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RESUMO

OMOTO, A. C. M. Aspectos morfofuncionais, histolégicos e moleculares do
coragao de ratos apds isquemia e reperfusado: estratificacao das lesoées
miocardicas. Ribeirdo Preto, 2019. Tese (Doutorado). Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo. 2019.

A restauracdo da perfusdo cardiaca € uma das principais intervencdes
terapéuticas para minimizar os danos causados pelo infarto agudo do miocardio.
Entretanto, o reestabelecimento do fluxo coronariano pode ter consequéncias
deletérias ao coragdo, fenbmeno conhecido como injuria de reperfusdo (IR) do
miocardio. Atualmente, o estudo dos mecanismos e a busca por estratégias
terapéuticas para prevenir e/ou proteger o coragao dos danos causados pela IR, s&o
um importante alvo de investigac&o. As alteragbes cardiacas promovidas pela IR em
modelos animais ainda s&o muito conhecidas. Assim, o objetivo deste estudo foi
avaliar a fungdo e remodelamento cardiaco, bem como alteragbes moleculares
envolvidas na IR miocardica em ratos. Ratos Wistar (280-300g) foram submetidos a
oclusdo da artéria coronaria descendente anterior esquerda por 30 min, com
subsequente reperfusdo. Ratos controle passaram pelos mesmos procedimentos
cirurgicos com excegéo da oclusao coronariana. Quatro semanas apdés a cirurgia, 0s
animais foram submetidos a avaliagdo da funcdo cardiaca em situagdo basal
(ecocardiografia convencional e speckle-traking), teste de performance fisica e
medida da presséo ventricular com infusdo de dobutamina. Fibrose e remodelamento
miocardico, além da quantificagdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), da
atividade das metaloproteinases tipo-2 (MMP-2), da expressdo génica do fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a) e da expressdo proteica de troponina | no musculo
cardiaco, também foram avaliadas. Diferentes graus de lesdo miocardica (SL: sem
lesdo, LM: lesdo moderada e LG: lesdo grande), com porcentagens de ocorréncia
distintas, foram identificados nos animais submetidos a isquemia e reperfusao
cardiaca. A funcado cardiaca, foi afetada, com diferentes intensidades, independente
do grau de lesdo miocardica. A performance fisica foi menor nos animais submetidos
a IR miocardica (Sham: 85, SL: 48, LM: 57 e LG: 30 kg.m). A deformacéo
circunferencial e radial das fibras miocardicas estava reduzida em todos os animais

submetidos a IR comparados ao controle. No entanto, apenas os animais com lesao



grande apresentaram altos niveis de NT-proBNP plasmatico quando comparados aos
animais do grupo controle (sham: 44,7 vs LG: 132,9). Fibrose intersticial (Sham: 0,9 ;
IR(SL): 2,7; IR(LM): 2,6; IR(LG): 2,9%), altos niveis de atividade da MMP-2 (Sham:
0,22; IR(SL): 0,46; IR(LM): 0,44; IR(LG): 0,48 UA), aumento da expressao génica de
TNF-a. (Sham: 0,3; IR(SL): 1,38; IR(LM): 1,36; IR(LG): 1,41 UA) e elevadas
concentragbes de ERO: Oz (Sham: 50,5 IR(SL): 175,6; IR(LM): 127,4; IR(LG): 108,1
RLU/mg de proteina) e H2O2 (Sham: 86; IR(SL): 1077; IR(LM): 1194; IR(LG): 639,2
nmol/mg de proteina) foram detectadas em todos os animais submetidos a isquemia
e reperfusdo. Além disso, os animais sem lesdo miocardica apresentaram reducao da
expressdo proteica de troponina | (Sham: 1,31; IR(SL): 0,82; IR(LM): 1,26; IR(LG):
1,33 UA). Esses resultados mostraram que a IR leva a padrdes distintos de injuria
miocardica em ratos e que apos reperfusdo da regido isquémica, alteragbes
histolégicas e moleculares continuam presentes e podem contribuir para a disfungao

cardiaca ao longo do tempo.

Palavras chave: funcao cardiaca, isquemia-reperfusao miocardica,
metaloproteinase-2, espécies reativas de oxigénio, fator de necrose tumoral-alfa,

troponina I.



ABSTRACT

OMOTO, A.C.M. Morphofunctional, histological and molecular characterization
of Wistar rat’s heart after ischemia-reperfusion: stratification of myocardial
lesions. Ribeirdo Preto, 2019. PhD thesis. School of Medicine of Ribeirdo Preto,
University of Sdo Paulo. 2019.

Even though myocardial reperfusion is the most important tool to preserve
cardiac function after infarction, reperfusion of acutely ischemic myocardium can
induce injury. We aimed to evaluate chronic morphofunctional/molecular aspects in a
rat model of myocardial ischemia-reperfusion (IR). Male Wistar rats were subjected to
myocardial IR by short-term (30 min) ligation and subsequent reperfusion of the of left
descending coronary artery. Control rats underwent the same surgery without coronary
ligation. After four weeks, rats had their cardiac function examined in basal and stress
conditions. Myocardial fibrosis, cardiac remodelling and molecular mediators of IR
injury (reactive oxygen species, tumor necrosis factor-alpha and matrix-
metalloproteinase-2) were assessed as well. 45% of the IR rats showed no cardiac
macroscopic lesion (NL) while 38% and 17% showed mild (ML) or large (LL) lesions,
respectively. Cardiac function was affected at different degrees in all IR rats, but only
animals with large lesions presented a significantly elevation in NT-proBNP plasma
levels (sham: 44,7 vs IR(LL): 132,9). Also, IR rats presented a reduction in myocardial
circumferential and radial strain measured by speckle-tracking echocardiography.
Interstitial fibrosis in the non-infarcted myocardium (Sham: 0,9 ; IR(NL): 2,7; IR(ML):
2,6; IR(LL): 2,9%), matrix-metalloproteinase-2 activity (Sham: 0,22; IR(NL): 0,46;
IR(ML): 0,44; IR(LL): 0,48 AU) and the expression of tumor necrosis factor-alpha
(Sham: 0,3; IR(NL): 1,38; IR(ML): 1,36; IR(LL): 1,41 AU) were higher in the
myocardium of all IR rats as compared to controls (p<0.05). Myocardium superoxide
anion (Sham: 50,5 IR(NL): 175,6; IR(ML): 127,4; IR(LL): 108,1 RLU/mg of protein) and
hydrogen peroxide (Sham: 86; IR(NL): 1077; IR(ML): 1194, IR(LL): 639,2 nmol/mg of
protein) were increased in rats with no or mild cardiac scars. Interestingly, only rats
with no infarct scars presented reduction in troponin | protein expression (Sham: 1,31;
IR(NL): 0,82; IR(ML): 1,26; IR(LL): 1,33 AU). These results show that IR leads to
distinct degrees of myocardial injury in rats and even the animals without infarct scar



presented cardiac dysfunction and molecular changes that may contribute to the

development of heart failure over time.

Key words: cardiac function, myocardial ischemia-reperfusion, matrix-metalloproteinase-2,

reactive oxygen species, tumor necrosis factor-alpha, troponin I.
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1. Introdugéao

1.1 Infarto agudo do miocardio

As doengas cardiovasculares (DCV) sao a principal causa de morte no mundo
e estao entre as quatro principais doencgas cronicas desencadeadas pela combinagao
de fatores genéticos, fisiologicos, ambientais e comportamentais (DCV, cancer,
doengas do trato respiratorio e diabetes) um dos maiores desafios da saude publica a
serem enfrentados no século XXI (“WHO | Noncommunicable diseases country
profiles 2018”). Estima-se que, até 2030, as DCV acometerdo mais de 23,6 milhdes
de pessoas no mundo (“Heart Disease and Stroke Statistics—2018 Update: A Report
From the American Heart Association”; “WHO | Global status report on
noncommunicable diseases 2014”).

Dentre as DCV, a doenca isquémica do coragdo, também conhecida como
infarto agudo do miocardio (IAM), é a mais prevalente e segundo a ultima estimativa,
publicada pela Organizagdo Mundial da Saude, € responsavel por mais de 7 milhdes
de mortes ao ano no mundo, numero que tende a aumentar com a maior expectativa
de vida da populacéo e prevaléncia de co-morbidades como a obesidade, sindrome
metabdlica, hipertensdo, diabetes dentre outras (“WHO | Global status report on
noncommunicable diseases 2014”; YASUDA; SHIMOKAWA, 2009).

O IAM ¢é caracterizado pela auséncia de perfusdo miocardica decorrente da
interrupcdo do fluxo sanguineo em regides de estenose aterosclerdtica nas artérias
coronarias. Na maioria dos casos, o IAM acontece quando placas arterioscleréticas
coronarianas se rompem e liberam substancias que promovem ativagao e agregacéo
plaquetaria, seguida da formagao de trombos que obstruem o fluxo sanguineo para o
miocardio (BRAUNWALD, 2011).

A auséncia do aporte de oxigénio e nutrientes, por periodos prolongados,
provoca morte das células cardiacas (WEBB; ADGEY; PANTRIDGE, 1972) que,
durante a fase proliferativa do processo de cicatrizagdo da regido infartada, s&o
substituidas por tecido fibrético. A cicatriz fibrética formada no miocardio mantém a
integridade estrutural do ventriculo impedindo seu rompimento, porém por n&o possuir
propriedades  contrateis, compromete o funcionamento do coracgao
(FRANGOGIANNIS, 2015). Assim, a redugdo funcional do ventriculo infartado
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promove sobrecarga de trabalho ao miocardio remanescente levando ao aumento da
tensao transmural sistélica e diastdlica, com consequente estimulo para hipertrofia e
remodelamento cardiacos a longo prazo (PFEFFER et al., 1979).

Com o avango das técnicas de diagndstico e dos procedimentos de restauragao
do fluxo sanguineo na artéria ocluida, conhecido como reperfus&do miocardica, mais
pacientes sobrevivem a um IAM, porém em grande parte dos casos 0s sobreviventes
desenvolvem insuficiéncia cardiaca com o passar do tempo (KLOCKE et al., 2007).

1.2 Reperfusdao miocardia

Desde 1970 é bem estabelecido que o tamanho do infarto (tamanho da cicatriz
fibrética) influencia o progndstico do paciente (PAGE et al., 1971; SOBEL et al., 1972),
em outras palavras, quanto maior o infarto pior sua repercusséao clinica. Reimer e
colaboradores mostraram que a progressao e, consequentemente, o tamanho do
infarto estao diretamente relacionados com a duragéo da isquemia, estabelecendo o
conceito de que, dependendo do tempo de isquemia, o miocardio poderia ser “salvo”
pela reperfusdo da coronaria obstruida (REIMER et al., 1977). Nesta mesma década,
Chazov e colaboradores foram os primeiros a utilizar estreptoquinase para lizar o
trombo que obstruia o fluxo sanguineo coronariano de um paciente com |AM
(CHAZQV et al., 1976). Iniciava-se a era da reperfusdo miocardica que até hoje € uma
das intervengdes terapéuticas mais utilizadas nas unidades coronarianas
(BRAUNWALD; KLONER, 1985; PIPER; GARCIA-DORADO; OVIZE, 1998; YELLON;
HAUSENLOQY, 2007a).

Nos ultimos 25 anos, as técnicas utilizadas para reperfusdo miocardica foram
aperfeicoadas e, além do desenvolvimento de fibrinoliticos mais potentes que a
estreptoquinase, técnicas mais avancadas como a intervengdo coronariana
percutanea primaria (ICPP) associada a stents e, mais recentemente, a aspiragao do
trombo, foram desenvolvidas. Vale ressaltar que, o advento da reperfusdo miocardica
reduziu para a metade a mortalidade de pacientes com IAM (BRAUNWALD, 2012).

Apesar da reperfusdo miocardica representar um grande avango na terapéutica
do IAM, por reduzir os danos causados pela isquemia, a restauracdo do fluxo
sanguineo para tecidos isquémicos pode danificar o miocardio sobrevivente ao infarto,
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fenbmeno que ficou conhecido como injuria de reperfusédo (IR) (YELLON;
HAUSENLOQY, 2007b).

A lesado causada pela IR miocardica foi descrita, pela primeira vez, por Jennings
e colaboradores utilizando como modelo experimental a ligadura temporaria de
artérias coronarias em caes (JENNINGS et al., 1960). Neste trabalho, os autores
observaram que a reperfusdo parecia acelerar o desenvolvimento de necrose no
tecido cardiaco, uma vez que as analises histolégicas do coragdo desses animais
mostraram que as alteragdes encontradas de 30 a 60 minutos de isquemia seguida
de reperfusdo eram similares aquelas observadas apds 24 horas de isquemia
miocardica por ligadura coronariana permanente. Em seguida, Kloner e colaboradores
mostraram que a reperfusdo também poderia causar danos na microvasculatura
cardiaca comprometendo o reestabelecimento do fluxo sanguineo (fenémeno de no-
reflow) e contribuindo para a expanséo do infarto (KLONER; GANOTE; JENNINGS,
1974; NDREPEPA et al., 2010). Essas observagdes levantaram discussées, durante
décadas, sobre a possibilidade da reperfuséo, por si, causar lesbes. Somente com a
descoberta do pré-condicionamento isquémico que os efeitos da isquemia e da
reperfusdo se mostraram, de certa forma, independentes. Hoje se sabe que a lesdo
causada pela reperfuséo é responsavel por, aproximadamente, 50% do tamanho final
do infarto (figura 1).

Assim, em 1985, Braunwald e Kloner se referiram a IR como “a double edge-
sword” (uma faca de dois gumes) pois, apesar de ocasionar efeitos deletérios ao
miocardio, é a unica estratégia terapéutica capaz de conter os danos causados pela
isquemia (BRAUNWALD; KLONER, 1985). Mesmo com o0s avangos nos
procedimentos de reperfusao, as terapias para a prevencao das lesdes causadas pelo
reestabelecimento do fluxo sanguineo em tecidos isquémicos ainda sédo alvo de

intensos estudos.
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Figura 1: representacdo grafica da contribuigdo individual da isquemia e da
reperfusdo miocardica na extensao da area infartada, 24 horas apos infarto agudo do
miocardio (com supra desnivelamento de segmento ST) seguido de ICPP (indicado
na figura pela sigla PPCI). O tragado continuo de cor preta representa o tamanho do
infarto durante o periodo de isquemia e apds a reperfusdo. A linha tracejada verde
representa o tamanho estimado do infarto se a lesao de reperfusao fosse prevenida e
a linha tracejada vermelha, o tamanho do infarto se o procedimento de reperfuséo
(PPCI) ndo fosse realizado. Nota-se que a lesdo causada pela reperfusdo atenua os
beneficios da PPCI e contribui para, aproximadamente, 50% do tamanho final do
infarto. Figura retirada do periodico The journal of clinical investigation (HAUSENLOY;
YELLON, 2013).

1.3 Fisiopatologia da injuria de isquemia e reperfusao

A IR é caracterizada por qualquer disfungdo eletrofisioldgica, miocardica ou
vascular induzida pela restauragdo do fluxo sanguineo para um tecido isquémico
(PINTO; GIBSON, 2016). O termo IR engloba quatro manifestacdes diferentes: as
arritmias de reperfusdo, o atordoamento ou “stunning” miocardico, os danos
endoteliais da microvasculatura cardiaca, responsaveis pelo fendbmeno de nao
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reperfusdo ou “no-reflow’, e a morte dos cardiomiocitos (HAUSENLOY; YELLON,
2013; PINTO; GIBSON, 2016).

Os mecanismos envolvidos na fisiopatologia da IR tém sido extensivamente
investigados, especialmente pela pesquisa basica, a fim de estabelecer possiveis
alvos farmacologicos que previnam o agravamento dos danos causados no momento
da reperfusdo. Assim, sabe-se que durante a isquemia miocardica a fosforilagao
oxidativa € inibida e a glicolise anaerdbica passa a ser a unica fonte de energia para
0 coracgao, porém suficiente para manter as fungdes basicas das células cardiacas por
apenas 60 a 90 minutos.

Com o metabolismo cardiaco acontecendo de forma anaerdbica ocorre
acumulo de lactato, que por sua vez, reduz o pH intracelular para valores menores do
que 7. O acumulo de H* intracelular sensibiliza o trocador ibnico Na*/H* , que envia
para o meio extracelular o excesso de ions H* em troca de ions Na* para o meio
intracelular. Em resposta ao acumulo de Na* dentro da célula, o trocador de ions
2Na*/Ca?* passa a trabalhar de forma reversa, retirando ions Na* e colocando ions
Ca?* no meio intracelular. Além disso, a falta de ATP, devido a isquemia, reduz a
atividade da 3Na*/2K* ATPase resultando em mais Na® no meio intracelular
(HAUSENLOY; YELLON, 2013).

Este desequilibrio i6nico, gerado pela isquemia, € agravado durante a
reperfusdo miocardica, que aumenta ainda mais a sobrecarga de Ca?* intracelular
dando inicio a uma série de eventos prejudiciais ao funcionamento da célula cardiaca.
Além disso, outros mecanismos sao propostos para explicar os processos lesivos
iniciados durante a reperfusdo como a restauragcdo abrupta do pH, a formacéo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e a abertura de poros de permeabilidade
transitoria da mitocondria (PPTM) (figura 2) ("Robbins and Cotran Pathologic Basis of
Disease, 8th Edition”, 2009; BUJA, 2005; HAUSENLOQOY; YELLON, 2013).

A redugdo do pH durante a isquemia protege o miocardio contra a
hipercontratilidade das miofibrilas e previne a abertura dos PPTM (HAUSENLOY;
YELLON, 2013; PINTO; GIBSON, 2016). No entanto, a restauragdo subita do pH
intracelular, durante a reperfusédo, leva a geragao de ERO que, por sua vez, danificam
as proteinas e fosfolipides de membrana das células cardiacas bem como do reticulo
sarcoplasmatico contribuindo para o acumulo de Ca?* dentro dos cardiomidcitos.
Como resultado, a grande quantidade de Ca?* promove o desacoplamento do
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mecanismo de excitagdo-contragao do musculo cardiaco levando a hipercontratilidade
e lesdo das miofibrilas contrateis (HAUSENLOY; YELLON, 2013; PINTO; GIBSON,
2016).

As ERO também estimulam a abertura dos PPTM (MEISSNER; MORGAN,
1995; TOYOKUNI, 1999; GIBSON et al., 2016), que liberam fatores pro-apoptoticos e
“‘desviam” a mitocdndria de sua fungéo original, que € a manutengao da vida celular,
para um papel contrario, facilitando a morte celular. Entdo, ocorre a liberagado de
substancias, como o citocromo ¢ e o fator indutor de apoptose, iniciando a ativagao
das caspases (enzimas de uma familia de proteases que participam de uma cascata,
iniciada em resposta a sinais pro-apoptoticos, que culmina com a morte da célula)
(THORNBERRY; LAZEBNIK, 1998; SUSIN et al., 1999). Porém, o papel prejudicial
das ERO n&o se restringe a liberag&o de fatores pré-apoptéticos, elas também iniciam
processos inflamatorios que geram danos nas células endoteliais, da microvasculatura
cardiaca, prejudicando a sintese de moléculas bioativas como o oxido nitrico (NO)
(MAXWELL; LIP, 1997; CARDEN; GRANGER, 2000; HAUSENLOQOY; YELLON, 2013).
Além disso, o acumulo de neutrofilos, atraidos pelas ERO, e o prejuizo na
vasodilatagdo tornam o procedimento de reperfusao ineficaz e, ao contrario do
desejado, pode contribuir para o aumento da area infartada (ITO HIROSHI et al.,
1996). O estresse oxidativo também participa do processo de ativagdo das
metaloproteinases (MMP) que degradam a matrix extracelular e outros componentes
da maquinaria contratil como a troponina (CHEUNG et al., 2000) contribuindo para a
deterioragcdo da fungao contratil do coragdo. Nota-se assim, que a injuria provocada

pela IR é multifatorial e por isso muito dificil de ser controlada.
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Figura 2: desenho esquematico representando as alteragdes intracelulares durante

isquemia e reperfusdo miocardica. Retirado do periddico The journal of clinical
investigation (HAUSENLOY; YELLON, 2013).

1.4 Estudo da isquemia e reperfusao miocardica em modelos experimentais

Para entender os mecanismos fisiopatolégicos envolvidos na IR e para
desenvolver novas terapias, modelos animais que mimetizam as caracteristicas e o
desenvolvimento de um IAM no homem s&o indispensaveis. Desta forma, os modelos
experimentais devem apresentar desordens estruturais e funcionais semelhantes
aquelas apresentadas em humanos apo6s |IAM.

Basear-se na fisiopatologia da doenca € sempre a melhor forma de se obter um

by

modelo animal fidedigno, que na maioria dos casos de IAM se deve a ocluséao
coronariana pelo rompimento de placas arterioscleréticas e trombose. No entanto, o
curso de desenvolvimento e estabelecimento da doenga coronariana nem sempre € o
mesmo em diferentes espécies. Assim, para melhorar a reprodutibilidade dos
resultados e diminuir vieses relacionados ao local de obstrucdo e tempo de
desenvolvimento do infarto, a oclusdo cirurgica da coronaria descendente anterior
esquerda (DAE) tem sido mais utilizada do que os modelos que induzem

arteriosclerose por dieta hiperlipidica (KLOCKE et al., 2007).
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A técnica que induz infarto por ligadura coronariana em ratos foi implementada
por Pfeffer et al. para o estudo da insuficiéncia cardiaca nesta espécie (PFEFFER et
al.,, 1979, 1984). Somente com o avango dos procedimentos de reperfuséo
coronariana na pratica clinica e suas repercussdes deletérias ao coragao que os
modelos de isquemia associados a reperfusdo comegaram a ganhar destaque na
pesquisa basica. Desde entdo, diversos estudos empregando modelos animais de
isquemia e reperfusdo miocardica, em diferentes espécies, foram publicados
(MICHAEL et al., 1995; BLACK, 2000; GROSS, 2002; CHRISTIA et al., 2013). No
entanto, estudos com pequenos animais, como ratos e camundongos, se destacam
por serem modelos mais baratos, faceis de manipular geneticamente e aceitos com
maior facilidade pelos comités de ética em pesquisa animal do que aqueles em
animais de médio e grande porte. Apesar das vantagens, é importante mencionar que
o coragdao de roedores apresenta diferencas fisiolégicas marcantes quando
comparado ao coragao de humanos, como, por exemplo, a frequéncia cardiaca de
repouso que €, aproximadamente, 5 vezes maior em roedores do que no homem
(KLOCKE et al., 2007). Essas diferengas podem dificultar a transposi¢gao dos ensaios
pré-clinicos em clinicos, mas estao longe de invalidar o uso de tais modelos animais.

Os procedimentos cirurgicos para indugdo de isquemia e reperfusdo em
roedores sao idénticos aqueles utilizados para isquemia permanente por ligadura da
DAE com a adicdo de uma etapa ao final do protocolo: o desatamento ou corte do fio
de sutura, usado para fazer a ligadura, apos o tempo preestabelecido de duragao da
isquemia (figura 3). A reperfusdo pode ser confirmada pela hiperemia da regiao
miocardica previamente palida, devido a isquemia, e por alteragdes
eletrocardiograficas.

Uma grande diversidade de protocolos, que variam desde o tempo de isquemia
até o tempo de reperfusdo, sdo encontrados na literatura tornando dificil um consenso
sobre as repercussées do modelo de IR miocardica na fungdo e remodelamento
cardiacos de roedores (KLOCKE et al., 2007; CHRISTIA et al., 2013; XU et al., 2014).
Porém, é bem estabelecido que a duragdo da isquemia € fator crucial para os
desfechos fisiopatoldgicos do modelo, assim quanto maior o tempo de isquemia maior
a probabilidade de se obter grandes lesdes por infartos e, consequentemente, redugéo
da fungao cardiaca (JENNINGS; REIMER, 1981; LINDSEY et al., 2018).
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Vanderveld e colaboradores mostraram que, comparado ao modelo de ligadura
permanente, camundongos submetidos a 30 minutos de isquemia seguido de
reperfusao miocardica apresentaram diferengas histopatoldgicas e de remodelamento
cardiaco (VANDERVELDE et al., 2006). O remodelamento cardiaco, caracterizado
pelo afinamento das paredes ventriculares e dilatagdo das camaras cardiacas, foi
menos acentuado nos camundongos que tiveram o miocardio reperfundido do que
naqueles com ligadura permanente. No entanto, a reperfusdo miocardica aumentou o
infiltrado inflamatorio, particularmente de neutréfilos e macréfagos, bem como a
deposigcdo de colageno na regido infartada. A mortalidade foi maior no grupo de
animais com ligadura permanente (VANDERVELDE et al., 2006).

Ja em outro estudo realizado por Panagiota e colaboradores, camundongos
submetidos a 1 hora de isquemia seguido de reperfusdo miocardica apresentaram
extenso remodelamento cardiaco, representado pela dilatacdo das camaras
cardiacas e hipertrofia do miocardio remanescente ao infarto, além de
comprometimento funcional verificado pela reducéo da fragdo de ejecao e aumento
do volume diastdlico final do ventriculo esquerdo. O aumento do processo inflamatério
miocardico também foi observado neste estudo (CHRISTIA et al., 2013).

Tendo em vista a grande variedade de protocolos encontrados na literatura e
as diferengas fisiolégicas e anatbmicas entre as espécies, a caracterizagéo
sistematica dos modelos animais de isquemia e reperfusido € essencial para o estudo
da fisiopatologia da IR e o desenvolvimento de novos procedimentos terapéuticos para
minimizar suas consequéncias. Apesar da vasta literatura sobre este assunto, a
caracterizacao dos efeitos crénicos da isquemia e reperfusdo na fungdo e

remodelamento cardiacos de ratos ainda € pouco documentada.



1.Introdugédo | 31

Figura 3: Imagens representativas da técnica de ligadura e reperfusdo da artéria
coronaria DAE em camundongos. A) camundongo anestesiado e acoplado a um
ventilador mecanico por intubagdo orotraqueal (1), toracotomia esquerda para
visualizagao do ventriculo esquerdo (2), identificagao e ligadura da coronaria DAE com
um fio de sutura (3 e 4). B) para modelos de isquemia e reperfusdo, um pequeno
pedaco de um tubo de polipropileno € amarrado junto com a coronaria para facilitar o
procedimento de reperfusdo sem danificar o miocardio. Figura de KLOCKE et al.,
2007.
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2.1 Objetivo geral

O objetivo geral da presente tese foi caracterizar as altera¢gées morfofuncionais,
histolégicas e moleculares do coragdo de ratos quatro semanas apos isquemia e

reperfusdo miocardica.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar em ratos submetidos a isquemia e reperfusio cardiaca:

2.2.1 A taxa de mortalidade,

2.2.2 O grau de lesdo miocardica macroscopicamente identificavel.

2.2.3 A fungao e remodelamento cardiaco por ecocardiografia.

2.2.4 O grau de deformacédo das fibras miocardicas (strain), através de analises
avangadas de ecocardiografia (speckle-tracking).

2.2.5 A congestédo cardiaca pela dosagem de BNP plasmatico.

2.2.6 A fungdo sistolica basal e sob estresse farmacolégico.

2.2.7 A capacidade aerbbica e performance fisica.

2.2.8 A deposicao de colageno intersticial e a expressao de ROS, TNF-a, MMP-2 e

troponina | no tecido cardiaco.
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3. Métodos

3.1 Animais

O estudo foi realizado em ratos da linhagem Wistar, adultos jovens (250 — 300
g), fornecidos pelo Biotério Central da Prefeitura do Campus de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sdo Paulo. Durante todo o protocolo experimental, os animais foram
mantidos em ambiente com temperatura controlada (23+2°C) e ciclo claro-escuro de
12 h, com livre acesso a ragdo padrao e agua. Os grupos experimentais foram
formados por animais submetidos a cirurgia ficticia (grupo controle) ou submetidos a
cirurgia para isquemia e reperfusdo miocardica. Os ultimos, foram divididos, para
analise dos resultados, em 3 grupos experimentais de acordo com a leséo

macroscopica apresentada pelos mesmos:

l. ratos sem lesdo miocardica (SL);

Il. ratos com lesées médias (LM), ou seja, menores do que 40% da circunferéncia
total do VE;

I1. ratos com ledes grandes (LG), ou seja, maiores do que 40% da circunferéncia
total do VE.

3.2 Protocolo experimental

Para a caracterizacao das alteragdes morfofuncionais e moleculares causadas
pela isquemia e reperfusdo no coragdo dos ratos, os animais foram submetidos a
cirurgia ficticia (grupo controle) ou cirurgia para indugdo da isquemia e reperfuséo
miocardica. Apos os procedimentos cirurgicos e periodo pds-operatério, os animais
foram mantidos no Biotério da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Departamento de Fisiologia, em caixas individuais com livre acesso a ragao e agua
durante 4 semanas. Durante a quarta semana, apods isquemia miocardica, iniciou-se
o periodo de adaptagdo dos animais a uma esteira rolante para o teste de velocidade
maxima (Vmax), que foi realizado apdés 5 dias de adaptagdo, ao final da quarta
semana. Um dia apos o teste de Vmax, a fungdo e remodelamento cardiacos foram
avaliados por ecodopplercardiografia e, no dia seguinte, os animais foram submetidos
ao teste de fungéo cardiaca sob estresse farmacologico. Ao final do teste, os animais
foram anestesiados (Uretana, 1 g/kg, i.p., Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), o térax foi
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aberto e coragao, pulmdes, e figado foram, rapidamente, removidos e pesados. O
coragao foi lavado em solugao de salina isotdnica tamponada, e fixado "overnight" em
solugédo de formalina 10% para o processamento histolégico, com excegao de uma
pequena parte, a regido apical, do coragédo que foi acondicionada em tudo criogénico
e rapidamente congelada em nitrogénio liquido para posterior analise molecular.
Pulmdes e figado foram armazenados em estufa durante 24 horas. Ao final do sexto
dia, os 6rgaos foram, novamente, pesados para o calculo da relagdo: peso seco/peso

umido.

3.3 Procedimentos cirurgicos

Apods anestesia com ketamina e xilazina (50 e 10mg/kg i.p.) os animais foram
acoplados a uma bomba de ventilagdo mecanica (modelo 687, Harvard Apparatus,
Massachusetts, EUA), por meio de intubagao orotraqueal e, em seguida, submetidos
a toracotomia esquerda entre o0 4° e 5° espacos intercostais. Com o auxilio de
espacadores, musculos e costelas foram afastados para a visualizagdo do coragéo,
sem a necessidade de sua exteriorizagcdo. Apds a retirada do pericardio, a artéria
coronaria descendente anterior esquerda foi localizada e, em seguida, ligada com fio
de sutura 4-0 a, aproximadamente, 3 mm da sua origem, entre a borda do atrio
esquerdo e a artéria pulmonar. Apdés 30 minutos de isquemia miocardica, o fio de
sutura foi cortado para permitir a reperfusdo miocardica. Em seguida, foi realizada a
sutura da musculatura intercostal e o excesso de ar da cavidade toracica foi drenado,
a fim de se restabelecer a pressédo negativa. Por fim, foi feita a sutura da pele e os
animais receberam analgésico (Cloridrato de tramadol, 2 mg/kg, s.c.) e pentabidtico
(Benzilpenicilina, 24 Ul/g, i.m., 1 vez por semana). Todos os procedimentos cirurgicos
foram realizados sob condigdes assépticas.

3.4 Determinagao da funcgao sistélica por ecodopplercardiografia

O exame ecodopplercardiografico foi realizado em todos os animais 4 semanas
apos a cirurgia de isquemia (ou cirurgia ficticia). Foi utilizado o ecocardiografo Vevo
2100 System (Fuijifilm, VisualSonics Inc., Toronto, Canada), com a sonda (probe) de

21 MHz. Os animais foram anestesiados com ketamina e xilazina (50 e 10mg/kg i.p.)
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e posicionados em decubito lateral direito, para obtengdo de videos em janela
paraesternal de eixo-curto para posterior analise pelo software de Speckle Tracking.
Na mesma janela ecocardiografica, o cursor do modo M foi posicionado equidistante
dos musculos papilares, em plano cordal, e foram capturadas imagens para
mensuracdo da cavidade do VE em sistole e diastole, espessura do septo
interventricular e parede livre do VE em sistole e diastole e calculo da fragdo de
ejecao, de encurtamento e débito cardiaco.

A técnica de speckle-tracking bidimensional (2D-STE) foi realizada para analise
da deformacédo segmentar do VE. Para obtencdo dos valores de Strain radial e
longitudinal por 2D-STE, foram gravados trés ciclos cardiacos consecutivos (70 a 110
frames/s). Esses videos foram analisados com o software especifico para 2D-STE,
VEVO LAB 1.6.0 (FujiFilm, VisualSonics Inc, Toronto, Canada).

3.5 Teste de velocidade maxima para determinag¢ao da performance aerébica

Os animais foram inicialmente selecionados/adaptados de acordo com sua
capacidade de realizar corrida em um modelo de esteira rolante EPR (Gesan, S&o
Paulo, Brasil) (0% de inclinagdo). A selecdo/adaptacéo ocorreu em um periodo de
cinco dias, com sessdes diarias com duragcdo (5 até 20 mim) e velocidades
progressivas (5 até 20 m/mim), nas quais foram selecionados os ratos que
apresentaram resposta positiva ao estimulo de corrida por, pelo menos, trés vezes. O
objetivo da adaptagédo também foi a redugéo dos niveis de estresse apresentados pelo
animal frente a uma tarefa desconhecida.

No sexto dia, apos a pesagem dos animais, foi realizado o teste progressivo para
estimativa da Vmax, que foi iniciado com velocidade de 6 m/min, 0% de inclinagdo da
esteira rolante e incrementos de 3 m/min a cada 3 min até a exaustao dos ratos, que
foi assumida como a incapacidade dos mesmos em manterem o padrdo de corrida
durante a velocidade pré-determinada (FELIX; MICHELINI, 2007; FERREIRA et al.,
2007). Para o calculo da Vmax foi utilizada a seguinte equagao, adaptada para o
modelo animal, inicialmente proposta para o ciclismo em seres-humanos
(KUIPTERS):
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tempo do estagio incompleto

Vmax = velocidade do estagio completo + ( ).incremento da velocidade

tempo total do estagio

Para estimativa do desempenho aerobio realizado durante o teste progressivo para
estimativa da Vmax, foi utilizado o modelo dependente de massa, adaptado de
Ferraresco et al. (2012), o qual permite a quantificacdo da performance de cada rato
a partir do trabalho mecanico realizado enquanto o animal corre na esteira rolante,

utilizando a férmula:

Performance = massa corporal . distancia total percorrida (kg.m)

3.6 Determinagao da funcgao sistdlica sob teste de estresse farmacolégico

Para o teste de fungdo ventricular sistolica sob estresse farmacoldgico foi
utilizado como agente estressor cloridrato de dobutamina (Hypofarma, Ribeirdo das
Neves, Brasil). Ao final do protocolo, os animais foram anestesiados com uretana (1
g/kg, i.p.), a veia femoral foi cateterizada com um tubo de polietileno (P.E. 50), para
administragao de dobutamina, e um cateter, especifico para determinacéo da pressao
ventricular (SPR 320: Millar Instruments, Texas, EUA), foi inserido no VE através da
carétida comum direita. O cateter SPR 320 foi conectado a um amplificador e um
sistema de registro (Bridge Amp acoplado ao PowerLab/4SP, ADinstruments, Bella
Vista, Australia), através de um acoplador de sinal (TC - 510, Millar Instruments, EUA).
Durante o registro continuo da presséo ventricular, doses crescentes de dobutamina
(1, 3, 10 e 15 ng/kg) foram administradas, intravenosamente, em bolus, com um
intervalo de 10 minutos entre elas. A primeira derivada no tempo da presséao
ventricular esquerda (dP/dt) foi calculada por meio de um programa computacional
(LabChart 8.0, ADinstruments, Bella Vista, Australia) e a velocidade maxima de

aumento da pressé&o ventricular foi utilizada como indice de funcéo sistdlica.
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3.7 Dosagem plasmatica de BNP

Ao final do protocolo experimental, apds cateterizagdo do ventriculo esquerdo
para determinagao da fungao cardiaca sob estresse farmacolégico, foi coletado 1 mL
de sangue em seringa contendo 0,1 mL do anticoagulante citrato de sodio (3,8 g/dL).
As amostras foram centrifugadas (3500 rpm, 20 minutos) e o plasma foi extraido e
armazenado para posterior ensaio. Para determinacdo da fracdo N-terminal dos
peptideos natriuréticos atriais tipo B (NT-proBNP) no plasma, foi utilizado o método
Elisa direto, com o kit de cédigo CSB-E08752r (Cusabio, Wuhan, China) especifico
para a espécie em questao, com leitura das amostras em filtros de 550 e 450 nm. As
curvas de calibragéo e as dosagens foram realizadas de acordo com as instrugdes do
fabricante.

3.8 Quantificagcdo de ERO no miocardio

3.8.1 Concentragao de dnion superoxido (02-)

A formacdo de ERO no tecido cardiaco foi avaliada por um ensaio de
luminescéncia usando a lucigenina como aceptor de elétrons e a NADPH como
substrato. Uma porcéo das amostras de VE, coletadas ao final do protocolo, foram
homogeneizadas com um ensaio tampao (50 mM KH2PO4, 1 mM EGTA e 150 mM
sucrose, pH 7.4) em um homogeneizador de vidro. O ensaio foi realizado utilizando
100 pyL da amostra, 5 yM de lucigenina, 0,1 mM de NADPH e o ensaio tampéao. A
luminescéncia foi medida por 30 ciclos de 18 s cada, em um luminédmetro (Lumistar
Galaxy, BMG Labtechnologies, Ortenberg, Alemanha). As leituras basais foram
obtidas antes da adicado de NADPH e a reacao teve inicio com a adicdo do substrato.
A concentracdo de anion superoxido (O27) foi expressa como unidade de
luminescéncia relativa (RLU)/ug de proteina.

3.8.2 Concentragao de peroxido de hidrogénio (H202)

Outra porcdo das amostras de VE, coletada ao final do experimento, foi
incubada em solugdo Krebs Henseleit. Em seguida, as amostras de VE foram
congeladas com Krebs, maceradas e centrifugadas. Aliquotas de 15 uL do
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sobrenadante foram removidas e a producdo de peroxido de hidrogénio (H20:2) foi
determinada fluorimetricamente medindo a conversdo do Amplex Red (Probes
moleculares, Invitrogen, Carlsbad, EUA) (8x10°® M) em um composto com maior
intensidade fluorescente, resorufin (ZHOU et al., 1997), na presencga de horseradish
peroxidase (4 U/mL). A fluorescéncia do resorufin foi detectada por uma placa
fluorimétrica (Synergy™ 2 Multi-Detection Microplate Reader, BioTek Instruments)
utilizando comprimentos de onda de 530 e 590 nm para excitacdo e emisséo,
respectivamente. As medidas de fluorescéncia foram corrigidas pela quantidade total
de tecido.

3.9 Preparo dos extratos de coragao para zimografia em gel e western blot

O ventriculo esquerdo de cada coracado foi cuidadosamente coletado dos
animais e armazenado em freezer -70°C. Os coracgdes foram triturados em nitrogénio
liquido e misturados ao tampao de extracdo [10 mM Fluoreto de Sdodio (#201154,
Sigma-Aldrich, EUA) ; 1 mM Ortovanadato de Sodio (#S6508, Sigma-Aldrich, EUA);
1x Coquetel Inibidor de Proteases (#S8820, Sigma-Aldrich, EUA)] diluido em tampéo
RIPA gelado (#R0278, Sgma-Aldrich, EUA) numa propor¢ao de 300 yL de tampao de
extragao para cada 80 mg de tecido. As amostras trituradas foram entdo deixadas em
contato com o tampao overnight, sob agitagéo lenta e constante, a 4 °C. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm, a 4 °C, por 15 minutos. O

sobrenadante foi coletado e armazenado no freezer -70°C.

3.9.1 Dosagem de proteinas pelo método de bradford

Os extratos de foram diluidos em agua destilada nas proporcdes de 1:50. As
amostras diluidas foram entdo aplicadas em placa de 96 pog¢os juntamente com uma
curva padrao de calibracdo de soro fetal bovino nas concentracdes crescentes de
0,0875, 0,175, 0,35, 0,70, e 1,4 mg/mL. Agua destilada foi usada como “branco” da
reacdo. A placa com as amostras foi deixada em contato com o corante de Bradford
por 20 minutos sob agitacao lenta e abrigada da luz. Em seguida, as amostras foram

analisadas por espectrofotometria para determinagao da concentragao protéica.
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3.9.2 Avaliagao da atividade da MMP-2 por zimografia em gel

Extratos de coragéo (60 pg de proteinas) foram misturadas a um tampao nao
redutor. Em seguida, as amostras foram aplicadas em géis de poliacrilamida a 8% e
submetidas a eletroforese. Apos este processo, os geéis foram submetidos a dois
banhos de Triton X-100 a 2 % para remoc¢ao do SDS e foram colocados em solugéo
50 mM Tris-HClI e 10 mM CaCl, pH 7,6, por no minimo 16 horas, a 37 °C.
Posteriormente, os géis foram corados em solugdo Coommassie Blue 0,05% por, no
minimo, uma hora.

Para visualizagdo das bandas referentes a MMP-2, os géis foram descorados
com solugédo de 30% metanol e 10% acido acético. Para cada gel foi utilizado um
controle interno positivo (soro fetal bovino a 2%). A quantificagdo das bandas de MMP-
2 foi feita por meio do software Image J (National Institute of Health, EUA). A atividade
de MMP-2 foi normalizada pelo padrao de soro fetal bovino em cada gel. A MMP-2 foi
identificada por meio dos seus pesos moleculares: 75, 72 e 64 KDa.

3.9.3 Quantificagcdo da expressao proteica de troponina | por Western Blot

Os extratos de coragdo (60 pg) foram misturados ao tampao redutor e
aquecidos a 95°C por 5 minutos, seguido de aplicacdo em gel de poliacrilamida a 12%.
Um padrdo de peso molecular (#ab116028, Abcam, EUA) foi aplicado junto as
amostras para facilitar a identificagcado das proteinas de interesse. Apds a eletroforese,
os geéis foram transferidos para membranas de nitrocelulose com auxilio de um
aparato de transferéncia umida (#TE22 Mini Tank Transfer Unit, GE Healthcare, EUA)
em tampé&o de transferéncia (20% metanol, 48 mM Tris-base, 39 mM glicina e 0,04 %
m/v SDS) para determinagdo dos niveis de troponina |I. Apos a transferéncia, as
membranas foram coradas com Ponceau e registradas no fotodocumentador
(Amersham Imager 600, GE Healthcare, EUA) para posterior normalizagdo. As
membranas foram entdo bloqueadas com leite a 5% diluido em tamp&o TBS-T (100
mM NaCl, 100 mM Tris-HCI, 0,1% Tween) por 1 hora sob agitacdo lenta e em
temperatura ambiente. Em seguida, as membranas foram incubadas overnight com o
anticorpo primario da troponina | (diluicdo 1:10000 em BSA 5%, #MA-1040, IPOCdx,
Canada) em agitacédo lenta a 4 °C.

No dia seguinte, as membranas foram incubadas com o anticorpo secundario

anti-mouse (diluicao 1:10000 em TBS-T, Millipore #12-349) por 1 hora em temperatura
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ambiente e visualizadas usando um kit de reagao de quimioluminescéncia (Thermo
Scientific, EUA) pelo fotodocumentador (Amersham Imager 600, GE Healthcare,
EUA). A intensidade colorimétrica (Ponceau) e quimioluminescente das bandas foi
quantificada utilizando software Image J (National Institute of Health, EUA). A razao
entre a intensidade das bandas de troponina | e do Ponceau foi utilizada como

resultado de cada amostra.

3.10 PCR em tempo real para quantificagao da expressao génica de TNF-«

Para a determinagcédo da expressao génica de TNF-o. no miocardio, amostras
do VE, coletadas em codigdes RNase free e previamente estocadas sob
congelamento a -80°C, foram submetidas ao protocolo de extragdo do RNA total
utilizando-se TRIzol reagente (Thermofisher scientific®, Waltham, EUA). O RNA total
foi quantificado por meio de espectrofotdmetro (Epoch Biotek®, Winooski, EUA ) e sua
integridade foi avaliada pela presenga das bandas correspondentes aos RNAs
ribossomais 28S e 18S, apos eletroforese de 5 uL de RNA em gel de agarose a 1%,
nao denaturante, corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain (Thermofisher scientific®,
Waltham, EUA). O gel foi fotografado sob luz ultravioleta para visualizagdo das
bandas. Em seguida, foi realizada a sintese de DNA complementar (cDNA) por
trancricdo reversa, a partir de 2 ng de RNA total, utilizando-se o kit comercial High
Capacity RNA-to-cDNA kit (Thermofisher scientific®, Waltham, EUA). O cDNA obtido
foi utilizado para as reag¢des de PCR em tempo real.

A PCR em Tempo Real foi realizada com ensaios Tagman para o gene alvo,
TNF-a (Rn01525859_g1) e o gene constitutivo, GAPDH (Rn01775763_g1). Todas as
amostras foram amplificadas em ftriplicatas, no Sistema StepOnePlus PCR
(Thermofisher scientific®, Waltham, EUA), utilizando o TagMan Universal MasterMix
(Thermofisher scientific®, Waltham, EUA). As condigdes de termociclagem da reagao
de PCR foram padronizadas de acordo com as instrugdes do fabricante do
equipamento (10 minutos a 95°C, seguido por 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C, 1
minuto a 60 °C e 1 minuto a 72 °C). A quantificagdo relativa foi realizada através do
meétodo do ciclo de quantificagdo (Cq) comparativo e os valores obtidos foram
normalizados pelos valores obtidos para o gene constitutivo GAPDH.
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3.11 Quantificagao de colageno intersticial

Seccdes transversais do coracdo, com 5 um de espessura, foram cortadas e
coradas com picrosirius vermelho. As imagens do tecido miocardico foram adquiridas
em microscopia de luz (Leica DM5500B; Leica Microsystem, Alemanha) no aumento
de 40x. A quantidade relativa de colageno foi avaliada por meio do programa Image J
(National Institute of Health, Bethesda, EUA). Para a determinag&o da area infartada,
os cortes transversais do coragdo foram digitalizados (em aumento de 100x) e

analisados com o software Image J.

3.12 Analise estatistica

Os dados estdao expressos como média £+ EPM. Foi utilizada analise de
variancia de uma via (ANOVA one-way) com pés-teste de Tukey para comparar os
parametros de ecocardiografia, o teste de tolerancia ao exercicio fisico, os valores
maximos de pressdo ventricular em condigbes basais e os dados moleculares e
histolégicos. Para a comparagao dos valores de pressao ventricular durante teste de
estresse farmacolégico e da deformacéo regional do miocardio (strain) foi utilizada
analise de variancia de duas vias (ANOVA two-way) seguido do pos-teste de Holm-
Siday. O nivel de significAncia adotado foi P < 0,05. As analises estatisticas foram
realizadas utilizando-se o programa SigmaStat V3.5 (Systat Software Inc., San Jose,
EUA) e os graficos foram gerados por meio do programa Graphpad Prism 8.0
(Graphpad, San Diego, EUA).
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4. Resultados

4.1 Sobrevivéncia e grau de lesao miocardica apos IR.

Onze animais morreram no inicio do procedimento de reperfusao miocardica,
durante episédios de fibrilagao ventricular, quatro animais morreram 24 horas apos a
reperfusao e trés animais morreram 14 dias apos isquemia (figura 4A). Considerando
todas as mortes ocorridas durante o protocolo experimental, a taxa de mortalidade
apo6s a isquemia e reperfusdo miocardica foi de 28%. Os animais que sobreviveram a
isquemia e reperfusdo apresentavam cicatrizes miocardicas de tamanhos distintos ou
nao apresentavam nenhum tipo de lesdo macroscépica. Por este motivo, os animais
foram divididos em 3 grupos: animais sem lesées macroscopicas, IR(SL); animais com
lesdes transmurais menores do que 40% da circunferéncia total do VE, IR(LM); e
animais com lesdes transmurais maiores do que 40% da circunferéncia total do VE,
IR(LG). Como apresentado na figura 4B, os animais sobreviventes a IR apresentaram
a seguinte distribuicdo: 45% dos animais ndo apresentaram lesbes aparentes no
miocardio, 38% apresentaram lesdes médias e 17% apresentava lesbes grandes
(figura 4B).
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Figura 4: Taxa de sobrevivéncia e grau de lesdo miocardica macroscopica apos
isquemia e reperfusdo. A) Porcentagem de sobrevivéncia (Kaplan-Meier) dos animais
submetidos a cirurgia de isquemia e reperfusdo miocardica durante 4 semanas. B)
Distribuicdo dos animais em 3 grupos de acordo com o tamanho da lesdo miocardica:
IR(SL), sem les&o macroscopica; IR(LM), com lesdo transmural e menor do 40% do
VE; e IR(LG), com lesdes maiores do que 40% do VE. Note a cicatriz fibrética corada
em rosa escuro nas imagens representativas das secg¢des transversais do miocardio
dos grupos IR(LM) e IR(LG).
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4.2 Caracteristicas gerais

As caracteristicas gerais observadas nos animais submetidos a cirurgia ficticia
(Sham) ou de isquemia e reperfusdo miocardica estdo sumarizadas na tabela 1. O
peso corporal foi similar entre os grupos, ja o peso do coragédo normalizado pelo peso
corporal se apresentou aumentado nos animais com lesdo grande, sugerindo uma
hipertrofia do miocardio sobrevivente a lesdo de IR. Nenhuma diferenga foi observada
entre 0s grupos experimentais para o peso do pulmao e figado normalizados pelo
peso corporal, indicando que n&o houve congestao destes 6rgaos e, portanto, nenhum

sinal de insuficiéncia cardiaca congestiva.

Tabela 1. Caracteristicas gerais de ratos 4 semanas apos isquemia-reperfuséo (IR)
miocardica ou cirurgia ficticia (Sham).

Sham IR(SL) IR(LM) IR(LG)
n=7 n=6 n=6 n=6

Peso corporal (g) 419 + 0,01 485 + 0,03 567 £ 0,01 547 £ 0,02
Peso do
coracao/peso 3,7 +£0,07 3,8+0,15 3,7 +0,09 4,7 +0,3***
corporal (mg/g)
Peso do
pulmao/peso 2,8+0,13 3+0,3 3,5+0,6 3,2+0,2
corporal (mg/g)
Peso do figado/peso 36+ 1,7 35+1,5 34+0,7 35+ 1,2
corporal (mg/g)
Tamanho do infarto 0 0 21+3 46 £ 1,2

*P<0,05 vs. Sham, + P<0,05 vs. IR (SL), # P<0,05 vs. IR (LM). Valores expressos como média
+ EPM.
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4.3 Determinagao da fungao e remodelamento cardiacos por ecocardiografia
4.3.1 Parametros morfométricos

A morfometria das estruturas cardiacas, obtidas por ecocardiografia
bidimensional em eixo curto (modo M) esta apresentada na tabela 2. O aumento do
didmetro interno do ventriculo esquerdo (tanto em sistole quanto em diastole) e a
reducdo da espessura da parede ventricular (sistole) em ratos com lesdo média e
grande quando comparados com ratos sham, confirmam o inicio do remodelamento
cardiaco nesses animais. Nao foi observada diferenca a espessura do septo

interventricular entre os grupos e na relagao entre atrio esquerdo e aorta.
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Tabela 2. Pardmetros morfométricos obtidos por ecocardiografia 4 semanas apos
isquemia-reperfusdo miocardica (IR) e cirurgia ficticia (Sham).

Sham IR(SL) IR(ML) IR(LG)
(n=7) (n=8) (n=9) (n=7)

DAVE (mm) 8,4 +0,1 8,6+0,2 10,5 + 0,4** 12,3 +0,3**#
DSVE (mm) 5,3 +0,2 57+0,3 8,2 +0,5* 10,3 + 0,4**#
SIv,d (mm) 1,4 +0,03 1,7£0,1 1,6 +0,1 1,7£0,1
SIV,s (mm) 2,2 £0,1 2,5+0,1 24 +0,1 2,4 +0,1
PPVE,d (mm) 2 0,1 1,9+0,2 1,7 %02 1,1+0,1*
PPVE,s (mm) 2,8 +0,2 2,8+0,2 1,9 +0,3* 1,2 0,1
AE/Ao (au) 1,9 0,1 1,9+0,04 21 +0,04 2,2+0,2

DdVE: diametro diastolico do ventriculo esquerdo, DsVE: didametro sistdlico do
ventriculo esquerdo, SIV,d: septo interventricular na diastole; SIVs: septo
interventricular na sistole; PPVE,d: parede posterior do ventriculo esquerdo na
diastole; PPVE,s:parede posterior do ventriculo esquerdo na sistole; AE/Ao: atrio
esquerdo/aorta. Valores estdo expressos como média + EPM, *p<0,05 vs. Sham, *
p<0,05 vs. IR (SL), # p<0,05 vs. IR (LM).
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4.3.2 Parametros funcionais: fracdao de eje¢cao e fragcdao de encurtamento

A avaliagdo da fungao cardiaca por ecocardiografia esta representada na figura
5. A fracédo de ejecédo e fracdo de encurtamento, parametros que estimam a fungéo
sistdlica, se apresentaram reduzidas apenas nos animais com lesdo média e grande
quando comparados com os animais Sham. Nenhuma diferenga foi observada para

este parametro nos animais sem lesdo miocardica.
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Figura 5: Funcéo sistdlica avaliada por ecocardiografia. A) fracdo de ejecdo e B)
fragdo de encurtamento avaliadas 4 semanas apés IR miocardica ou cirurgia ficticia.
C) imagens ecocardiograficas do coragdo em modo-M, eixo curto. Note acinesia da
parede livre do VE nos animais com lesdo média e grande. * p<0,05 vs. Sham; +
p<0,05 vs. IR(SL); o p<0,05 vs. IR(LM).
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4.3.3 Deformagao miocardica (strain) radial e circunferencial

A figura 6 mostra a taxa de deformacéo global das fibras miocardicas (Strain)
no sentido radial e circunferencial bem como a correlagdo entre strain (radial e
circunferéncial) e a densidade de colageno no miocardio. Todos os animais
submetidos a IR miocardica apresentram reducdo do strain circunferencial,
independente do grau de lesdo. Ja o strain radial se apresentou significativamente
reduzido nos animais com lesdo média e grande; e os animais sem lesao

apresentaram uma forte tendéncia (p=0,06) a reducdo do strain radial.
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Figura 6: Deformacéo radial e circunferencial das fibras miocardicas e sua correlacéo
com a deposi¢ao de colageno intersticial. A) strain radial e B) strain circunferencial 4
semanas apos IR miocardica ou cirurgia ficticia. * p<0,05 vs. Sham; + p<0,05 vs.
IR(SL).
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4.4 Avaliagdo da primeira derivada maxima da pressdo ventricular (dP/dt

maxima) em condigées basal e sob estresse farmacolégico

A taxa maxima de aumento da pressao ventricular esquerda medida pelo valor
maximo da dP/dt positiva (+dP/dt max), bem como a resposta da dP/dt maxima a
administragdo de doses crescentes de dobutamina estédo representadas na figura 7.
Note que a +dP/dt max se apresentou reduzida em todos os animais submetidos a IR,
independente da presenca ou do grau de lesdo miocardica, quando comparado ao
grupo Sham. Como esperado, a administracdo de dobutamina produziu um efeito
dose-dependente na +dP/dtmax em todos os animais. No entanto, os ratos com lesdes
miocardicas grande apresentaram um comprometimento na resposta contratil do
coragao nas doses de 3, 10 e 15 ng/kg de dobutamina quando comprado ao grupo
controle. Ja os animais sem lesao cardiaca ou com lesdes médias foi observado déficit

de resposta contratil apenas na dose de 15 ug/kg de dobutamina.
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Figura 7: Quantificagdo da taxa maxima de aumento da pressé&o ventricular esquerda
(+dP/dt max) em condi¢des basais e durante administracdo de doses crescentes de
dobutamina. A) +dP/dt max basal e B) apds administragdo de dobutamina nas doses
de 0,5, 1, 3, 10 e 15 ug/kg, 4 semanas apos IR miocardica ou cirurgia ficticia. * p<0,05

vs. Sham.



4.Resultados | 54

4.5 Teste de tolerancia ao exercicio fisico — Vmax

Os resultados do teste de velocidade maxima (Vmax) e performance fisica estao
apresentados na figura 8. Uma tendéncia a redugdo da Vmax, mas néo
estatisticamente significante, foi observada nos animais com les&o cardiaca grande.
No entanto, uma reducao significativa da performance fisica foi observada em todos
0os animais submetidos a IR miocardica, inclusive naqueles animais que nao

apresentavam lesao cardiaca.
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Figura 8: A) teste de velocidade maxima e B) indice de performance fisica em ratos
4 semanas apos IR miocardica ou cirurgia ficticia. * p<0,05 vs. Sham.
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4.6 Dosagem plasmatica de NT-proBNP

A dosagem plasmatica de NT-proBNP esta representada na figura 12. Foi
observado aumento significativo do NT-proBNP plasmatico apenas nos animais com
lesbes médias e grandes, quando comparado com o0s animais do grupo sham,

indicando sobrecarga de volume no coragédo desses animais.

200-
= 150
E
(o))
£ *
% 100- T
m
(o]
| -
Q-
[
=  50- -
-
0 SN & 6
& \g\/ Q’Q Q’O

< ¢ ¢ ¢

Figura 9: Dosagem de NT-proBNP no plasma de ratos submetidos a IR ou cirurgia
ficticia 4. * p<0,05 vs. Sham.
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4.7 Quantificagdo de ERO (dnion superoxido e peroxido de hidrogénio) e TNF-a
no tecido cardiaco

A quantificagao de anion superoxido e peroxido de hidrogénio (O2" e H202), bem
como a expressdo génica de TNF-o estdo representados na figura 9. Altas
concentragdes de Oz e H.O2 foram observadas nos animais com lesdo média ou sem
lesdo miocardica comparado ao grupo Sham, ao passo que o aumento de O2" e H202
nos animais com grandes lesdes miocardicas n&o foi estatisticamente significativo. Ja
a expressao génica de TNF-a estava aumentada em todos os animais submetidos a
IR, independente da presencga ou grau de lesdo miocardica, quando comprados com
0 grupo Sham.
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Figura 10: Concentracdo de espécies reativas de oxigénio e expressao génica de
TNF-o no miocardio de ratos 4 semanas apds IR miocardica ou cirurgia ficticia. A)
concentragédo de anion superoxido, B) concentragdo de peroxido de hidrogénio e C)

expressao génica de TNF-a no miocardio. * p<0,05 vs. Sham.
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4.8 Deposicao de colageno intersticial e atividade da metaloproteinase-2 (MMP-
2) no coragao de ratos Wistar

A densidade de colageno intersticial no septo interventricular (figuras 10A e B)
estava aumentada em todos os animais submetidos a IR, independente da presenca
ou grau de lesdo miocardica, quando comparado ao grupo Sham. Em adig¢ao, todos
os ratos submetidos a IR também apresentaram aumento na atividade da MMP-2
(figuras X C e D) comparados ao grupo Sham, indicando que o processo de reparagao

tecidual também esta aumentado em areas nao infartadas.
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Figura 11: Colageno intersticial e atividade das MMP-2 no miocardio de ratos 4
semanas apos IR miocardica ou cirurgia ficticia. A) quantificagao da deposigéao de
colageno intersticial na regidao do septo interventricular, B) imagens representativas
das laminas histoloégica, de cada um dos grupos experimentais, coradas com
picrosirius vermelho e utilizadas na quantificagdo de colageno, C) quantificagéo da
atividade total da MMP-2 no tecido miocardico e D) gel representativo da técnica de
zimografia utilizada na quantificagdo da atividade das 3 isoformas de MMP-2 nos

diferentes grupos experimentais. * p<0,05 vs. Sham.
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4.9 Correlagao entre a deformidade das fibras miocardicas (strain) e a deposi¢ao
de colageno no coragao

A figura 11 mostra a correlacdo entre strain circunferencial e radial com a
deposicdo de colageno no miocardio. Tanto o strain radial quanto o strain
circunferéncial apresentaram correlagdo negativa com a deposicdo de colageno

intersticial, ou seja, quanto maior a deposigao de colageno, menor a deformacéo das
fibras miocardicas.
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Figura 12: A) correlacado entre strain radial e B) strain circunferencial e a quantificacéo

de colageno intersticial no miocardio de ratos submetidos a IR miocardica ou cirurgia
ficticia.



4.Resultados | 60

4.10 Expressao proteica de troponina |

A figura 13 representa a expresséao proteica de troponina I. Comparado com o
grupo sham, apenas os animais sem lesdo apresentaram redugéo significativa da

expressao de troponina | no miocardio.
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Figura 13: A) quantificagdo da expresséao proteica de troponina | no miocardio de ratos
submetidos a IR ou cirurgia ficticia e B) figura representativa das bandas de troponina
I, em gel de eletroforese, de cada grupo experimental. * p<0,05 vs. Sham.



5. DISCUSSAO



5. Discusséo | 62

5. Discusséao

Este estudo teve como objetivo caracterizar as alteragdes morfofuncionais,
histolégicas e moleculares causadas pela IR no coragdo de ratos Wistar apos 4
semanas dos procedimentos cirurgicos. Os resultados mostraram que apesar da
cirurgia para indugdo de IR ter sido realizada pela mesma pessoa, seguindo
estritamente os mesmos procedimentos, uma grande heterogeneidade de lesbes
miocardicas foi observada entre os animais. Este achado pode ser interpretado pela
variagdo anatdbmica das artérias coronarias dentro de uma mesma espécie (MICHAEL
et al., 1995; KLOCKE et al.,, 2007) e destaca a importédncia da caracterizagdo do
modelo.

Além disso, o presente estudo mostrou, pela primeira vez, que mesmo 0s
animais que nao apresentavam lesdes miocardicas macroscopicas, ou seja, sem
cicatriz de infarto no coracao, desenvolveram disfungao sistélica em condi¢cdes basais
e mediante estresse fisioldgico e farmacoloégico, bem como importantes alteragdes
histologicas (fibrose) e moleculares.

Apss 4 semanas do procedimento de 30 minutos de isquemia, seguida do
restabelecimento da perfusdo miocardica, apenas uma pequena parcela de animais
(17%) apresentou lesdes miocardicas transmurais que comprometiam mais do que
40% da circunferéncia total do VE. Esses animais também apresentavam severa
disfuncgao sistdlica com aumento dos niveis de NT-proBNP plasmatico, um importante
biomarcador de insuficiéncia cardiaca (PANAGOPOULOU et al., 2013). Outra parcela
de animais (38%) apresentou infartos moderados, ou seja, cicatrizes menores do que
40% da circunferéncia total do VE, com disfuncéao sistolica em condi¢des basais e sob
estresse, porém né&o tdo severa quanto aquela dos animais com lesdes grandes.

Interessantemente, apesar da grande maioria (45%) dos animais nao
apresentar lesdes miocardicas macroscopicas e nem remodelamento cardiaco (figura
4B), foi observado comprometimento da func&o sistolica, especialmente, sob
condicbes de estresse e também por técnicas mais sensiveis de ecocardiografia
utilizadas neste estudo.

Independente do grau da les&do miocardica, todos os animais submetidos a
isquemia por 30 min mostraram marcantes alteragdes histologicas e moleculares no
coragao, quando comprados aos animais controle (sham), dentre elas, aumento de

ERO, e da expressao génica de TNF-a. Aumento da deposigédo de colageno septal e
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da atividade das MMP-2 também foram observados. Curiosamente, apenas os
animais sem lesdo cardiaca apresentaram reducdo da expressao proteica de
troponina I.

As injurias causadas pela reperfusdo do miocardio isquémico podem ser
subdivididas em 4 tipos diferentes, sendo as duas primeiras reversiveis e as outras
duas irreversiveis, sao elas: 1) as arritmias ventriculares, que podem ser fatais ou
passiveis de tratamento; 2) o stunning miocardico, também conhecido como miocardio
hibernante, que é caracterizado por uma disfuncdo contratil temporaria e reversivel
que pode ser ocasionada pelo estresse oxidativo e/ou sobrecarga de calcio; 3) a
obstrucédo microvascular, ou fenbmeno de no-reflow, causada por danos nos capilares
do miocardio e por micro-embolizagdo de fragmentos da placa aterioscletérica,
liberados no momento da reperfusdo, que impedem o reestabelecimento do fluxo
coronarianos em algumas regides do miocardio, além de pequenos trombos formados
pela agregacgao plaquetaria e neutrofilica que também podem comprometer a eficacia
do procedimento de reperfusdo (ITO, 2006; LUO; WU, 2006; HEUSCH et al., 2009;
KLEINBONGARD PETRA et al., 2011); e 4) a injuria letal causada pela morte dos
cardiomiécitos que ainda eram viaveis ao final da isquemia miocardica (PIPER,;
GARCIA-DORADO; OVIZE, 1998), os principais fatores que contribuem para este tipo
de lesdo incluem o estresse oxidativo, a inflamagédo, a sobrecarga de calcio com
consequente hipercontratilidade das miofibrilas e a abertura dos PPTM (YELLON,;
HAUSENLOQY, 2007b).

Neste estudo foi possivel observar a ocorréncia de fibrilagdo ventricular no
momento da reperfusdo, que em alguns animais foram fatais, e a morte das células
cardiacas (injuria letal) representada pela cicatriz fibrética presente nos animais com
lesdes meédias e grandes. Acreditamos que nos animais sem les&do, o fendmeno de
no-reflow possa ter contribuido para o aumento de colageno intersticial quantificado
na regiao septal e, consequentemente, para a disfungéo sistélica observada nesses
animais. No entanto, para confirmar a ocorréncia deste fenbmeno novos estudos
devem ser realizados para avaliar o grau de comprometimento dos capilares
miocardicos nesta regiao.

Outro dado importante deste estudo € que apesar de ser crbnico, ou seja, as
avaliacbes foram feitas apenas na quarta semana apos a isquemia seguida de
restabelecimento da perfusdo coronariana, todos os animais, independente do grau

de lesdo macroscépica do coracdo, apresentaram comprometimento da funcao
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cardiaca, confirmado por exames ecocardiograficos e por avaliagdo da pressao no
VE, associadas as marcantes alteragdes histologicas e moleculares observadas no
coracao desses animais.

Sabe-se que um dos principais vildes na reperfusdo de regides isquémicas &
aumento do estresse oxidativo no musculo cardiaco, marcado pela intensa formagao
de ERO em detrimento dos sistemas antioxidantes (VENDITTI; MASULLO; DI MEO,
2001; NAVARRO-YEPES et al., 2014).

A producéo e liberacdo de ERO durante a reperfusdo do miocardio isquémico
foi confirmada, pela primeira vez, por Zeweier e colaboradores utilizando
espectroscopia de ressonancia paramagnética de elétrons para medir a formagao de
radicais livres de oxigénio em coragdes de coelhos submetidos a isquemia e
reperfusdo (ZWEIER; FLAHERTY; WEISFELDT, 1987), depois disso diversos
estudos pré-clinicos (KURIAN; PADDIKKALA, 2009; KURIAN et al., 2010) e clinicos
(KURIAN; PADDIKKALA, 2010) mostraram que o tratamento com antioxidantes
poderia conferir prote¢ao as injurias causadas pela isquemia e reperfusdo miocardica.

Apesar da diversidade de fontes que podem gerar ERO durante a reperfuséo,
a mitocéndria tem ocupado papel de destaque devido a sua capacidade de detectar
os niveis de oxigénio (KURIAN et al., 2016). Assim, o vazamento de elétrons dos
complexos | e lll da cadeia respiratéria mitocondrial, durante a reperfusdo, é
responsavel pela formacao de um subtipo especifico de ERO: o anién superdxido (O2
), resultado da interagdo do oxigénio molecular com os elétrons provenientes da
cadeia respiratoria (TANAKA-ESPOSITO; CHEN; LESNEFSKY, 2012).

O O2 danifica os fosfolipides da membrana interna da mitocondria resultando
na desestabilizacdo dos supercomplexos da cadeia respiratéria mitocondrial, o que
resulta na redugao da producédo de ATP (PARADIES et al., 2002; GADICHERLA et
al., 2012). O Oz formado também pode ser convertido em peréxido de hidrogénio
(H202), outro subtipo de ERO, pelo sistema catalitico da superéxido dismutase (SOD)
ou por dismutacdo espontanea (CAMARA; LESNEFSKY; STOWE, 2010). Por sua
vez, o H2O2 é usado como substrato, pelas mieloperoxidases presentes nos
leucdcitos, para a formagdo de hipoclorito (HOCI), um potente oxidante de
macromoléculas biolégicas como lipides, proteinas, glicoproteinas e DNA (HO et al.,
2013).

Além dos danos moleculares, as ERO também iniciam processos inflamatérios

(FRANK et al., 2012) através da estimulagao de fatores de transcrigdo, como o NF«kB,
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que promovem a expressao de citocinas pro-inflamatérias, dentre elas o TNF-a
(CHANDRASEKAR; SMITH; FREEMAN, 2001; GERCZUK; KLONER, 2012). Sabe-se
que o excesso de TNF-a e a consequente estimulacéo do seu receptor, TNFR-1, induz
disfungéo contratil, hipertrofia, fiborose e morte celular (KLEINBONGARD; SCHULZ;
HEUSCH, 2011).

Mecanismos propostos para explicar o efeito deletério do TNF-a sobre a funcéo
cardiaca foram elucidados por estudos que mostraram redugcdo na recaptagao e
liberacdo de ions calcio do reticulo sarcoplasmatico, bem como a diminuicido da
responsividade dos miofilamentos contrateis ao calcio (KLEINBONGARD; SCHULZ;
HEUSCH, 2011), na presenga de grandes quantidades de TNF-a. Além disso, o TNF-
o aumenta a metilagado da regido promotora do gene da bomba SERCAZ2a, proteina
responsavel pela receptacao de calcio para o reticulo sarcoplasmatico, o que culmina
com a redugao de sua expressao génica e proteica (KAO et al., 2010).

Além das agbes do TNF-a na homeostase do calcio, elevadas concentragdes
desta citocina também pode prejudicar a fungéo contratil do coragado por aumentar a
formagao de ERO através da estimulagao da atividade enzimatica da NADPH oxidase
e xantina oxidase. (FERDINANDY et al., 2000). Assim, um ciclo vicioso é estabelecido:
ERO estimulando a formacédo de TNF-a, que por sua vez, aumenta ainda mais a
produgcao de ERO, ambos contribuindo para a deterioragao da fungao cardiaca.

Outra acdo do aumento do estresse oxidativo no coragao € a ativagao das
metaloproteinases-2 (MMP-2), também conhecidas como gelatinase A ou colagenase
tipo IV, por serem capazes de degradar um dos principais componentes da matrix
extracelular, o colageno tipo IV. Tanto as ERO como as espécies reativas de
nitrogénio s&o capazes de ativar a MMP através de uma via que, ndo
necessariamente, envolve a remogao proteolitica do seu dominio auto inibitério e sim
através de uma mudancga conformacional da sua estrutura molecular (SCHULZ, 2007,
VIAPPIANI et al., 2009).

As MMP exercem importante papel em fungbes fisiolégicas, como a
embriogénese e a angiogénese, e fisiopatologicas. Assim, no coragédo sadio as MMP
sdo expressas de forma ubiqua junto com seus inibidores enddgenos, os inibidores
teciduais de metaloproteinases (TIMP). No entanto, o desbalango entre MMP e TIMP,
devido ao aumento da atividade das MMP, tem participagdo importante na
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fisiopatologia de varias doencgas cardiovasculares, como, por exemplo, a IR (SCHULZ,
2007).

Schulz e colaboradores mostraram que as MMP, mais especificamente as
MMP-2, sdo as principais proteases envolvidas na redugao da funcao cardiaca apos
reperfusdo (MCDONOUGH; ARRELL; VAN EYK, 1999; KURIAN et al., 2016). Além
disso, as MMP-2 foram encontradas, significativamente, aumentadas no efluente
coronariano de uma preparacdo de coracdo isolado de ratos apds isquemia e
reperfusao miocardica, sendo a concentracdo das MMP-2 inversamente proporcional
a recuperacdo da funcdo mecanica cardiaca (CHEUNG et al., 2000). Assim, ficou
estabelecido que a participagdo das MMP-2 na fisiopatologia da IR vai além da
degradagédo de componentes da matriz extracelular para a modulagédo de processos
celulares, como por exemplo, a agregagdo plaquetaria, o tono vascular e a
degradacgéao de componentes da maquinaria contratil do coragdo (WANG et al., 2002;
SCHULZ, 2007).

Assim, foi observado que as MMP-2 também s&o encontradas dentro das
células cardiacas, mais especificamente nos sarcomeros, e estdo co-localizadas com
os filamentos finos, sendo responsaveis pela degradagdo da troponina |, apds
isquemia e reperfusdo miocardica, levando a disfungao contratil do musculo cardiaco
(WANG et al., 2002).

A contragdo do musculo estriado esquelético e cardiaco € regida pela
concentracgdo intracelular de calcio através de proteinas regulatorias como a troponina
e a tropomiosina. A troponina possui trés subunidades sendo uma delas a subunidade
inibitoria (Tnl), responsavel pelo desacoplamento da interacdo entre os filamentos de
miosina e actina na auséncia de calcio (GOMES; POTTER; SZCZESNA-CORDARY,
2002; PARK et al., 2017). Diferente da Tnl do musculo esquelético, a Tnl cardiaca
possui um dominio especifico na por¢cao N-terminal com sites para fosforilagdo pela
proteina kinase A, e este dominio faz da Tnl uma importante proteina regulatéria
durante a contragdo miocardica (KRUDY et al., 1994). A habilidade da Tnl em regular
a contracdo cardiaca foi destacada quando a delecdo da sua porcdo N-terminal
apresentou um importante efeito na capacidade de interagir com a subunidade C da
troponina e estimular a atividade da ATPase miofibrilar (GUO; MARTIN; SOLARO,
1996; GAO WEI DONG et al., 1997). Isso destaca os efeitos deletérios da degradagao

da Tnl pelas MMP-2 apés a isquemia e reperfusao miocardica.
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Os resultados apresentados neste estudo mostram que todos os animais
submetidos a IR miocardica apresentaram niveis aumentados de O2 e H2O2, bem
como aumento da expressdo de TNF-o, MMP-2 e da deposi¢gao de colageno, no
musculo cardiaco, apos 4 semanas. Este perfil molecular, somado a reducido da
expressao proteica de Tnl no miocardio, pode explicar a disfungao sistélica observada
mesmo nos animais sem lesdes cardiacas macroscopicas.

Entretanto, um fato intrigante foi que apenas os animais sem lesdo miocardica
apresentaram diminuicdo da expressao proteica de Tnl e uma possivel explicagcao
seria que devido a intensa degradagédo de Tnl nos animais com lesbes moderadas e
grandes um mecanismo compensatorio de ressintese da Tnl esteja presente apos 4
semanas. Sabe-se que o tempo médio de turnover da Tnl é de aproximadamente 3,2
dias e que apenas esta subunidade da troponina possui um pool citoplasmatico de
reserva (MARTIN, 1981).

Além das alteragdes funcionais, histolégicas e moleculares, os animais
submetidos a isquemia e reperfusdo cardiaca também apresentaram reducado da
performance fisica, ressaltando a incapacidade do coracdo em manter o débito
cardiaco em situagdes de estresse, como durante atividades fisicas extenuantes.
Apesar de nao termos medido o consumo maximo de oxigénio (VO2omax) nestes
animais, padrao ouro para determinagdo da capacidade funcional, Rodrigues e
colaboradores mostraram que o teste de velocidade maxima, no qual os animais
correm em uma esteira apropriada até a exaustao (KUIPERS et al., 1985), possui
correlacdo com a VO2omax € pode ser usada como indicador da capacidade cardio-
respiratoria em ratos, além de ser uma técnica segura e bem tolerada pelos animais
(RODRIGUES et al., 2007). Somado a isso, os resultados do teste fisico foram
confirmados pelos resultados do indice de contratilidade cardiaca (+dP/dtmax) durante
o estresse farmacologico com dobutamina, agonista 1 adrenérgico que possui meia-
vida curta e é muito utilizado no senario clinico em pacientes com capacidade fisica
limitada (GELEIJNSE et al., 2000).

Por fim, este estudo também utilizou técnicas avancadas de ecocardiografia
para a analise da deformac&o regional das fibras miocardicas (strain), também
conhecido como Speckle-tracking (STE). A técnica de STE se baseia no rastreamento
de pontos hiperecogénicos em imagens de ultrassom que representam a
movimentagao das fibras miocardicas, durante um ou mais ciclos cardiacos, em trés

diferentes orientagdes: radial, circunferencial e longitudinal (POPOVIC et al., 2007). O
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STE foi validado por diversos estudos clinicos (FERNANDEZ-PATRON; RADOMSKI,;
DAVIDGE, 1999; YELLON; HAUSENLQY, 2007a; KANDASAMY et al., 2010; O'GARA
et al., 2013) bem como em um modelo animal de infarto do miocardio em ratos o qual
mostrou que o STE é capaz de identificar, corretamente, as regides do miocardio com
aumento da deposicao de colageno e reducao da deformagéo das fibras cardiacas, 4
a 10 semanas apds indugéo do infarto (POPOVIC et al., 2007).

Os resultados da presente tese, mostraram que o STE € mais sensivel do que
os meétodos convencionais, como a fracdo de ejecdo e de encurtamento, para
identificar alteracdes da fungcdo cardiaca nos animais que nao apresentaram lesdes
miocardicas. Foi observado redugéao significativa do strain circunferencial e uma forte
tendéncia a reducéo (p=0,06) do strain radial nesses animais. Além disso, a redugéo
da deformacdo das fibras radiais e circunferenciais encontradas nos animais
submetidos a isquemia e referfusdo cardiaca apresentou correlagdo negativa com o
aumento da deposi¢cao de colageno no coragao, ou seja, quanto maior a deposicéo
de colageno intersticial, menor a deformagao das fibras endocardicas. Popovi¢ e
colaboradores também observaram correlacédo semelhante em ratos submetidos a
ligadura permanente da coronaria DAE (POPOVIC et al., 2007).

Tomando como base todos os resultados apresentados neste trabalho de tese,
€ possivel concluir que a IR pode causar danos miocardicos que perduram por varias
semanas e podem ter como consequéncia o desenvolvimento de IC a longo prazo.
Assim, este estudo enfatiza ndo apenas a importancia da caracterizagado de um
modelo animal como também o seguimento clinico, por longos periodos, de pacientes

submetidos as terapias de reperfusdo apés IAM.
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6. Conclusoes

Em suma, o presente trabalho mostrou que:

1. O mesmo procedimento (30 minutos de isquemia e 4 semanas de reperfuséo
miocardica) gerou alteragdes macroscopicas marcadamente diferentes entre
0S animais.

2. Mesmo os animais que nao apresentaram lesdes macroscopicamente visiveis
(cicatrizes de infarto) mostraram alteragdes funcionais, histologicas e
moleculares que podem contribuir para o desenvolvimento de insuficiéncia
cardiaca no futuro.

3. A caracterizagcao de modelos experimentais é extremamente importante para
garantir reprodutibilidade dos resultados em diferentes laboratorios e

translagéo para futuros ensaios clinicos.
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Abstract

Even though the coronary reperfusion process is the most important tool to preserve cardiac
function, after myocardial infarction, reperfusion of acutely ischemic myocardium can induce
injury. We aimed to evaluate the functional and molecular aspects 4 weeks after myocardial
ischemia-reperfusion (IR) in rats. Male Wistar rats (N = 47) were subjected to myocardial IR
by short-term (30 min) ligation and subsequent reperfusion of the left descending coronary
artery. Control rats (N = 7) underwent the same surgical maneuver without coronary ligation.
After 4 weeks, rats had their cardiac function examined by ventricular pressure recording
under basal condition or pharmacological stress. Myocardial fibrosis and molecular media-
tors of IR injury (reactive oxygen species, tumor necrosis factor-alpha and matrix-metallo-
proteinase-2) were assessed as well. Most of the rats subjected to IR did not show
macroscopic signs of infarct, while only 17% of these animals showed large myocardial
infarction scars. Of note, all animals submitted to IR presented the functional and molecular
parameters altered when compared with the control subjects. Cardiac function was attenu-
ated in all animals submitted to IR, regardless the presence or size of macroscopic cardiac
scars. Interstitial fibrosis, matrix-metalloproteinase-2 activity and the expression of tumor
necrosis factor-alpha were higher in the myocardium of all IR rats as compared to the control
subjects (p<0.05). Myocardium superoxide anion and hydrogen peroxide were increased in
rats without or with mild cardiac scars. These results show that IR leads to myocardial injury
in rats. Besides, even the animals with an apparent healthy myocardium (without infarct
scar) presented cardiac dysfunction and molecular changes that may contribute to the
development of heart failure over time.
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Introduction

Reperfusion of the ischemic tissue is the most valuable therapeutic tool to limit the infarct area
and preserve cardiac function after acute myocardial infarction (MI) [1,2]. However, despite
the reperfusion therapy, a significant number of infarcted patients develop heart failure,
approximately one year after MI [3,4]. Paradoxically, in some cases, reperfusion can worsen
the ischemic scenario increasing the probability of life-threatening ventricular arrhythmias;
besides, it also leads to myocardial damage through the death of the cardiomyocytes that were
still viable during the ischemic period. This phenomenon is known as cardiac reperfusion
injury; in essence, it may contribute to the final infarct size and, accordingly, to the long-term
prognostic of the patient [5]. Therefore, the myocardial damage in a reperfused MI might be
the result of two subsequent processes: ischemia and reperfusion.

Lack of oxygen and nutrient supply during ischemia result in biochemical and metabolic
myocardial outcomes that may be aggravated by restoration of the aerobic metabolism pro-
vided by reperfusion [6,7]. Altered membrane potential, calcium overload, cell swelling, oxida-
tive stress, mitochondrial permeability transition pore opening, activation of pro-
inflammatory mediators and extracellular matrix proteases are the major outcomes that con-
tribute for the reperfusion injury at the cellular level [7-9]. In this context, notwithstanding
myocardial reperfusion has been demonstrated to be the best therapeutic option for acute MI,
itis a “double-edge sword” [6]. Therefore, prevention of myocardial reperfusion injuries com-
bined with the decrease of the incidence of heart failure, in patients surviving a reperfused MI,
has been a remarkable challenge for physicians and scientists [6,8].

In this scenario, the study of experimental models of ischemia followed by reperfusion (IR)
is crucial for improving the knowledge of the mechanisms involved in this situation. In most
preclinical studies of experimental models of IR, short periods of myocardial reperfusion have
been used [10]. Therefore, there is a lack of characterization of the long-term effects of IR in
the literature. This drawback is fundamental for delineating future cardioprotective strategies
to be translated into the clinical setting. Considering these facts, the present study was
designed to characterize the long-term (4 weeks) repercussions of transitory (30 min) cardiac
ischemia followed by reperfusion in contractile function as well as in morphological and
molecular aspects of myocardium in rats.

Materials and methods
Ethics statement

Experiments were carried out in 65 male Wistar rats (supplied by the Animal Facility of the
University of Sdo Paulo, Campus of Ribeirdo Preto, Brazil) submitted to myocardial IR or
sham surgery (control group). The experimental protocol was reviewed and approved by the
Committee of Ethics in Animal Research of the Ribeirdo Preto Medical School, University of
Séo Paulo, SP, Brazil (Protocol #163/2016). The personnel responsible for handling the ani-
mals in this study were adequately trained for this task.

Experimental myocardial ischemia/reperfusion

Male Wistar rats (250-300 g) were anesthetized with ketamine and xylazine (50 and 10 mg/kg
i.p., respectively), and received endotracheal intubation for mechanical ventilation with room
air. A left thoracotomy was performed at the fifth intercostal space, to assess the heart, and the
left anterior coronary artery (LAD) was temporarily (30 min) occluded with a polyester suture
(4-0, Ethicon, Somerville, USA) placed between the pulmonary artery outflow tract and the
left atrium. After 30 min of ischemia, the occlusion of the vessel was released by cutting the
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suture line. The thorax was immediately closed, and the excess air was removed from the chest
cavity to prevent the development of pneumothorax. Sham rats (n = 7) were submitted to the
same surgical procedures except for left coronary artery occlusion. The animals were led to
recover from anesthesia on a heating pad (37°C) and received analgesic (tramadol hydrochlo-
ride: 2 mg/kg, during 3 consecutive days) and antibiotic (benzylpenicillin + streptomycin).
After complete recovery from surgery, the rats were housed with free access to food and water
on a temperature controlled (22+1°C) 12h light-dark environment. They were carefully
checked every day after surgery to detect signs of suffering or distress.

Experimental protocol

One month after IR, or sham surgery, the animals were anesthetized (urethane, 1 g/kg, i.p.,
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) and had their cardiac contractility evaluated by measuring the
left ventricle (LV) pressure under baseline conditions and also during the infusion of increas-
ing doses of dobutamine. Following, an additional dose of urethane (1g/kg, i.p., Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) was administered for the animal euthanasia and subsequently tissue
and blood sampling for histological and molecular analysis were collected immediately.

Measurement of left ventricle systolic function during basal and stress
conditions

Under the anesthesia of urethane (1 g/kg, i.p.), a catheter specially designed to measure ven-
tricular pressure (SPR 320: Millar Instruments, Houston, TX, USA) was inserted into the LV
via the right carotid. The catheter was connected, through a dedicated signal coupler (TC-510,
Millar Instruments, USA), to a recording system (Bridge Amp attached to PowerLab/4SP, AD
Instruments, Sydney, Australia) and, under continuous recording of LV pressure, they
received increasing doses of dobutamine (1, 3, 10 and 15 pg/kg) intravenously. Dobutamine
was used as a pharmacological stressor, and each dose was injected, in bolus, with an interval
of at least 10 min between each other. The 1*' derivative in time of the LV pressure (dP/dt) was
calculated online, and the maximum rate of increasing pressure was used as an index of sys-
tolic function of the rats.

Tissue sampling

At the end of LV pressure recording, with the animals deeply anesthetized, they were eutha-
nized, and the hearts were collected and cut transversely into two sections from the midventri-
cular surface until the apex. The first midventricular section of each heart was fixed in
phosphate-buffered 10% formalin and embedded in paraffin for histological analysis. The sec-
ond section was rapidly frozen in liquid nitrogen and used for measuring matrix metallopro-
teinase-2 (MMP-2) activity, reactive oxygen species (ROS) and TNF-o. gene expression.

Assessment of MMP-2 activity by gelatin zymography

Samples were crushed in liquid nitrogen and homogenized overnight at 4°C in 10 mM Sodium
Fluoride (#201154, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA), 1 mM Sodium Orthovanadate (#S6508,
Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA), 1X Protease Inhibitor Cocktail (#S8820, Sigma-Aldrich,
USA) and cold RIPA buffer (#R0278, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) according to the fol-
lowing proportion: 300 pL of buffer for 80 mg of sample. Homogenates were centrifuged with
12,000 rpm at 4°C for 20 min, and the supernatant was used. Extracts were then submitted to
Bradford analysis (#B6916, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) for protein quantification; 60 ug
of the sample were loaded onto 8% polyacrylamide gels with 10% gelatin under non-reducing
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conditions. Fetal bovine serum was used as positive control. After electrophoresis, gels were
incubated twice with 2.5% v/v Triton X-100 buffer for 30 min each at room temperature and
then incubated with 50 mM Tris, 5 mM CaCl,.2H,0 and 150 mM NaCl, pH 7.6 overnight at
37°C. Gels were coloured with 0.05% Coomassie Blue. The 75, 72 and 64 kDa matrix metallo-
proteinase-2 (MMP-2) were visualized using ChemiDoc Imaging Systems (Biorad, Hercules,
USA) and quantified by the computer software Image].

Measurements of ROS generation in myocardial tissue: Lucigenin and
amplex red assays

Lucigenin. Myocardial superoxide anion (O,") generation was measured by a lumines-
cence assay using lucigenin as the electron acceptor and NADPH as the substrate. Myocardial
tissue from IR and sham rats were homogenized in an assay buffer (50 mM KH,PO,, 1 mM
EGTA and 150 mM sucrose, pH 7.4) with a glass-to-glass homogenizer. The assay was per-
formed with 100 pL of sample, lucigenin (5 uM), NADPH (0.1 mM) and assay buffer. Lumi-
nescence was measured for 30 cycles of 18 s each by a luminometer (Lumistar Galaxy, BMG
Labtechnologies, Ortenberg, Germany). Basal readings were obtained prior to the addition of
NADPH, and the reaction was started by the addition of the substrate. Basal and buffer blank
values were subtracted from the NADPH-derived luminescence. O,” was expressed as relative
luminescence unit (RLU)/pg of protein.

Amplex red. Samples were frozen in Krebs, macerated and centrifuged. Fifty pL aliquots
of the supernatant were removed and the amount of hydrogen peroxide (H,0,) produced by
the myocardial tissue was determined fluorometrically by measuring the Amplex Red conver-
sion (Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, USA) (8x10™° M) to a highly fluorescent com-
pound resorufin, in the presence of horseradish peroxidase (4 U/mL). The resorufin
fluorescence was detected by plate fluorimeter (Synergy 2 Multi-Detection Microplate Reader,
BioTek Instruments) using excitation and emission wavelengths of 530 and 590 nm, respec-
tively. The fluorescence values were corrected by the total amount of tissue proteins.

TNEF-a expression in myocardial tissue

For the analysis of Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-a) mRNA expression levels in the myo-
cardium, total RNA was isolated from LV samples using Trizol (Invitrogen, Carlsbad, USA).
RNA concentration and integrity were assessed. cDNA was synthesized using reverse tran-
scriptase at 70°C for 10 min, followed by incubation at 42°C for 60 min and 75°C for 15 min.
Tagman Gene Expression Assay for TNF-o (Rn01525859_g1) and the housekeeping gene
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase—GAPDH (Rn01775763_g1) were used. All sam-
ples were amplified in triplicates on StepOnePlus PCR System (Applied Biosystems, Foster
City, USA) by using TagMan Universal MasterMix (Applied Biosystems, Foster City, USA).
PCR cycling conditions included 10 min at 95°C, followed by 40 cycles at 95°C for 15 s, 60°C
for 1 min, and 72°C for 60 s. Dissociation curve analysis confirmed that signals corresponded
to unique amplicons. TNF-o mRNA expression levels were normalized relatively to GAPDH
mRNA levels using the comparative 24" method.

Histological analysis and infarct size measurement

Midventricular cross-sections of the LV with 7 um thick were cut and stained with picrosirius
red for the quantification of interstitial collagen fibers. Stained cross-sections were captured
using light microscopy (Leica DM5500B; Leica Microsystem, Wetzlar, Germany) at x40 mag-
nification. To estimate the fraction area (%) of collagen in picrosirius red-stained sections, 15
images of the septum, for each rat, were randomly acquired for posterior analysis with the
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Fig 1. Survival rate and infarct scars in myocardial cross-sections. (A) Survival rate (Kaplan-Meier) from rats, following 4 weeks after sham-operation (Sham) or
acute myocardial ischemia-reperfusion (IR). (B) Midventricular cross sections of the heart stained with picrosirius red. The animals were classified according to the
presence and size of infarct scars. IR(NL): without a scar; IR(ML): mild infarct scars, i.e. less than 40% of the total circumference of the left ventricle; IR(LL): large infarct
scars, i.e. more than 40% of the total circumference of the left ventricle.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0209190.9001

public-domain software NIH Image J. Infarct size was measured in picrosirius red-stained sec-
tions using Image J and calculated dividing the length of the infarcted area by the total circum-
ference of the LV (expressed as percentage).

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0209190 December 20, 2018 5/13



o @
@ ’ PLOS ‘ ONE Cardiac ischemia-reperfusion injury in rats

Table 1. General characteristics of rats 4 weeks after acute myocardial ischemia-reperfusion (IR) or sham surgery (Sham).

Sham IR(NL) IR(ML) IR(LL)

(n=7) (n=6) (n=6) (n=6)
Body weight (g) 419 | £0.01 485 | +0.03 567 | +0.01 547 | £0.02
Heart weight (mg) 1536 | + 66 1853 | £ 113 2092 | £ 82 2600 | +231
Lung weight (mg) 1184 | £ 58 1492 | £175 2013 | £ 370 1778 | £ 113
Liver weight (mg) 14896 | + 350 16740 | + 638 19302 | £ 305 19398 | + 1110
Heart/body weight (mg/g) 3.7 | £0.07 3.8 £0.15 3.7 £0.09 47| £0.3
Lung/body weight (mg/g) 28| +0.13 3/+03 3506 32+0.2
Liver/body weight (mg/g) 36| £1.7 35/ 15 34|07 35| +1.2
Infarct size 0 0 21 |+3 46 | +1.2

NL: no lesion, ML: mild lesion and LL: large lesion.
*P<0.05 vs. Sham

+ P<0.05 vs. IR (NL)

# P<0.05 vs. IR (ML). Values are means + SEM

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0209190.t001

Statistical analysis

Data are presented as means = SEM. One-way ANOVA followed by the post hoc of Tukey was
used to compare conventional echocardiographic parameters, tolerance to exercise, the maxi-
mum value of the positive dP/dt (+dP/dt_max) during basal conditions, molecular data and
interstitial fibrosis. Two-way ANOVA followed by Holm-Sidak test was used to compare LV
systolic function (+dP/dt_max), during dobutamine stress test, and segmental myocardial dys-
function by strain. The level of significance adopted was p<0.05.

Results
Mortality rates and classification of IR injuries

At the onset of the reperfusion procedure, 11, out of 47, animals died. Also, 4 rats died within
24 hours after IR (post-operatory period), while only 3 animals died after 14 days after IR (Fig
1A). Considering all deaths, the mortality rate was 28% of all animals subjected to IR. All the
deaths occurred suddenly, probably due to cardiac arrest caused by myocardial infarction/
reperfusion (i.e., the animals were found dead in their cages). Euthanasia before the end of the
experiments was not necessary since the rats did not exhibit signs of suffering or distress dur-
ing the study. The survivors exhibited marked distinct sizes of macroscopic cardiac lesions
(infarct scar), from no visible lesion up to large transmural scars spreading over the LV free
wall. As indicated in Fig 1B, the animals were divided into 3 groups according to the size of
cardiac scars: rats without macroscopic lesions (no lesion, NL), rats with infarcts scars not
larger than 40% of the LV circumference (mild lesion, ML), and rats with transmural lesions
that affected more than 40% of the circumference of the LV (large lesion, LL). The animals
subjected to IR showed the following distribution: 45% of the animals did not show a cardiac
lesion, 38% presented mild lesion while 17% exhibited a large infarct scar.

General characteristics of rats with IR or sham surgery

The general characteristics observed in rats subjected to sham surgery or IR, with different
degrees of cardiac lesions, are summarized in Table 1. Body weight was similar in all groups.
Increased heart weight and heart/body weight ratio were observed in rats subjected to IR,
denoting compensatory hypertrophy of the surviving myocardium. No differences were found
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Fig 2. Cardiac function in basal and stress conditions. (A) Basal recordings of maximal increasing rate of left ventricular pressure (+dP/dt_max)
and (B) Changes in +dP/dt_max elicited by 1, 3, 10 and 15 um/kg of dobutamine infusion from rats following 4 weeks after sham-operation
(Sham) or acute myocardial ischemia-reperfusion (IR), with no (NL), mild (ML) or large (LL) cardiac lesions. Values are means + SEM, * vs. Sham,
P<0.05.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0209190.9002

in lung/body weight, and liver/body weight ratios among groups. These findings indicate no
fluid accumulation in these organs. Accordingly, no sign of development of congestive heart
failure was seen.

Cardiac function analysis and the pharmacological stress test

The maximum increasing rate of LV pressure measured by the maximum value of the positive
dP/dt (+dP/dt_max), as well as dP/dt response to increasing doses of dobutamine, is shown in
Fig 2. Note that basal +dP/dt_max was found smaller in rats subjected to IR, independently of
the presence of the myocardial scar, as compared to sham-operated counterparts. Dobutamine
elicited, as expected, a dose-dependent increase in +dP/dt_max in all rats. IR rats with large
cardiac lesions presented impaired response of +dP/dt_max to 3, 10 and 15 pg/kg of dobuta-
mine as compared to their sham-operated counterparts. Nevertheless, at the dose of 15 pg/kg,
dobutamine elicited an impaired response of +dP/dt_max in all rats subjected to IR, i.e. inde-
pendent of the presence of macroscopic cardiac lesions.

Myocardial ROS generation and TNF-a expression

Data on O, and H,O, generation, and TNF-o. gene expression are shown in Fig 3. High con-

centrations of O,  and H,0O, were found in the IR rats with no or mild cardiac lesions as com-
pared to sham-operated rats, whereas in IR rats with large myocardial scars the slight increase
of O, and H,0, was not statistically significant. TNF-oo mRNA expression was high in all ani-
mals submitted to IR despite the presence, or absence, of infarction scar.

Interstitial collagen deposition and myocardial MMP-2 activity

The density of septal collagen (Fig 4A) was greater in all rats subjected to IR, independently of
the degree of cardiac lesion. Also, all rats subjected to IR showed increased total MMP-2 activ-
ity (Fig 4C) when compared to sham-operated rats, thus indicating that the repairing process
may be present in noninfarcted areas as well.

Discussion

Despite the surgery to induce IR in all animals has been performed by the same researcher, fol-
lowing strictly the same procedures, a marked heterogeneity was observed in macroscopic
injury among the animals. This finding was actually expected and interpreted mainly as a con-
sequence of anatomical variations of coronary vessels. Moreover, the present study demon-
strates, as expected, that myocardial IR elicited different degrees of cardiac injury in rats.
However, this study shows, for the first time, that even the animals with an apparently healthy
myocardium (without infarct scar) presented LV systolic dysfunction, under a basal and chal-
lenged condition, as well as marked changes in cardiac histology (fibrosis) and molecular
mediators involved in cardiac dysfunction and myocardial remodeling.

After 30 min of ischemia followed by 4 weeks of reperfusion, only a small fraction (17%) of
the surviving rats presented large transmural MI scar combined with severe systolic dysfunc-
tion. Another fraction (38%) of survivors from IR displayed moderate infarct leading to scars
that measured less than 40% of the total area of the LV. These animals showed a significant
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0209190.9004

reduction in systolic function during basal and stress conditions, but not as severe as their
counterparts with large cardiac scars.

Although the majority of the surviving animals (45%) did not show any macroscopic sign
of myocardial infarct (Fig 1), surprisingly, these animals showed impairment of LV systolic
function and higher septal accumulation of interstitial collagen combined with high total
MMP-2 activity. Furthermore, elevated concentrations of ROS (O, and H,0,) and higher lev-
els of TNF- o were detected in the myocardial tissue from rats subjected to IR without cardiac
scars.

During reperfusion, a burst of ROS is produced by a variety of sources, especially by the dis-
ruption of mitochondrial membrane potential [8,11,12]. ROS accumulation stimulates pro-
inflammatory pathways and causes direct damage to the cellular DNA, proteins and lipids
[11]. Therefore, redox-sensitive transcription factors such as nuclear factor-xB were activated
by ROS eliciting the expression of TNF-o. and other pro-inflammatory cytokines [13,14]; this
mechanism plays an important role in the impairment of calcium homeostasis and conse-
quently in myocardial contractile dysfunction [15]. In addition, it has been postulated that
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ROS contributes to the activation of MMP-2 performing a covalent modification of its Cys res-
idue between the pro-peptide and the catalytic domain [16].

MMP-2, also known as gelatinase A or type IV collagenase, plays a critical role in cardiovas-
cular diseases [17] and has emerged as a key enzyme involved in cardiac conditions associated
with increased oxidative stress [16-20]. Moreover, MMP-2 was found increased in the coro-
nary effluent, immediately after IR of isolated rat hearts [21]. MMP-2 has been considered the
major protease involved in myocardial stunning [19,22]. Beyond its action in the extracellular
matrix, MMP-2 modulates different cellular functions during the IR process, for instance,
platelet aggregation [23], vascular tone [24,25] and digestion of troponin I [19,22,26] and myo-
sin light chain 1 [27], leading to cardiac contractile dysfunction.

These outcomes might be involved with the impairment of myocardial function observed
after IR. Therefore, even in the animals without macroscopic cardiac lesions, the IR triggers
molecular mechanisms that culminate with adverse changes in the ventricular architecture
and contractile dysfunction under stress; accordingly, determining increased ventricular stift-
ness over time.

Taking into account these data, the present study provides novel information regarding
long-term outcomes after myocardial IR in rats. The important and novel information brought
by this study is that, despite the degree of a macroscopic myocardial lesion, all animals pre-
sented cardiac dysfunction with a certain degree of severity. Moreover, our findings revealed
that, all survivors from myocardial IR, even those without any visible infarction scar, displayed
interstitial fibrosis and derangements at the molecular level; outcomes, probably involved in
the development of heart failure over time. Studies with dogs and humans suggested that myo-
cardium at risk, collateral flow and metabolic demand are determinant factors for infarct size
after reperfusion [28,29]; however, future studies are required to elucidate the mechanism(s)
involved in molecular alterations observed in IR animals without patent infarct scar.

Also, it is important to emphasize that a consistent characterization of animal models with
different methodological protocols are crucial; because these models may remarkably contrib-
ute to improving therapeutic strategies in the field of IR.
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ABSTRACT

Recent studies in basic and clinical settings are applying advanced
echocardiographic techniques, such as Speckle-tracking echocardiography
(STE), to better evaluate the cardiac function after myocardial infarction.
However, few data are available on the sensitivity of STE to detect changes in
left ventricle (LV) deformation (strain) after myocardial ischemia-reperfusion (IR).
In this study, we tested the hypothesis that STE is more prone to detect
alterations in LV function, four weeks after IR than conventional
echocardiographic parameters. To test this hypothesis, male Wistar rats (250-
280g) were studied by echocardiography (LV short axis) 4 weeks after myocardial
IR or sham surgery. Echocardiographic data were post-processed for M-mode
systolic function and STE analysis of myocardial circumferential and radial strain.
Our results showed that STE detected reductions in global circumferential
(p<0.05) and radial (p=0.06) strain in rats subjected to IR as compared to their
sham-operated counterparts, while no changes were observed between groups
for the conventional M-mode parameters (ejection fraction, fractional shortening
and cardiac output). In addition, strain reductions were correlated with collagen
deposition for both circumferential (r2=0.74; p=0.003) and radial (r2=0.54;
p=0.015) strains. We also distinguished which regions of the heart were affected
by IR injury by performing a segmental strain analysis. In conclusion, STE, but
not conventional echocardiography, was able to detect LV dysfunction, in

apparently healthy hearts, four weeks after IR.

Key Words: myocardial dysfunction, myocardial ischemia-reperfusion, speckle-

tracking echocardiography.



INTRODUCTION

Evaluation of cardiac function is an important goal in echocardiography;
therefore, a variety of parameters that estimates systolic function has been
proposed. In this context, one of the most used and clinically relevant parameters
is the left ventricular ejection fraction (LVEF) (1). However, LVEF has several
limitations since it does only provide an indirect estimative of myocardial
contraction and is influenced by several factors; for instance, heart rate and
loading conditions. Also, LVEF is not able to quantify and delineate regional
myocardial contraction impairment and is not sensitive enough to detect

subclinical myocardial dysfunctions as well.

Two-dimensional strain imaging, derived from Speckle-tracking
Echocardiography (STE), is a recently developed tool that tracks natural acoustic
markers from ultrasound images; it does characterize segmental muscle
movement along specific axes of a specified coordinate system (2). In other
words, STE measures the myocardium deformation during the cardiac cycle
under three principal strains: longitudinal, circumferential, and radial. STE was
validated under a variety of clinical settings(3—6), as well as in a rat model of
myocardial infarction (left anterior descending coronary artery -LAD - permanent
ligation) (2); and has been shown to be more sensitive to detect cardiac
dysfunction than standard echocardiographic parameters, such as LVEF.
Evaluation of early myocardial dysfunction in subclinical cardiomyopathies stages
is a challenging task and has been proposed as one of the most promising

applications of STE (1).

Timely and efficient myocardial reperfusion, using thrombolytic agents or primary

percutaneous coronary intervention, is the most promising strategy in acute



myocardial infarction, for reducing cardiac injuries and limiting the infarct size (7).
However, reperfusion itself can induce cardiomyocytes death, aggravating the
injuries elicited by ischemia; this phenomenon is known as reperfusion injury, for
which there is no effective treatment. Once reperfusion therapy has been
established, the mortality rate after myocardial infarction falls; but, on the other
hand, the incidence of heart failure increases (8). For this reason,
echocardiographic follow-up after myocardial ischemia-reperfusion (IR),
especially using STE, may be an important preventive strategy. Take this
information into account, the present study was designed to evaluate the efficacy
of STE for detecting myocardial circumferential and radial strain abnormalities, in
rats submitted to left ventricle IR exhibiting healthy hearts (e.g., without

myocardial scars and preserved LVEF).
METHODS

The experiments were carried out in male Wistar rats (250-300g, 7-8 weeks old),
supplied by the Animal Facility of the School of Medicine of Ribeirdo Preto,
University of Sdo Paulo, Brazil, submitted to myocardial Ischemia-reperfusion
(IR) or sham surgery (Sham). Experimental protocol was reviewed and approved
by the Committee of Ethics in Animal Research of the School of Medicine of

Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, SP, Brazil (Protocol #163/2016).

Experimental Myocardial Ischemia-reperfusion

Rats were anesthetized with ketamine (50mg/kg i.p.; Uni&do Quimica
Farmacéutica Nacional S/A, Brazil) and xylazine (10mg/kg i.p.; Hertape Calier
Saude animal S/A, Brazil), intubated and mechanically ventilated with room air.

A left thoracotomy was performed at the fifth intercostal space, the pericardium



was opened, and the coronary artery (LAD) was occluded between the pulmonary
artery outflow tract and the left atrium with a polyester suture (4-0, Ethicon,
Brazil). After 30 min of ischemia, the occlusion was released by cutting the suture
line, and the coronary flow was reestablished. The thorax was immediately closed
after reperfusion and care were taken to remove excess air from the cavity to
prevent the development of a pneumothorax. Sham-operated rats were
submitted to the same surgical procedures except for the coronary artery
occlusion. After IR or sham surgeries, the animals were housed with free access

to food and water on a 12h light-dark cycle for four weeks.

Experimental protocol

Four weeks after IR or sham surgeries, animals were submitted to an
echocardiographic exam under ketamine and xylazine anesthesia. At the end of
the exam, the rats were killed with anesthetic overdose (urethane, 1g/kg, i.p.) and
their heart was rapidly removed and fixed in formalin 10% for macroscopic and

histological analysis.

Conventional M-mode echocardiographic measurements

Images were acquired under ketamine and xylazine anesthesia using an
echocardiograph (Vevo 2100, Visual Sonics, Canada) with a 21 MHz transducer.
Parasternal short-axis images of the LV at the level of papillary muscles were
recorded for conventional M-mode tracing measurements (i.e., LV end-diastolic
diameter, LV end-systolic diameter, interventricular septum thickness, and LV
posterior wall thickness). LV fractional shortening and ejection fraction were
measured using M-mode from two-dimensional parasternal short-axis images as

well.



Speckle- tracking echocardiography

To determine LV global and regional function, the circumferential and radial
endocardial strain was evaluated using a speckle-tracking algorithm built into
Vevo 2100 workstation (version 1.6.0). Two-dimensional high-frame (300
frames/second) cine loops data of the short-axis at the midventricular level
(papillary level) was digitally stored for subsequent off-line strain analysis. The
semiautomated border tracking software requires several points placed by the
user on the endocardial and epicardial borders as a guide for border delineation
and subsequent frame-by-frame tracking throughout the cardiac cycle (Figure 1).
All parameters were evaluated from three consecutive cardiac cycles and

expressed as the mean value.



Circumferential Strain

Figure 1. Representative images of Speckle-tracking echocardiography (STE)
analysis of ventricular function on Vevo 2100. Segmental circumferential (upper
panels) and radial (bottom panels) strain curves from a parasternal short-axis

view in sham and IR rats.



Morphological analysis of the hearts

The ventricles of the hearts were carefully inspected looking for any macroscopic
sign of myocardial scar elicited by the ischemia and/or ischemia-reperfusion
process. Following, midventricular cross-sections of the left ventricle with 7 uym
thick were cut and stained with Masson’s trichrome for the quantification of
interstitial collagen fibers. Stained cross-sections were captured using light
microscopy (Leica DM5500B; Leica Microsystem, Wetzlar, Germany) at x40
magnification. To estimate the area fraction (%) of collagen in Masson’s
trichrome-stained sections, 15 images of the septum, per rat, were randomly
acquired for posterior analysis with the public-domain software NIH Image J

(available on the internet site: https://imagej.nih.gov/ij/download.html).

Statistical analysis

Data are presented as means * standard error. Unpaired t-test was used to
compare conventional echocardiographic parameters, global and segmental
myocardial strain and histological data. Correlations were assessed using linear
regression and correlation coefficients. The level of significance adopted was

p<0.05.

RESULTS

Visual inspection of the hearts from animals subjected to ischemia-reperfusion
was not able to identify any macroscopic myocardial scar. As expected, no sign

of macroscopic lesion was found in sham-operated rat.



Conventional M-mode echocardiographic parameters (cardiac morphology

and function).

The morphometry of LV structures obtained from two-dimensional short axis (M-
mode) echocardiography is shown in Table 1, while the data of systolic and
diastolic functions are presented in Figure 2. No differences were observed for
the conventional echocardiography parameters compared between groups;
including end-diastolic and end-systolic diameters, the thickness of
interventricular septum, LV posterior wall and left atrium and aorta ratio (LA/A0).
Also, LV fractional shortening, ejection fraction, and cardiac output were not
altered after IR. Diastolic function was not different between groups, as shown by

the ratio of the velocity of E and A waves (Doppler).



Table 1. Morphometric parameters obtained by echocardiography four weeks

after myocardial ischemia-reperfusion (IR) or sham surgery (Sham).

Sham IR

(n=5) (n=6)
LVIDd (mm) 86+0.2 8.6+0.1
LVIDs (mm) 5.6 + 0.1 58+0.3
IVSd (mm) 1.4 +0.04 1.6+0.2
IVSs (mm) 21+0.1 2.4+0.1
LVPWd (mm) 2+0.1 1.9+0.2
LVPWSs (mm) 28+0.2 28+0.3
LA/Ao (au) 1.9 +0.1 1.9+ 0.04

LVIDd: left ventricle internal diameter in diastole, LVIDs: left ventricle internal diameter
in systole, IVSd: interventricular septum in diastole IVSs: interventricular septum in
systole, LVPWd: left ventricle posterior wall in diastole, LVPWs: left ventricle posterior

wall in systole, LA/Ao: left atrium/aorta. Values are means + SEM. au: arbitrary unit.
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Figure 2. Conventional M-mode echocardiography analysis from systolic and
diastolic functions four weeks after sham-operation (Sham) or myocardial
ischemia-reperfusion (IR) surgeries. A) ejection fraction, B) fractional shortening,

C) cardiac output and D) E/A ratio. Values are means + SEM.



Global circumferential (Scirc) and global radial (Srad) strain are reduced

four weeks after myocardial IR.

Figure 3 shows global (mean of all six segments) Scirc and Srad. Interestingly,
despite no differences were observed in the conventional echocardiographic
parameters combined with no infarct scars, the rats subjected to IR showed lower

values of Scirc and Srad.

A) Sham IR B)
0 60+ p =0.06
g —
5 S
£ -20- < 40-
n | =
5 5 T
e ®
g — S
2 .40 T 20
5 o
[$)
i
o *
-60-

Sham IR

Figure 3. Global (mean of the six segments) left ventricular strain four weeks
after sham-operation (Sham) or myocardial ischemia-reperfusion (IR) surgeries.

A) circumferential and B) radial strain. Values are means + SEM, * P<0.05.



Segmental circumferential strain (SScirc) and segmental radial strain

(SSrad) detected specific LV regions with reduced strain.

The midventricular short axis was divided into six segments, and the regional
deformation was analyzed in all of them (Figure 4). The mean SScirc for the
posterior septal wall, anterior free wall, and lateral wall segments were
significantly lower in the IR animals than in the sham subjects. However, the
SSrad was reduced only in the posterior septal wall and the inferior free wall

segment, as compared to sham animals (Figure 5).
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Figure 4. Segmental (six segments) left ventricle circumferential strain analysis
four weeks after sham-operation (Sham) or myocardial ischemia-reperfusion (IR)
surgeries. A) anterior septum, B) posterior septal wall, C) inferior free wall, D)
posterior wall, E) lateral wall and F) anterior free wall. Values are means + SEM,

* P<0.05.
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Figure 5. Segmental (six segments) left ventricle radial strain analysis four weeks
after sham-operation (Sham) or myocardial ischemia-reperfusion (IR) surgeries.
A) anterior septum, B) posterior septal wall, C) inferior free wall, D) posterior wall,

E) lateral wall and F) anterior free wall. Values are means + SEM, * P<0.05.



Collagen deposition and global myocardial strain.

A strong correlation was found between strain and myocardial collagen
deposition. Both Scirc and Srad presented good correlation with collagen density,

despite no changes in LV geometry (Figure 6).
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Figure 6. Collagen quantification (panel A) and collagen density correlation with
global circumferential strain (panel B, r=0.74, p=0.003) and global radial strain
(panel C, r=0.54, p=0.015) in rats four weeks after sham-operation (Sham) or
myocardial ischemia-reperfusion (IR). D) representative images of histological
midventricular sections of the heart stained with Masson’s trichrome for collagen
quantification (arrows indicate collagen fibers stained in blue). E) left ventricle
internal diameter during diastole (LVIDd) and E) left ventricle internal diameter

during systole (LVIDs). Values are means + SEM, * P<0.05.



DISCUSSION

The aim of this study was the use of advanced echocardiographic techniques
(Speckle Tracking Echocardiography — STE) to access the cardiac function in
rats, four weeks after myocardial ischemia-reperfusion. We found that STE was
able to identify alterations in both global and segmental circumferential/radial
strain despite no evident macroscopic infarct scars and no changes in

conventional M-mode echocardiographic parameters.

Rodent models of myocardial IR have been used as an important approach to
investigate the mechanisms involved in IR injury, as well as to explore the effects
of new cardioprotective therapies for the reperfusion injury. However, myocardial
IR in rodents is a very challenging procedure, mainly due to the high mortality of
the animals during the surgical procedures, and also due to the different levels of
myocardial infarction obtained (9), leading to a lack of reproducibility of the
results. In this context, sensitive tools are crucial to better evaluate the cardiac
function, especially in ischemic heart disease models, that affect the heart

regionally.

Popovi¢ and coworkers (2) showed that STE correctly identifies segmental LV
dysfunction induced by scarring, 4 to 10 weeks after LAD permanent ligation; but,
to our knowledge, ours is the first study to investigate the sensitivity of STE to
identify changes in myocardial deformation (strain) indices in apparently healthy
hearts (e.g., with no infarct scars and preserved LVEF). We also found interesting

correlations between strain and collagen deposition in this model of IR.

Our results showed that global LV circumferential strain (Scirc) is reduced four

weeks after myocardial IR and that global LV radial strain (Srad) presented a



strong tendency to reduce (p=0,06). Interestingly, none of the conventional
echocardiographic parameters from systolic or diastolic function in these animals
were reduced after myocardial IR (Figure 2). These data indicate that STE is
more sensitive to detect changes in cardiac function than the conventional
echocardiographic approach. Also, it is important to highlight that an
echocardiographic follow-up of the heart function, using accurate tools, is
considerably important, since the recovery of blood flow after myocardial
infarction triggers necrosis and apoptosis in the myocytes, culminating with heart

failure (10).

Segmental (regional) evaluation is an important application of STE, especially in
ischemic diseases, and has been validated in humans and experimental animals
(11-14). The segmental function was evaluated in our study by comparing from
the experimental groups, each of the six different segments of the LV short-axis.
Rats subjected to IR showed a reduced segmental circumferential strain (SScirc)
in the anterior free wall, lateral wall, and posterior septal wall, compared to their
sham-operated counterparts; as well as a reduction in the segmental radial strain
(SSrad) of the posterior septal wall and inferior free wall. The first two segments,
anterior free wall, and lateral wall are supplied by the occluded coronary artery,
i.e., the LAD, which can explain the SScirc reduction in these regions. However,
the reduction observed in the segments from the posterior septal wall and inferior
free wall - regions remote from the site of the injury - could be related to LV fibrosis
and the interactions among all six segments during heart contraction. Li et al.,
also observed a reduction in the regional function in remote segments, after

ischemia-reperfusion (15).



An interesting study conducted by Chan and co-workers (16) showed that
longitudinal strain is more sensitive than the radial strain, to detect myocardial
alterations in acute and chronic ischemia in humans. On the other hand, Popovic
and co-workers (17) reported that the contribution of the long-axis function seems
to be lower in small mammals than in humans. Unfortunately, in our study
longitudinal strain was not evaluated, and it was not possible to distinguish which
of the three components of myocardial deformation (longitudinal, circumferential

and radial) are more sensitive to detect myocardial impairments in our animals.

LV fibrosis is a hallmark of ventricular remodeling and a predictive risk factor for
heart failure (HF) (18,19). Decreased compliance and diminished oxygen
diffusion capacity caused by fibrotic tissue, deflagrate ventricular remodeling and

can lead to the development of HF over-time.

An interesting correlation between decreased LV strain and adverse cardiac
remodeling has been reported (2,14,20). In our study, LV Scirc and Srad analysis
presented a good correlation with myocardial collagen deposition, despite the
lack of difference in LV geometry between groups (figure 6). Thus, these results
indicate that the strain analysis is sensitive to detect the presence of early fibrosis
deposition, independent of considerable alterations in LV chamber diameters

(e.g., at the beginning of the remodeling process).

In summary, the data obtained in the present study suggest that STE detects
early alterations in systolic function caused by myocardial IR, being more
sensitive than conventional echocardiographic parameters (e.g., LVEF). Also,
these results highlighted the importance of using advanced and accurate

echocardiographic approaches, such as STE, to detect initial signals of



myocardial remodeling, postponing the HF development with the current

therapies available.

Limitations

Some limitations need to be taken into account in our study. First,
echocardiography is prone to misinterpretation, since because it is a technique
which depends, remarkably, of the expertise of who acquires the images, and
who analyze the data. In the present study, a skilled professional recorded all
echocardiographic images using a standardized protocol. The data analysis was
post-processed by another experienced professional. Second, strain analysis
was performed only in one section of the heart (mid-ventricular short-axis at the
level of papillary muscles). However, both conventional echocardiographic
parameters and STE data were analyzed in the same image. This outcome
seems to be important because the techniques applied (conventional
echocardiography and STE) presented different results. Third, we did not

evaluate the longitudinal strain deformation.
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