Avaliação Ecocardiográfica Experimental no Coelho e sua Aplicação em Investigação Biomédica 

Resumo
Introdução: A ecocardiografia é actualmente uma técnica de diagnóstico indispensável na abordagem do doente com suspeita de doença cardíaca, em qualquer grupo etário. Tradicionalmente a avaliação da função diastólica do VE é efectuada com base no padrão de fluxo através da válvula mitral. Contudo, este estudo apresenta limitações relacionadas com a dependência de volume, dependência da idade, localização anatómica da amostra de volume do Doppler, ritmo e frequência cardíaca. Mais recentemente a imagem por Doppler tecidular (IDT) veio melhorar significativamente a avaliação não invasiva da função diastólica e sistólica ventricular. O índice de Tei (IT) é um parâmetro ecocardiográfico que tem sido alvo de uma aplicação crescente na avaliação da função sistólica e diastólica no humano com doença cardíaca congénita ou adquirida. A principal vantagem deste índice prende-se com o facto de não ser dependente da idade ou da frequência cardíaca, bem como da geometria ventricular.

Objectivos: Primeiramente, com os dois trabalhos iniciais, pretendeu-se determinar os valores ecocardiográficos de referência, por modo-M (MM), Doppler pulsado (DP) e IDT, para o coelho branco neo-zelandês (Oryctolagus cuniculus) (estudos nº1 e nº2). Posteriormente foi avaliada a concordância absoluta entre a avaliação do IT efectuada por três técnicas ecocardiográficas diferentes (estudo nº 3). Numa última fase, foi nosso objectivo avaliar as alterações ecocardiográficas observadas num modelo experimental na insuficiência cardíaca (IC) induzida pela doxorrubicina (DOX) (estudos nº 4 e nº 5). 
Métodos: Os animais foram sujeitos a uma anestesia ligeira recorrendo a dois protocolos diferentes: cetamina e medetomidina (estudos nº 1, nº4 e nº5) e cetamina e midazolam (estudos nº 2 e nº3). O modelo experimental de toxicidade da DOX foi utilizado para a indução de IC. Todos os animais foram submetidos a ecocardiografia transtorácica standard em modo bidimensional, MM, DP e Doppler codificado em cor. Adicionalmente foi efectuada uma avaliação por IDT do anel mitral, nos animais que integram os trabalhos nº 2 e 3. Os estudos foram efectuados a partir das projecções paraesternal direita e esquerda e apical de quatro e cinco câmaras, utilizando um ecocardiógrafo Aloka Color Doppler SSD-2200 (Aloka Co, Japão), GE Vivid 3 (GE VingMed, GE, Portugal) ou GE Vivid 7 (GE VingMed, GE, Portugal) equipado com uma sonda sectorial de frequência variável (3,5-7,5 MHz). Todas as medições foram realizadas em simultâneo com monitorização electrocardiográfica com sweep speed de 100 e 200 mm/seg e gravadas em software próprio para análise posterior. Para cada parâmetro foram efectuadas três medições e a respectiva média. 

Resultados: Os autores documentaram os valores ecocardiográficos de referência no coelho branco neo-zelandês saudável, anestesiado com a combinação cetamina e medetomidina. Esta combinação permitiu uma boa imobilização do animal e a aquisição de imagem ecocardiográfica com qualidade. Por outro lado, o tempo de recuperação foi curto uma vez que os efeitos da medetomidina podem ser revertidos com atipamezol. Posteriormente, e sob anestesia com a associação cetamina e midazolam, a avaliação ecocardiográfica basal foi complementada com dados referentes a IDT. Verificámos que os nossos resultados estavam em concordância com estudos previamente efectuados nesta espécie animal, e que verificaram um aumento da frequência cardíaca associada a esta combinação anestésica. O valor do IT do ventrículo esquerdo (ITVE) calculado pelas técnicas MM, DP e IDT septal e parede lateral do VE, expresso em média ± desvio-padrão, foi respectivamente 0,27 ± 0,15; 0,59 ± 0,10; 0,67 ± 0,23 e 0,64 ± 0,14. Relativamente ao componente a do ITVE obtido pelas três técnicas ecocardiográficas (MM, DP, IDT septal e lateral), os coeficientes de correlação de Pearson foram elevados ((0,7) e estatisticamente significativos. Contudo, apenas a IDT septal e a IDT lateral apresentaram uma boa concordância (CIC=0,86). No que respeita ao valor do componente b obtido pelas três técnicas ecocardiográficas as correlações foram globalmente baixas, com excepção para a observada entre a IDT septal e lateral. De forma semelhante ao observado para o valor de a, apenas as técnicas de IDT apresentaram uma boa concordância entre si (CIC=0,77). Para o ITVE apenas as técnicas de IDT mostraram uma correlação positiva significativa. Todas as outras correlações foram próximas de zero com uma correlação negativa moderada e paradoxal entre as técnicas ITVE-DP e ITVE-IDT lateral. Para o ITVE a concordância absoluta foi fraca para todas as técnicas. Os trabalhos nº 4 e 5 pretenderam avaliar as alterações ecocardiográficas observadas num modelo experimental na IC induzida pela DOX. No primeiro destes estudos verificámos, no grupo de animais com IC induzida pela DOX, um aumento progressivo do diâmetro telediastólico (14,3 ( 0,8 mm para 15,6 ( 0,4 mm) e do diâmetro telessistólico (10,4 ( 0,3 mm para 11,7 ( 0,4 mm). Adicionalmente foi observada uma redução da fracção de ejecção (FEj) (61,1 ( 1% para 52 ( 2%) e da fracção de encurtamento (FE) do VE (30 ( 1% para 24 ( 1%). De forma semelhante, no segundo trabalho deste grupo, constatámos um aumento progressivo do diâmetro telediastólico (14,2 ( 0,3 mm para 15,2 ( 0,3 mm) e do diâmetro telessistólico (9,9 ( 0,2 mm para 11,1 ( 0,3 mm), bem como uma redução da FEj (64 ( 1% para 56 ( 2%) e da FE do VE (32 ( 1% para 26 ( 1%) nos animais com IC induzida pela DOX. De uma forma consistente estes resultados ecocardiográficos estavam concordantes com a existência de cardiomiopatia dilatada.
Discussão e Conclusões: Em conjunto, as várias técnicas ecocardiogáficas complementam-se e estabelecem a ecocardiografia como um meio de diagnóstico, não invasivo, seguro e extremamente útil na avaliação da (dis)função cardíaca. O coelho neo-zelandês constitui um modelo experimental de grande importância em investigação cardiovascular. Uma vez constatada a inexistência, na literatura, de valores ecocardiográficos de referência para esta espécie animal, os dois primeiros trabalhos consistiram na aquisição e caracterização destes mesmos valores. Na prática clínica é importante definir (dis)função cardíaca por metodologias técnicamente simples mas igualmente fidedignas. É igualmente indispensável definir se é indiferente calcular o ITVE por técnicas ecocardiográficas distintas. Dado que a análise do ITVE é morosa, na prática diária não é possível nem exequível o cálculo deste índice de performance miocárdica por todas as metodologias ecocardiográficas. Perante a inexistência de informação relativa a uma avaliação estatística que estabeleça de uma forma mais precisa a relação e a concordância entre diferentes metodologias ecocardiográficas, foi nosso objectivo a avaliação da concordância entre diferentes técnicas ecocardiográficas para cálculo do ITVE. Os nossos resultados evidenciaram que para o ITVE apenas as técnicas IDT apresentaram uma correlação significativamente positiva. Todas as outras correlações foram próximas de zero com uma correlação negativa moderada e paradoxal entre as técnicas ITVE-DP e ITVE-IDT lateral. Para o ITVE a concordância absoluta foi fraca para todas as técnicas. As diferenças observadas nos valores do ITVE, calculado mediante técnicas ecocardiográficas diferentes, são provavelmente atribuídas a diversos potenciais factores de erro cumulativos e que poderão assim explicar a má concordância absoluta observada entre as técnicas. Deste modo, a comparação dos valores do ITVE obtidos por técnicas ecocardiográficas diferentes deverá ser interpretada de forma cautelosa. De todas as técnicas ecocardiográficas, o cálculo do ITVE por IDT será provavelmente o mais preciso, uma vez que ambos os componentes da fórmula são avaliados necessariamente no mesmo ciclo cardíaco. Os trabalhos nº 4 e 5 preconizaram avaliar as alterações ecocardiográficas observadas num modelo experimental na IC induzida pela doxorrubicina. Estas avaliações inseriram-se num estudo que estava a ser desenvolvido pelo nosso grupo relacionado com a modulação da função miocárdica pela ET-1, tendo sido nossa função a avaliação ecocardiográfica sequencial dos animais nos quais foi induzida a IC. Pudemos verificar um aumento progressivo dos diâmetros telediastólico e telessistólico, bem como uma redução da FEj e FE do VE. Estes resultados ecocardiográficos estão de acordo com os resultados de trabalhos experimentais e clínicos, no contexto da cardiomiopatia dilatada. A ecocardiografia constitui uma técnica preciosa na monitorização não invasiva de alterações morfológicas e funcionais associadas à progressão para a disfunção cardíaca.

Abstract

Introduction: Nowadays echocardiography is a necessary technique in the management of the patient with suspected heart disease. Traditional echocardiography assessment of left ventricle (LV) diastolic function relied on Doppler patterns of mitral inflow. Nevertheless this approach present some limitations related with volume and age dependency, anatomical positioning of the Doppler sample, cardiac rhythm and heart rate. Recently pulsed tissue Doppler imaging (TDI) derived from Doppler echocardiography improved the non-invasive evaluation of the ventricular systolic and diastolic function. The Tei index (TI) has become a widely used echocardiography parameter for the assessment of global systolic and diastolic function in human with congenital and acquired cardiac disease. The major advantage of this index is that it is not age or heart rate dependent and does not depend on any geometric assumption. 

Aims: The objective of two initial studies was to determine M-mode (MME), pulsed Doppler (PWD) and tissue Doppler imaging (TDI) echocardiography reference values in healthy New Zealand white rabbits (studies 1 and 2). Furthermore the authors evaluated the agreement for the left ventricle (LV) TI measured by TDI, PWD and MME (study 3). Finally the echocardiography findings associated to experimental heart failure induced by doxorubicin (DOX) were characterized (studies 4 and 5). 

Methods: The animals were anaesthetised with the combination ketamine and medetomidine (studies 1, 4 and 5) or ketamine and midazolam (studies 2 and 3). The experimental model of cardiotoxicity induced by DOX was applied to obtain heart failure. A standard transthoracic MME, PWD and color Doppler echocardiography was performed in all animals. Additionally the TDI of the mitral annulus was also included in the echocardiography evaluation performed in studies 2 and 3. The exam was performed from right and left parasternal locations and from the left parasternal apical 4 and 5-chamber view, using an ultrasound Aloka Color Doppler SSD-2200 (Aloka Co, Japan), GE Vivid 3 system (GE VingMed, GE, Portugal) or GE Vivid 7 system (GE VingMed, GE, Portugal) equipped with a variable-frequency (3.5-7.5 MHZ) phased-array transducer. All measurements were recorded with simultaneous electrocardiography at a sweep speed of 100 and 200 mm/sec for off-line analysis. Three representative cycles were measured and averaged for each rabbit. All images were stored in the system for off-line analysis.

Results: The authors documented echocardiographic reference values in healthy New Zealand white rabbits anaesthetized with ketamine and medetomidine. This anaesthetic combination yielded good immobilization and allowed the ultrasonographer to obtain adequate 2-dimensional and M-mode images for the measurements. Use of this anaesthetic combination resulted in short recovery times because of the ability to reverse the effects of medetomidine with atipamezole. Later on the echocardiography data were complemented with TDI data using an anaesthetic combination of ketamine and midazolam. Our results were in accordance with a previous study using rabbits, which found that ketamine and midazolam produced the highest heart rate compared with other anaesthetic combinations. LVTI normal values for MME, PWD and LV septal and lateral wall TDI echocardiography methods expressed as mean ± SD, were respectively 0.27 ( 0.15, 0.59 ( 0.10, 0.67 ( 0.23 and 0.64 ( 0.14. For the a value, obtained by the three different echocardiography techniques: MME, PWD and TDI (LV septal and lateral acquisitions), the Pearson correlation coefficients between the techniques were all high ((0.7) and statistically significant. However, only the septal TDI and the lateral TDI had a good agreement (ICC=0.86). Concerning the b value obtained by three echocardiography methods the correlations were generally low with exception of the one between the septal and the lateral TDI. Similarly to the parameter a, the TDI techniques were the only ones having a good agreement between each other (ICC=0.77). For the LVTI only the TDI techniques presented a significantly positive correlation. All the other correlations were close to zero with a paradoxal moderate negative correlation between the LVTI-PWD and the LVTI-lateral TDI. For the LVTI the absolute agreement was poor for all the techniques. The aim of the fourth and fifth studies was to determine the echocardiography data observed in the experimental heart failure induced by DOX. In the DOX group, the echocardiographic evaluation demonstrated a progressive increase of end-diastolic (from 14.3 ± 0.8 mm to 15.6 ± 0.4 mm) and end-systolic (from 10.4 ± 0.3 mm to 11.7 ± 0.4 mm) short-axis diameters and a reduction in fractional shortening (from 30% ± 1% to 24% ± 1%) and ejection fraction (from 61% ± 1% to 52% ± 2%) of the left ventricle, consistent with the presence of dilated cardiomyopathy and heart failure. 

Similarly the echocardiographic evaluation of the DOX group, performed in the last study, demonstrated a progressive increase of the end-diastolic (from 14.2 ± 0.3 to 15.2 ± 0.3 mm) and end-systolic (from 9.9 ± 0.2 to 11.1 ± 0.3 mm) short-axis diameters and a reduction in fractional shortening (from 32 ± 1 to 26 ± 1 %) and ejection fraction (from 64 ± 1 to 56 ± 2 %) of the left ventricle. 

Discussion and Conclusions: The several echocardiography methods provide a complete diagnostic tool for the evaluation of the cardiac (dys)function. Echocardiography is now indispensable and allows a non-invasive assessment of the patient with heart disease. Male New Zealand white rabbit are a good experimental model for cardiovascular research. Echocardiography reference values in rabbit were not previously reported. So, in the first two studies, it was our aim to establish the reference values for this animal species. In the routine patient evaluation it is important to define cardiac (dys)function by accurate but also technically simple methodology. It is also important to define if it is indifferent to perform the LVTI by different echocardiography techniques. Once these techniques are significant time-consuming, in the daily practice it is not usual or feasible to perform all of them. Accurate relation and agreement between different echocardiography techniques was not previously established in the literature. Therefore it was our purpose to define the agreement between echocardiography methods. Our results showed that for the LVTI only the TDI techniques presented a significantly positive correlation. All the other correlations were close to zero with a paradoxal moderate negative correlation between the LVTI-PWD and the LVTI-lateral TDI. For the LVTI the absolute agreement was poor for all the techniques. The differences among the various techniques in the LVTI data observed in the present study are presumably due to the several potential error factors and can therefore explain the poor absolute agreement between techniques for LVTI. Comparison of LVTI values obtained by different echocardiographic techniques must therefore be interpreted with caution. Of the various echocardiography techniques, LVTI-TDI is probably the most precise one, as the a and b components are, necessarily, measured in the same cardiac cycle. The purpose of the works nº 4 and 5 was to characterize the echocardiography findings observed in an experimental model of cardiac failure induced by the doxorubicin. These evaluations were inserted in a study that was being developed by our group connected with the modulation of the myocardial function by endothelin-1. In this setting it was our function to perform sequentially the echocardiography evaluation in those animals in which cardiac failure was induced. In the doxorubicin-induced heart failure we could observe a progressive increase of end-diastolic and end-systolic short-axis diameters and a reduction in fractional shortening and ejection fraction of the LV.  These results were in agreeing with the results of experimental and clinical works and were consistent with the presence of dilated cardiomyopathy and heart failure. The progression of cardiac dysfunction can be monitored echocardiographically to estimate non-invasive morphologic and functional alterations during the development of cardiac failure.
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