem se dado preferéncia a roedores como modelo experimental devido ao
baixo custo e seu curto ciclo biologico. Além disso, estas espécies sao bem definidas
geneticamente com alta resisténcia a infeccao por bactérias comuns, principalmente
guando comparada a animais de grande porte.

O modelo experimental de infarto agudo do miocérdio mais utilizado tem sido
0 da ligadura da artéria coronaria esquerda, em ratos, o qual tem uma grande
similaridade & evolucdo clinica demonstrada em humanos.>” Resulta em grandes
areas de necrose, leséo tecidual e disfuncao ventricular, muito bem mostrada por
Pfeffer et al.> No entanto, é associado com considerado niimero de desvantagens,
em particular a alta taxa de mortalidade, oscilando na literatura de 10% a 67%.
11.1318.27.28 Outro problema encontrado tem sido a extens&o e a homogeneidade da
lesdo que sdo dependentes da importancia da circulacdo colateral, a qual é muito
variavel, tanto de animal para animal, como de pessoa para pessoa. Por este motivo
muitos autores apresentam dificuldades na producdo do modelo experimental ideal
de disfuncéo ventricular secundaria a lesédo miocardica.

O proposito de desenvolver um modelo de insuficiéncia cardiaca congestiva
por meio da ligadura da artéria coronaria esquerda, uma lesdo extensa e uniforme

deixou a desejar. A partir dai Liu et al.**

estudaram a anatomia coronaria esquerda
de seis linhagens de ratos: Lewis, Sprague-Dawley, Wistar, Brown Norway, Dahl
sensivel a sal e Dahl resistente a sal. Os ratos Lewis apresentaram maior
uniformidade na distribuicdo da artéria coronaria descendente anterior, mostrando

ser ideal para este tipo de modelo. Dividiu a anatomia coronariana em direita e



67

esquerda. Esta ultima com suas subdivisdes: descendente anterior, circunflexa e os
ramos septais, similar ao modelo encontrado por Rodrigues et al.?® Diferente do
citado por Jhons e Olson®® os quais subdividiram em coronéria esquerda e direita
sem existir uma artéria circunflexa verdadeira. Apesar do nosso estudo ndo ser
sobre anatomia coronariana de ratos, os achados a olho nu sédo concordantes com
os encontrados por RODRIGUES et al.?®

Varios sdo os modelos experimentais para inducdo da insuficiéncia cardiaca
congestiva, em varias espécies, como sobrecarga de volume, hipertenséo arterial,
freqUéncia cardiaca elevada induzida pés marcapasso endocavitario, infarto agudo
do miocérdio e uso de drogas cardiotéxicas. Modelos geneticamente alterados para
cardiomiopatia s&o também viaveis em animais de pequeno porte.?* No estudo, ora
apresentado, optou-se pelos modelos de lesdo miocéardica (IAM), por ser a principal
etiologia da insuficiéncia cardiaca e por ser o modelo mais utilizado para a
descoberta de novos tratamentos para o IAM e a ICC. No entanto vale a pena citar a

conclusdo de Monnet et al.?*:

Nenhum dos modelos experimentais reproduz completamente a progressdo natural da
doenca. O desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca esta freqlientemente associado a
doencas como diabetes, obesidade e hipertensdo artéria sistémica, patologias que
normalmente ndo sdo encontradas em modelos experimentais. A combinacdo de diferentes
técnicas (Por exemplo, miocardiopatia isquémica mais freqiiéncia cardiaca elevada induzida
por marcapasso) poderia produzir um modelo de insuficiéncia cardiaca que mais se aproxima
de pacientes.

Na tentativa de se obter um modelo experimental de lesdo miocéardica mais
homogéneo, em que a variacdo da circulacdo coronariana néo influenciasse nos

resultados, LI et al.®!

produziram um modelo experimental utilizando nitrogénio
liguido. Este era aplicado sobre a parede livre do ventriculo esquerdo por uma
ponteira metalica a qual era submersa no liquido e entédo aplicada. Obtiveram uma
amostra mais homogénea com lesdo transmural mais constante, tamanho de area
afetada e disfuncdo miocardica com menor variabilidade que as vistas nos modelos
por ligadura da artéria coronaria. No entanto, os resultados de Monnet et al.”,
diferem dos achados de Li, pois em seus modelos de criolesdo um grande numero
de animais ndo desenvolveu lesdo transmural, e muitos dos que a apresentavam
curaram-na sem desenvolver fibrose ou aneurisma de ventriculo.

1
|3

Nossos resultados diferem dos encontrados por Li et al.”*, pois o grupo dos

animais submetido a lesdo miocardica por ligadura apresentou maior porcentagem
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de lesBes transmurais com menor indice de lesbes ndo transmurais quando
comparados com 0s animais submetidos a lesdo miocardica por criolesdo. No
entanto, obtivemos resultados similares quando o parametro avaliado foi a funcéo
ventricular.

Diversos modelos de lesdo miocardica (IAM) para inducdo de disfuncéo
ventricular com a utilizacdo do nitrogénio liquido, em ratos, foram realizados. LI et
al.*! utilizaram uma haste metalica eliptica medindo 8X10 mm de diametro. A haste
era submersa em nitrogénio liquido e aplicada sobre a parede livre do ventriculo
esquerdo por sessenta segundos. O mesmo procedimento era repetido dez vezes.
Ja MURRY et al.® e ZHANG et al.*® utilizaram uma haste de aluminio com 5 mm de
didmetro também submersa em nitrogénio liquido. No entanto, a haste era colocada
em contato com a parede livre do ventriculo por apenas 30 segundos, repetindo o

procedimento por duas vezes. HUWER et al.*®

repetiram o procedimento, no
entanto, aumentando para trés vezes o contato com o ventriculo. Quando avaliada a
extensdo da lesdo miocardica, LI et al. obtiveram 36% de necrose do total do
ventriculo esquerdo, enquanto MURRY um total de 9,5%. Resultado decorrente pela
provavel diferenca do tamanho das hastes e pelo numero de vezes em que a haste
foi aplicada.

O modelo de criolesdo deste estudo difere de todos os citados. N&o foi
utilizada a haste e sim uma ponteira metélica oca com um circuito aberto pelo qual o
nitrogénio liquido circulava dentro congelando-a. O tempo de contato foi de
aproximadamente 60 segundos com intervalos de um minuto, sendo aplicada sobre
a parede livre do ventriculo esquerdo cinco vezes.

LI et al.?? obtiveram lesdo transmural em 25% dos coracbes submetidos &
criolesdo. Destes, 13% da parede livre do ventriculo esquerdo ficou comprometida
na primeira semana, aumentando para 55% na quarta semana de estudo, tendo
como consequéncia dilatagdo importante e diminuicdo da funcéo ventricular. Os
resultados do estudo em questdo diferem dos de LI et al. Obteve-se 31% de lesao
transmural nos animais submetidos a criolesdo. No entanto, apesar de né&o
apresentar diferenca significativa entre o 7° e o 30° dia, houve uma tendéncia a

melhorar a funcédo ventricular.
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N&do se sabe exatamente qual modo ideal de se utilizar a criolesdo na
producdo do modelo experimental, pois existem inUmeras variaveis em questao, tais
como: tipo de haste ou ponteira, tempo de contato com a parede livre do ventriculo
esquerdo, numero de aplicac6es para produzir uma lesao efetiva e se ha ou nao
hipotermia importante que aumente a mortalidade do animal. Talvez estes sejam os

motivos da variabilidade de resultados nos modelos experimentais de criolesao.

5.4 ANGIOGENESE

Nos dois modelos experimentais de infarto poucos estudos foram realizados
em relacdo a angiogénese e revascularizacdo. Analises histologicas tém
demonstrado a proliferacdo de pequenos vasos em torno de dois dias ap6s a
inducdo do infarto agudo do miocardio com a ligadura da coronaria.”” Em animais
submetidos a lesdo miocardica com criolesdo, foi avaliada a presenca de
angiogénese no 7° e 28° dias de evolucao por meio da microscopia fluorescente. No
7° dia houve perda total da perfusédo capilar no local do infarto, ao passo que no 28°
foi encontrado aumento importante da microcirculacdo.*

Huwer et al.®*® demonstraram que apdés a criolesdo sobre o miocérdio,
arteriolas e vénulas com diametro acima de 40 um permanecem perfundidas, ao

passo que microvasos com diametro entre 10 e 40 um séo destruidos.

5.5 FIBROSE MIOCARDICA

O remodelamento ventricular tem sido caracterizado pelo afilamento e a
dilatacdo da parede infartada, o que leva a dilatacdo da cavidade ventricular, em
conseqiiéncia da perda de midcitos pela baixa perfusdo coronariana.®® Também é
caracterizada pelo depdsito de colageno endocardico em regides isentas de lesao
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miocérdica devidaa a reducédo d perfusdo miocéardica que ocorre de imediato no local
de infarto.®*

Guido et al.®?

mostraram que a baixa perfusdo coronariana, mesmo sem
infarto transmural é responsavel pelo depdésito de colageno (fibrose) endocardico e
que a sobrecarga de volume do ventriculo esquerdo tem como conseqiéncia o
acumulo de fibrose intersticial. Este mecanismo explica o porqué da presenca de
fibrose endocéardica em animais que ndo apresentaram lesdes transmurais apds 0s
procedimentos (criolesdo e ligadura da CE), sugerindo isquemia regional e
sobrecarga de volume no ventriculo esquerdo os quais foram comprovados pelos
resultados ecocardiograficos.

Outro modelo de inducdo da insuficiéncia cardiaca, em ratos, é por
sobrecarga de volume (fistula artério-venosa) que também demonstrou acimulo de
colageno intersticial durante a fase de remodelamento ventricular *°, explicando a

presenca de colageno em coracdes sem leséo transmural.

5.6 FREQUENCIA CARDIACA

N&o foi detectada nenhuma arritmia pré ou pés-operatoria em nenhum dos
grupos. A frequéncia cardiaca ndo mostrou diferenca significativa em nenhuma fase
do experimento, revelando-se um dado pouco importante no estudo. Estes

resultados séo confirmados pelos estudos de LIU, HUWER , ETZION, FRANCIS e
LI 11,22,27,47,58
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5.7 PESO DO CORACAO

O peso do coracdo foi uma variavel importante neste estudo. Houve uma
diferenca significativa entre o grupo controle e os grupos com lesdao miocardica.
Tanto o grupo da ligadura como o da criolesdo apresentaram aumento do peso do
coracdo 30 dias apOs a lesdo miocéardica, consequéncia do remodelamento
ventricular, resultados equivalentes aos encontrados por Liu et al.'* A remodelacéo
foi comprovada pelos achados ecocardiogréaficos (ASFVE, ADFVE, VSFVE, VDFVE
e FEVE). No entanto, no grupo da ligadura houve hipertrofia compensatdria seguida
da dilatagcéo ventricular, enquanto que no grupo da criolesdo néo foram observadas

todas as fases da remodelagdo ventricular de maneira significativa.

5.8 VARIAVEIS ECOCARDIOGRAFICAS

Quando comparadas as variaveis ecocardiograficas (ASFVE, ADFVE, VSFVE,
VDFVE e FEVE) entre os trés grupos, nado foi encontrada diferenca estatisticamente
significativa no 7° dia entre o grupo da ligadura e o da criolesdo. No entanto, quando
estudadas as mesmas variaveis no 30° dia poOs-lesdo miocardica, houve maior
dilatacdo do ventriculo esquerdo no grupo da ligadura da coronaria esquerda,
demonstrando maior similaridade com a fisiopatologia do infarto agudo do miocardio
(remodelamento miocérdico), ja citado por Mill , Pfeffer e Gaballa. *®’

A variavel ecocardiografica que se manteve com valores similares, tanto no 7°
como no 30° dia pos-lesdo miocardica no grupo da ligadura e da criolesao foi a
fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo. Este dado demonstra que apesar de serem
mecanismos diferentes, os dois modelos experimentais causam disfung&o ventricular

importante e similar.
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5.9 TIPO DE CONTRATILIDADE

Na avaliacdo da contratilidade do VE ap0s as lesdes miocardicas, verificou-se
grande diferenca entre os dois grupos. Houve predominancia de hipocinesia no
grupo da criolesédo, tanto no 7° como no 30° dia, enquanto que no grupo da ligadura
a predominancia foi de acinesia, o que leva a deferir que a ligadura da coronaria
esquerda resulta em lesdes miocardicas mais graves e irreversiveis. Com relacédo a
localizagdo das lesdes miocardicas, houve similaridade entre os dois grupos com

maior acometimento da parede anterior.

5.10 LOCALIZACAO DO IAM

Degabriele et al.?®

analisaram quatro diferentes regides (anterior, lateral,
posterior e parede septal) separadamente. A disfuncdo ventricular estava
diretamente correlacionada com lesdes nas paredes anterior e lateral, regides que
sdo vascularizadas, na grande maioria dos casos, pela artéria coronaria
descendente anterior. Nos dois modelos de lesdo miocardica, no presente estudo, a
regido mais afetada foi a parede anterior do ventriculo esquerdo, 0 que comprova a

homogeneidade da localizacao da leséo.

511 ANATOMIA PATOLOGICA

No estudo de anatomia patoldgica todos os coracdes dos animais dos grupos
que sofreram lesdo miocardica mostraram algum tipo de comprometimento, ou seja,
todos eles tiveram algum tipo de fibrose do ventriculo esquerdo. Apesar de né&o
haver significAncia estatistica, o grupo da ligadura da artéria coronaria esquerda,

pY

apresentou maior nimero de lesdes transmurais com tendéncia a significancia
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estatistica (66,67% vs 31,25%, p=0,0756). Quando avaliadas as lesBes nao
transmurais (epicardica e endocardica), tanto no numero como na extensdo
(comprimento) ndo houve diferenca significativa, mostrando homogeneidade das

lesbes n&o transmurais dos dois grupos.
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1. Os dois métodos de lesdo miocéardica provocam disfungdo ventricular
importante, porém a ligadura da coronaria esquerda provoca maior dilatagdo
do ventriculo esquerdo, mostrando maior similaridade com a fase de
remodelacéo ventricular apés o IAM na pratica clinica.

2. Nao ha diferenca significante nos dois grupos com relacdo a extensdo da
leséo, tanto epicardicas, subpericardicas e transmurais.

3. A criolesdo tende a provocar alteragcdo da contratilidade menos grave
(hipocinesia) que a provocada pela ligadura da coronaria interventricular

anterior (acinesia).
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Variaveis: peso, peso do coracao e frequéncia cardiaca:

variavel CONTROLE CRIO LIGADURA Valor de p
(n=10) (n=16) (n=15)

Peso do rato 385,70+17,23 | 397,06+17,52 390,20+21,32 0,3157

Peso do coragéo 1,32+0,10 1,41+0,08 1,48+0,13 0,0040

FC 220,00+£19,07 | 208,81+34,61 216,47+25,63 0,5388

Comparacdes multiplas (grupos dois a dois):

Peso do

Grupos comparados | coracéo
Valor de p

Controle x crio 0,0328

Controle x ligadura 0,0018

Crio x ligadura 0,1369

Variaveis ecocardiograficas dos trés grupos no 7° dia pos-lesao:

Variavel Controle Crio Ligadura (cﬁglredxecﬂ; X
(n=10) (n=16) (n=15) ligadura)

ADFVE |1,19+0,09| 1,3340,19 | 1,26+0,13 0,1228

VDFVE |0,70+0,07 | 0,87+0,22 | 0,76+0,14 0,0825

ASFVE |0,81+0,07 | 1,01+0,18 | 0,96+0,20 0,0240

VSFVE |0,39+0,06 | 0,56+0,15 | 0,50+0,17 0,0264

FEVE 44,7';314;5,5 35,8%417,2 35,459110,3 0,0109

(*) ANCOVA (peso do rato como co-variavel)

Comparacdes multiplas (grupos dois a dois):

Grupos comparados ASFVE VSFVE FEVE

Valor de p* | Valor de p* | Valor de p*

Controle x crio 0,0118 0,0124 0,0086

Controle x ligadura 0,0326 0,0537 0,0171

Crio x ligadura 0,4164 0,3104 0,9117

(*) Teste de Newman-Keuls
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Variaveis ecocardiograficas dos trés grupo no 30° dia pos-lesao:

- Controle Crio Ligadura Valor de p*
Variavel | T _16)" | (n=16) (?1=15) (crio x IigadEra)
ADFVE | 1,19+0,09 | 1,30+0,08 | 1,40+0,14 0,0001
VDFVE | 0,70+0,07 | 0,83+0,08 | 0,95+0,19 0,0003**
AESFV | 0,81+0,07 | 0,90+0,24 | 1,07+0,22 0,0054
VSFVE | 0,39+0,06 | 0,52+0,10 | 0,64+0,21 0,0005**
FEVE 44,7"5115,5 37,2§J_r8,9 34,45+9.99 0,0096

(*) ANCOVA (peso do rato como co-variavel) e teste de Newman-Kewls para comparac¢des multiplas
(**) Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis

Comparacdes multiplas (grupos dois a dois):
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Grupos comparados ADFVE VDFVE ASFVE VSFVE FEVE
Valor de p | Valor de p | Valor de p | Valor de p | Valor de p
Controle x crio 0,0109 0,0011 0,2476 0,0032 0,0287
Controle x ligadura 0,0001 0,0004 0,0046 0,0003 0,0097
Crio x ligadura 0,0180 0,0929 0,0322 0,1854 0,4055

Na tabela abaixo sdo apresentadas as medianas e os quartis das variaveis VDFVE e
VSFVE, cujas comparag¢fes foram feitas usando-se o teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis:

.. Controle Crio . _
Variavel (n=10) (n=16) Ligadura (n=15)
VDFVE |0,72 (0,66 —0,76)| 0,82 (0,78 -0,91) | 0,89 (0,82 - 1,17)
VSFVE | 0,40 (0,35-0,44) | 0,52 (0,45 -0,61) | 0,58 (0,47 - 0,80)

Comparacdes das variaveis ecocardiograficas dos grupos A e B nos dois dias de

estudo:
Variavel Grupo | 7 dias | 30dias Valor de p*
ADEVE Crio (n=16) 1,33+0,19 1,30+0,08 0,5087
Ligadura (n=15) 1,26+0,13 1,40+0,14 0,0003
Crio 0,87+0,22 0,83+0,08 0,5277
VDFVE Ligadura 0,76x0,14 0,95+0,19 0,0003
Crio 1,01+0,18 0,90+0,24 0,2241
ASFVE Ligadura 0,96+0,20 1,07+0,22 0,0058
Crio 0,56+0,15 0,52+0,10 0,4529
VSFVE Ligadura 0,50+0,17 0,64+0,21 0,0013
FEVE Crio 35,81+7,27 37,23+8,93 0,5919
Ligadura 35,45+10,39 34,45+9,99 0,5546

(*) Teste t de Student para amostras pareadas



Tipo de contratilidade do VE p6s-lesdo miocéardica

Area 7 dias 30 dias
comprometida Crio Ligadura Crio Ligadura
Normal ) . L .
6,67% 6,25% 6,67%
Ascinesia 4 10 i 8
25,00% 66,67% 53,33%
Hipocinesia 12 4 12 4
75,00% 26,67% 75,00% 26,67%
Discinesia ) ) 3 2
18,75% 12,50%
Total 16 15 16 15
Area do VE comprometida pela lesdo miocardica
Localizacao . ! dias. . 30 dias.
Crio Ligadura Crio Ligadura
Nenhum ) . L .
6,67% 6,25% 6,67%
Anterior 14 11 13 11
87,5% 73,33% 81,25% 73,33%
Lateral 2 3 2 3
12,50% 20,00% 12,50% 20,00%
Total 16 15 16 15
Presenca de lesao transmural
Grupo
Transmural Crio Ligadura
N&o 11 >
68,75% 33,33%
Sim > 10
31,25% 66,67%
Total 16 15

Valor de p: 0,0756




Lesdes epicardicas e endocardicas

- _ Grupo

Area do infarto Crio Ligadura

Epi i 0
72,73% 40,00%

Endo > 0
27,27% 60,00%

Total 11 >

Valor de p: 0,2995

Extensao dos infartos nao transmurais

CRIO

Variavel (n=11) LIGADURA (n=5) Valor de p
Comprimento total 2732,73+822,31 | 2932,96+1165,91 0,6612
Comprimento do infarto 1177,224549,84 1073,14+212,21 0,8269
Variaveis ecocardiograficas dos ratos normais
Variavel Minimo Maximo Mediana Média Desvio
padrao
A-VD 1,020 1,330 1,215 1,188 0,087
VD 0,551 0,794 0,716 0,702 0,073
A-VS 0,688 0,921 0,819 0,808 0,073
VS 0,307 0,457 0,399 0,390 0,057
FE 37,200 56,900 44,700 44,750 5,539
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Pontificia Universidade Catdlica do Parana
Pro-Reiloria de Pesquisa e Pés-Graduacao

Curitiba, 21 de dezembro de 2004.
PARECER N. 41/04/CEPA-PUGPR

Prezado {a) Pesquisador (es},
Venho por meic desta informar 2 Vossa Senhona que ¢ Comité de Fiicg em Pesquisa com
Animais da PUCPR, em reunido realizada no dia 20 de dezembro do corrente ano avalicu ©

Projeto Intitulado “Métodos de Infarto Agudo do Miocardic em Ratos. Qual a Misthor Opcao:
Crioles3o ou Ligadura”, sob o registro no CEPA /PUCPR n° 33

O experimentc classificacs come de categoria C serd realizado com 45 Ratos Wistar, 0s

quais apos o experimento serao sutanasiados.

O colegiado do CEPA entendeu gue o projeto avaliado esid de acordo com as norMmas

siicas vigentes no pais e por isso emile © seguinte parecer.
APROVADO

{ embramos o senhor {a) pesquisador {a) que € obrigatdrio encaminhar relatério anual

parcial e relatério finat da pesquisa a este CEPA.

Atenciosamenie,

Secretério d6 Comiié de Stica em Pesquisa com Animais da PUCPR

ifmo Sr.

José Augusio Moutinho de Souza
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