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RESUMO 

 

CHRISTIE, MICHELLE LOPES ARAÚJO. Estabelecimento dos modelos de lesão 

cardíaca induzida por ressecção apical e criolesão em camundongos neonatos. Rio 

de Janeiro, 2019. Dissertação (Mestrado Profissional em Pesquisa Biomédica). 

Laboratório de Cardiologia Celular Molecular, Instituto de Biofísica Carlos Chagas 

Filho, Centro de Ciências da Saúde, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de 

Janeiro, 2019. 

 

A recente descoberta de que o coração de camundongos apresenta capacidade de 

regeneração até 7 dias após o nascimento abriu novas possibilidades para compreender 

os mecanismos envolvidos. O desenvolvimento de modelos robustos para avaliar a 

regeneração cardíaca em mamíferos é necessário para melhorar o nosso conhecimento 

neste campo promissor. Dessa forma, este estudo tem como objetivo estabelecer os 

modelos de lesão cardíaca induzida por ressecção apical e por criolesão em 

camundongos neonatos. Camundongos de 1 e 7 dia(s) de idade (P1 e P7) foram 

anestesiados e submetidos à ressecção apical (grupo RA) e criolesão (grupo CRIO). 

Foram realizadas as avaliações da função cardíaca por ecocardiograma (ECO) e da 

atividade elétrica por eletrocardiograma (ECG) 30 e 60 dias pós-operatório (pós-OP). 

As análises histológicas foram realizadas 2, 7, 21 e 60 dias após as lesões. No grupo 

RA, os camundongos P1 apresentaram redução significativa dos intervalos QT e QT 

corrigido (QTc) e aumento do percentual de fibras colágenas (7 e 60 dias pós-OP), 

quando comparado aos animais do grupo controle (grupo SHAM). Já os animais P7 

apresentaram redução significativa da fração de ejeção (FE), aumento do percentual de 

fibras colágenas (21 dias pós-OP) e tecido cardíaco contendo fibras e núcleos 

desorganizados. No grupo CRIO, os camundongos P1 apresentaram redução 

significativa da FE, porém os valores encontrados ainda estão na faixa de normalidade 

(FE > 50%). Além disso, apresentaram aumento significativo do volume sistólico final 

(VSF), do volume diastólico final (VDF), do intervalo PR e do percentual de fibras 

colágenas (21 e 60 dias pós-OP) e redução significativa da frequência cardíaca (FC). Já 

os animais P7 apresentaram redução significativa da FE e da fração de mudança de área 

(FAC), aumento do VSF, do VDF e do percentual de fibras colágenas (7, 21 e 60 dias 

pós-OP) e tecido cardíaco contendo fibras e núcleos desorganizados. Esses resultados 

sugerem (1) que os corações de camundongos P1 do grupo RA mantêm a capacidade de 

regeneração e (2) que o tamanho da lesão pode ter influenciado negativamente a 



 

 

regeneração dos corações dos animais P1 do grupo CRIO. Em contraste, os corações de 

camundongos P7 do grupo RA e CRIO não regeneraram. Para padronização dos 

protocolos, foram realizadas as documentações impressa (Procedimento Operacional 

Padrão - POP) e em vídeo. Em conclusão, ambos os modelos foram estabelecidos e 

devidamente documentados para utilização por alunos do Instituto de Biofísica Carlos 

Chagas Filho - Universidade Federal do Rio de Janeiro - e demais instituições de ensino 

e pesquisa. 

 

Palavras-chave: regeneração cardíaca, modelos experimentais, ressecção apical, 

criolesão, ecocardiograma, eletrocardiograma, fibrose. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

CHRISTIE, MICHELLE LOPES ARAÚJO. Establishment of cardiac injury models 

induced by apical resection and cryoinjury in neonatal mice. Rio de Janeiro, 2019. 

Dissertação (Mestrado Profissional em Pesquisa Biomédica). Laboratório de 

Cardiologia Celular Molecular, Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho, Centro de 

Ciências da Saúde, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019. 

 

 

The recent finding that the heart of mice has regenerative capacity up to 7 days after 

birth has opened new possibilities for understanding the mechanisms involved. The 

development of robust models to evaluate cardiac regeneration in mammals is 

mandatory to improve our knowledge in this promising field. In this regard, this study 

aims to establish of cardiac injury models induced by apical resection and by cryoinjury 

in neonatal mice. 1 and 7 days-old mice (P1 and P7) of BALB/c strain were 

anesthetized and submitted to cardiac apical resection (AR-group) or cardiac cryoinjury 

(CRYO-group). Cardiac function by echocardiogram (ECHO) and electrical activity by 

electrocardiogram (ECG) were evaluated 30 and 60 days postoperative (post-OP). 

Histological analyzes were performed 2, 7, 21 and 60 days after injuries. In the RA 

group, P1 mice showed significant reduction of QT and corrected QT (QTc) intervals 

and an increase percentage of collagen fibers (7 and 60 days post-OP), when compared 

with control-group (SHAM-group). P7 animals showed significant reduction in ejection 

fraction (EF), an increase in the percentage of collagen fibers (21 days post-OP) and 

cardiac tissue with disorganized fibers and nuclei. In the CRIO group, P1 mice showed 

significant reduction of EF, however, the values are still considered in the range normal 

(FE> 50%). In addition, they showed significant increase in end-systolic volume (ESV), 

end-diastolic volume (EVD), PR interval, and in the percentage of collagen fibers (21 

and 60 days post-OP) and significant reduction in heart rate (HR). P7 animals showed 

significant reduction in FE and FAC, an increase in ESV, EDF and in the percentage of 

collagen fibers (7, 21 and 60 days post-OP), and cardiac tissue containing fibers and 

nuclei disorganized. Our results suggest (1) that the neonatal mice P1 hearts retain 

cardiac regeneration capacity after apical resection and (2) that the size of the injury 

may have negatively influenced the regeneration of P1 animals' hearts of the CRYO-

group. In contrast, the hearts of P7 mice from the RA and CRYO-groups did not 

regenerate. For protocol standardization, printed (Standard Operating Procedure - POP) 



 

 

and in video documentation were performed. In conclusion, both models were 

established and documented to be used by students of the Carlos Chagas Filho Institute 

of Biophysics - Federal University of Rio de Janeiro - and other teaching and research 

institutions. 

 

Key words: heart regeneration, experimental models, apical resection and cryoinjury, 

echocardiogram, electrocardiogram, fibrosis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Regeneração cardíaca   

Durante muito tempo acreditou-se que os cardiomiócitos de mamíferos adultos não 

possuíam capacidade proliferativa por serem células totalmente diferenciadas (FERNANDES; 

PERIN, 2007; VAN AMERONGEN et al., 2008). Alguns pilares sustentavam esta teoria, tais 

como: 1) no coração adulto, os miócitos cardíacos perdem a capacidade proliferativa 

observada durante o desenvolvimento embrionário (ZAK, 1974); 2) ausência de relatos 

clínicos que demonstram regeneração cardíaca após a morte dos cardiomiócitos perdidos por 

lesão cardíaca (SOONPAA; FIELD, 1998); 3) a baixa incidência de tumores cardíacos 

primários em adultos, que pode estar relacionado a baixas taxas mitóticas (SOONPAA; 

FIELD, 1998; FERNANDES; PERIN, 2007) e 4) o aumento da massa dos cardiomiócitos na 

hipertrofia cardíaca ser causado pelo aumento no comprimento dessas células e não pelo 

aumento do seu número, como demonstrado em 1925 por Karsner e colaboradores 

(KARSNER et al., 1925). Desta forma, esses resultados corroboraram a teoria de que o 

coração seria um órgão pós-mitótico, incapaz de possuir capacidade proliferativa 

(CARVALHO, AB; CARVALHO, ACC, 2010). 

Na última década, essa teoria vem sendo questionada e alguns argumentos sustentam 

essa mudança de paradigma. Kajstura e colaboradores analisaram amostras histológicas de 

corações de pacientes transplantados acometidos por doença cardíaca isquêmica e 

cardiomiopatia dilatada idiopática, bem como de pacientes que vieram à óbito sem causas 

cardiovasculares. O tecido cardíaco foi marcado com com iodeto de propídio e α- actina 

sarcomérica. Eles observaram que os corações de ambos os grupos apresentaram 

cardiomiócitos mitóticos (KAJSTURA et al., 1998). 

Nessa mesma linha de raciocínio, Beltrami e colaboradores analisaram amostras 

histológicas de corações de pacientes que faleceram entre quatro a 12 dias após infarto do 

miocárdio (IM). Essas amostras continham cardiomiócitos de áreas peri-infarto e de áreas 

mais distantes da lesão. As análises revelaram a existência da expressão de KI-67, um 

marcador de proliferação celular, em cerca de 4% dos cardiomiócitos das áreas peri-infarto e 

1% dos cardiomiócitos de áreas mais distantes. Além disso, também foram observados alguns 

eventos como formação de eixos mitóticos, formação de anéis contráteis, cariocinese e 

citocinese, eventos que são característicos de divisão celular (BELTRAMI et al., 2001).  

Recentemente, Bergmann e colaboradores investigaram a idade dos cardiomiócitos 

humanos por datação do C
14

 (carbono 14) integrado ao DNA das células cardíacas. Esta 



2 

 

abordagem foi possível em função do aumento da concentração de C
14

 atmosférico resultante 

dos testes nucleares realizados durante a Guerra Fria. Assim, os pesquisadores compararam a 

concentração de C
14

 detectada nos cardiomiócitos com a concentração atmosférica existente 

no ano do nascimento do indivíduo. Desta forma, eles concluíram que os cardiomiócitos se 

renovam ao longo da vida e que essa renovação ocorre numa taxa de cerca de 1% por ano em 

indivíduos com idades próximas a 25 anos e que tende a diminuir para aproximadamente 

0,45% em indivíduos com idades próximas a 75 anos. Isso significa que, cerca de 50% dos 

cardiomiócitos são renovados durante uma vida normal e os outros 50% restantes seriam os 

cardiomiócitos adquiridos desde o nascimento (BERGMANN et al., 2009).  

Estes resultados indicam que a proliferação dos cardiomiócitos pode ocorrer ao longo da 

vida tanto sob condições normais, com taxas proliferativas variando de acordo com a idade 

(BERGMANN et al., 2009), quanto em condições patológicas (KAJSTURA et al, 1998; 

BELTRAMI et al., 2001). Entretanto, a taxa de proliferação de cardiomiócitos adultos é 

extremamente baixa e insuficiente para regenerar, por exemplo, um bilhão de células mortas 

em resposta à isquemia (LAFLAMME & MURRY, 2005). 

Diante desse cenário, a necessidade de compreender os processos relacionados a 

regeneração cardíaca levou ao estudo deste processo em diferentes modelos animais, 

incluindo os camundongos (RUMYANTSEV, 1973; SOONPAA; FIELD, 1997; SOONPAA; 

FIELD, 1998; FLINK, 2002; POSS et al., 2002; LEPILINA et al., 2006; JOPLING et al., 

2010; WITMAN et al, 2011; GONZÁLEZ-ROSA & MERCADER, 2012; LIAO et al, 2017).  

 

1.2. Regeneração cardíaca em camundongos: coração adulto versus coração neonatais 

Em 1997, Soonpaa e Field investigaram a capacidade regenerativa do coração de 

camundongos adultos. Esse ensaio foi realizado por meio da incorporação de [3H] timidina 

em camundongos transgênicos que expressavam o gene repórter da beta-galactosidase (beta-

Gal) localizado exclusivamente no núcleo do cardiomiócitos. A partir da detecção da 

atividade de beta-Gal, esses pesquisadores demonstraram que a taxa de proliferação dos 

cardiomiócitos foi em torno de 0,0006% e que tende a aumentar após a lesão do miocárdio 

para 0,0083%. (SOONPAA & FIELD, 1997; SOONPAA & FIELD, 1998). Resultados 

semelhantes foram observados em modelos de IM utilizando ratos (taxa de proliferação de 

0,15% para 0,79% 40 dias após a lesão) (SOONPAA & FIELD, 1998). Com base nestes 

resultados, os autores demonstraram que há regeneração cardíaca em camundongos adultos, 

embora ela ocorra em frequência extremamente baixa (SOONPAA & FIELD, 1997; 

SOONPAA & FIELD, 1998). 
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Já em 2013, Senyo e colaboradores utilizaram a espectrometria de massa de multi-

isótopos (MIMS) e mapeamento genético com marcação de isótopos estáveis a fim de 

investigar o mecanismo responsável pela regeneração cardíaca. Para isso, camundongos 

transgênicos (MerCreMer/Zeg) foram submetidos ao IM por meio da ligadura permanente da 

artéria coronária descendente anterior (LDA). Eles demonstraram que o processo de 

regeneração cardíaca foi mediado pela proliferação de cardiomiócitos pré-existentes, com taxa 

de renovação em torno de 5,5% ao ano em camundongos adultos jovens (~dois meses de 

idade) após o IM. Porém, essa taxa tende a diminuir para 2,6% ao ano em camundongos 

adultos idosos (~22 meses de idade) (SENYO et al., 2013). Esses resultados corroboram os 

dados publicados no trabalho de regeneração cardíaca realizado em peixe-zebra (JOPLING et 

al., 2010).     

Embora a regeneração cardíaca em camundongos adultos seja um evento raro, o mesmo 

não ocorre em camundongos neonatos e em idade gestacional. O mecanismo regenerativo que 

predomina nessa fase foi descrito pelo grupo de Drenckhahn. Esses pesquisadores observaram 

que a capacidade regenerativa dos corações de camundongos na metade do período 

gestacional era ativada após danos celulares que ocasionavam comprometimento no 

funcionamento da cadeia respiratória. Os embriões de camundongos exibiam cerca de 50% 

das células cardíacas comprometidas, entretanto, o tecido cardíaco regenerou 

progressivamente até o nascimento. Com esses resultados, os autores concluíram que o 

coração fetal regenera-se recuperando cerca de 50% do tecido cardíaco após um dano. Este 

grupo sugere que o coração embrionário/fetal possui capacidade para se adaptar a outros tipos 

de lesões teciduais como, por exemplo, exposição a toxinas, desnutrição materna ou mesmo 

isquemia durante a gestação (DRENCKHAHN et al., 2008).  

Além disso, Porrello e colaboradores observaram que a capacidade regenerativa do 

coração de camundongos é preservada até sete dias após o nascimento (PORRELLO et al., 

2011; PORRELLO et al., 2013). Esses resultados corroboram dados publicados pelo grupo de 

Soonpaa, que demonstrou baixo percentual de células em mitoses no décimo dia após o 

nascimento (SOONPAA et al., 1996). 

É importante destacar que o coração mantém a plasticidade de crescimento durante a 

vida embrionária e fetal em resposta a diferentes fatores ambientais (escassez de nutrientes, 

alterações no tamanho da ninhada, alterações na carga mecânica, volume e fluxo sanguíneo). 

Essa plasticidade provavelmente é perdida durante a vida pós-natal (PORRELLO; OLSON, 

2014).  
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Recentemente, Xin e colaboradores descreveram o mecanismo regenerativo no coração 

de camundongos neonatos e adultos após lesão (Figura 1). Esses pesquisadores observaram 

que, em camundongos com um dia de vida (P1), a morte celular induz intensa resposta 

inflamatória que leva a ativação de genes epicárdicos específicos, proliferação celular e 

angiogênese. Consequentemente, ocorre a regeneração da área lesionada e restauração da 

função cardíaca em até três meses. No entanto, em camundongos adultos, a morte celular 

induz o recrutamento/ativação de miofibroblastos, promovendo a substituição dos 

cardiomiócitos perdidos por tecido fibroso rico em colágeno. Visto que o tecido cicatricial 

não apresenta características contráteis, o mecanismo regenerativo - neste caso - leva à 

disfunção cardíaca (XIN et al., 2013). Esses resultados demonstram claramente a existência 

de uma "janela privilegiada" para regeneração, na qual a proliferação celular é idade-

dependente. Entretanto, os mecanismos envolvidos para explicar esse fenômeno ainda não 

foram completamente elucidados (SANTORO & SAHARA, 2015).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Desta forma, diversos grupos de pesquisadores desenvolveram diferentes modelos 

experimentais para o estudo do processo de regeneração cardíaca (RUMYANTSEV, 1973; 

SOONPAA; FIELD, 1997; SOONPAA; FIELD, 1998; FLINK, 2002; POSS et al., 2002; 

LEPILINA et al., 2006; JOPLING et al., 2010; WITMAN et al., 2011; GONZÁLEZ-ROSA 

& MERCADER, 2012; LIAO et al., 2017), incluindo os modelos de lesão cardíaca induzida 

por ressecção apical e por criolesão utilizando camundongos (PORRELLO et al., 2011; 

POLIZZOTTI et al., 2016).  

 

Figura 1: Esquema representativo da regeneração cardíaca entre coração adulto e neonatais. Adaptado de: 

XIN et al., 2013. 
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1.2.1. Modelo de lesão cardíaca induzida por ressecção apical   

Em 2011, Porrello e colaboradores realizaram a ressecção de aproximadamente 15% do 

ápice do ventrículo esquerdo de camundongos com um dia de idade (P1). Após 21 dias, eles 

observaram que o coração havia se regenerado (PORRELLO et al., 2011).  

A regeneração vista em camundongos neonatos em P1 ocorre de forma semelhante ao 

que foi observado em peixe-zebra (POSS et al., 2002). No primeiro dia, ocorre a formação de 

um grande coágulo sanguíneo que circunda todo o ápice acompanhado de intensa resposta 

inflamatória. No sétimo dia, esse coágulo foi completamente reabsorvido. Ademais, foi 

observado, na área lesionada, a presença de matriz extracelular epicárdica. Após 21 dias, o 

cóagulo foi completamente substituído por cardiomiócitos (ausência de tecido fibroso). Neste 

período, os vasos sanguíneos presentes no miocárdio lesionado haviam se regenerado. Além 

disso, os pesquisadores observaram a presença de mitose, citocinese e desorganização do 

sarcômero, eventos que estão relacionados com a proliferação dos cardiomiócitos sete dias 

após a ressecção apical.  

Porrello e colaboradores também realizaram o exame de ecocardiograma (ECO) dois 

meses após a lesão cardíaca induzida por ressecção apical. Eles observaram que a função 

cardíaca dos camundongos operados em P1 foi preservada (PORRELLO et al., 2011). 

Entretanto, camundongos com sete dias de idade (P7) que foram submetidos ao mesmo 

procedimento não conseguiram regenerar o coração e desenvolveram fibrose, similar ao que 

ocorre em corações de mamíferos adultos (PONTES; LEÃES, 2004; HOLMES et al., 2005; 

TALMAN; RUSKOAHO, 2016). Além disso, não foram encontrados sinais de mitose, 

citocinese ou desorganização do sarcômero, confirmando que os cardiomiócitos desses 

animais não estavam se proliferando (PORRELLO et al., 2011). Após esses resultados, os 

pesquisadores concluíram que os corações de camundongos neonatos possuem potencial para 

regenerar até a primeira semana de vida, no entanto, após esse período ele perde a sua 

capacidade regenerativa (PORRELLO et al., 2011; PORRELLO et al., 2013).  

Outro grupo de pesquisadores utilizando o mesmo modelo de lesão cardíaca em 

camundongos C57Bl/6 (inbred) obtiveram resultados diferentes. Inicialmente, eles 

observaram intensa resposta inflamatória três horas após a lesão, juntamente com o aumento 

de pró-colágeno e fibronectina. Em seguida, observaram que o peso dos corações reduziram 

cerca de 14% durante todo estudo. Os resultados das análises indicaram que o ápice foi 

curado, porém não foi substituído por tecido viável - com cardiomiócitos necessários para 

recuperar o ápice removido pela cirurgia e dar ao coração tamanho e massa normais. Além 
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disso, eles observaram a formação de cicatriz fibrótica e um extenso remodelamento na área 

lesionada (ANDERSEN et al., 2014).  

Um provável motivo dos resultados conflitantes entre os grupos de Porrello e Andersen 

poderia estar relacionado com o tamanho da lesão. Por isso, Bryant e colaboradores 

investigaram a regeneração cardíaca produzindo lesões moderadas e grandes (10% e 20%, 

respectivamente). O grupo observou que os corações submetidos a ressecção apresentaram 

cardiomiócitos com maior atividade proliferativa quando comparado com o grupo falso-

operados, independente do tamanho da lesão. Além disso, eles investigaram se a retração 

cirúrgica poderia induzir uma resposta proliferativa, visto que a mesma foi realizada por 

Andersen e não foi realizada por Porrello (PORRELLO et al., 2011; ANDERSEN et al., 

2014; BRYANT et al., 2015). O resultado demonstrou que houve um aumento de fibrose 

intersticial e na atividade proliferativa dos cardiomiócitos nos corações que haviam sido 

retraídos quando comparado com os corações em que não houve a retração (grupos 

ressecsionado e  controle) (BRYANT et al., 2015). Portanto, ainda são necessários novos 

estudos para comprender as limitações do processo de reparo e de regeneração cardíaca após 

ressecção apical. 

  

1.2.2. Modelo de lesão cardíaca induzida por criolesão 

O potencial regenerativo do coração foi também investigado utilizando o modelo de 

lesão cardíaca induzida por criolesão. Esse modelo é produzido através de sonda metálica 

(cryoprobes), que é submetida ao resfriamento em nitrogênio líquido e, em seguida, colocada 

sobre o coração por alguns segundos para induzir a lesão cardíaca (POLIZZOTTI et al., 

2016). 

Em 2005, Van den Bos e colaboradores ao comparar o modelo de lesão cardíaca 

induzida por criolesão e o modelo de LDA em camundongos adultos, observaram que a 

mortalidade total dos animais após os procedimentos foi significativamente menor na 

criolesão. Esses pesquisadores também observaram que o tamanho da lesão cardíaca induzida 

por criolesão foi reprodutível, diferente do que foi observado após a lesão produzida por 

LDA, apresentando tamanhos variados. Além disso, as lesões produzidas pela criolesão 

levaram a disfunção e modesto remodelamento após oito semanas, comprovando que as 

alterações funcionais e histológicas foram semelhante ao modelo de LDA (VAN DEN BOS et 

al., 2005).  

Já em 2008, Van Amerongen e colaboradores utilizaram esse modelo em camundongos 

com 12 semanas de idade. Para indução da lesão cardíaca, os pesquisadores utilizaram uma 
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sonda de 3 mm de diâmetro, que foi colocada sobre o coração durante 10 segundos. Diferente 

dos resultados obtidos pelo grupo de Van den Bos, os pesquisadores observaram redução 

significativa da área lesionada e aumento da expressão de KI-67 e da incorporação do BrdU 

(nucleotídeo sintético) durante a síntese de DNA 14 dias após a lesão, confirmando a 

proliferação de cardiomiócitos (VAN AMERONGEN et al., 2008).  

Em 2015, Darehzereshki e colaboradores utilizaram o modelo de criolesão em 

camundongos com um dia de vida e através de sondas metálicas de tamanhos diferentes 

induziram lesões transmurais e não-transmurais. Os pesquisadores observaram que os 

diferentes tamanhos de lesões cardíacas induziram respostas reparadoras e regenerativas 

diferentes (DAREHZERESHKI et al., 2015). Além disso, os corações com lesões não-

transmurais conseguiram se regenerar, com redução ou até desaparecimento do tecido 

cicatricial. Entretanto, os corações com lesões transmurais não conseguiram se regenerar, o 

que resultou na cicatrização da lesão e posterior disfunção cardíaca (DAREHZERESHKI et 

al., 2015).  

Outros pesquisadores também utilizaram o modelo de criolesão para induzir lesão 

cardíaca em camundongos neonatos e observaram a formação de cicatrizes grandes e 

persistentes. Além disso, marcações raras para cardiomiócitos foram encontradas no espaço 

subendorcárdico dos ventrículos. Porém, não foi observada diferença significativa no número 

de cardiomiócitos, nos diferentes tempos analisados, e entre animais operados e falso-

operados, sugerindo que não houve contribuição do epicárdio em gerar cardiomiócitos 

(MIZUTANI et al., 2016). 

Assim, é importante ressaltar que alguns fatores podem interferir na gravidade da lesão 

e com isso gerar resultados diversos, tais como (1) a idade do animal (P1 ou P7); (2) o tempo 

em que o coração é submetido ao congelamento; (3) a quantidade de aplicações (pode ser 

mais de uma aplicação); (4) o diâmetro da sonda metálica utilizada; e (5) o material que 

compõe a sonda (POLIZZOTTI et al., 2016). Dessa forma, ainda são necessários estudos a 

fim de compreender melhor o processo de regeneração cardíaca que ocorre após a criolesão. 
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2. JUSTIFICATIVA 

Por tudo o que foi exposto, ressaltamos a importância da utilização dos modelos de  

ressecção apical e criolesão em camundongos neonatos a fim de compreender os processos de 

regeneração cardíaca e responder perguntas que, até então, não foram respondidas por esses 

modelos e por outros como o LDA. O estabelecimento de ambos os modelos experimentais 

resultará - para nossa Instituição, bem como outras instituições de ensino e pesquisa – em uma 

ferramenta versátil de estudo que poderá ser difundida e aplicada em inúmeros projetos. 

 

 

3. OBJETIVO  

O presente trabalho tem como objetivo estabelecer os modelos de lesão cardíaca 

induzida por ressecção apical e criolesão em camundongos neonatos no Laboratório de 

Cardiologia Celular e Molecular do Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho, na 

Universidade Federal do Rio de Janeiro. 

 

3.1. Objetivos específicos 

 Implementar os modelos de ressecção apical e criolesão em camundongos neonatos 

com 1 e 7 dias de idade: 

 Elaborar o Procedimento Operacional Padrão (POP) e documentar em vídeo o 

procedimento cirúrgico a fim de padronizar e minimizar a ocorrência de 

desvios na execução do mesmo.  

 Determinar a taxa de sobrevivência dos camundongos neonatos após a 

ressecção apical e criolesão. 

 Avaliar a função cardíaca e atividade elétrica dos animais 30 e 60 dias após a 

ressecção apical e criolesão.  

 Avaliar o percentual de fibrose e alterações morfológicas 2, 7, 21 e 60 dias 

após o procedimento cirúrgico. 

 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Implementação dos modelos de ressecção apical e criolesão em camundongos 

neonatos 
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4.1.1. Seleção dos protocolos de lesão cardíaca 

A revisão exploratória da literatura foi realizada a partir de consultas à base de dados 

PubMed. As palavras-chave utilizadas para busca foram: neonatal mouse heart regeneration, 

cryoinjury, surgical resection e cardiac regenerative potential. A seleção dos protocolos de 

lesão cardíaca induzida por criolesão e ressecção apical foi realizada pela aluna de pós-

graduação do Mestrado Profissional, sob aprovação das orientadoras do presente estudo. 

 

4.1.2. Elaboração do Procedimento Operacional Padrão 

A elaboração do POP para os modelos de lesão cardíaca por ressecção apical e criolesão 

teve como objetivo padronizar e minimizar a ocorrência de desvios na execução de etapas 

fundamentais do procedimento cirúrgico. 

Os POPs foram elaborados seguindo um modelo já utilizado no Laboratório de 

Cardiologia Celular e Molecular (anexos II e III). A linguagem utilizada nos POPs foi simples 

e objetiva para o completo entendimento e familiarização por parte dos pesquisadores que 

utilizarão a técnica. Os documentos foram revisados por três alunos, selecionados 

aleatoriamente, a fim de garantir a qualidade final dos procedimentos. A aprovação dos POPs 

foi realizada pelas orientadoras do presente estudo. 

 

4.1.3. Elaboração da documentação em vídeo 

A documentação em vídeo demonstrando protocolos experimentais com recursos 

simples pode ser utilizada como ferramenta autodidata que auxiliará os grupos de pesquisa a 

reproduzir o procedimento cirúrgico.  

A produção dos vídeos foi dividida em três fases: 1) filmagem do passo a passo dos 

protocolos de lesão cardíaca induzida por ressecção apical e criolesão, com uma câmera 

digital; 2) elaboração de um roteiro didático em forma de legenda e 3) edição do material 

áudio-visual obtido, utilizando o software Windows ® Movie Maker versão 2.1.   

As gravações foram realizadas no Laboratório de Cardiologia Celular e Molecular, 

durante a execução dos experimentos do presente estudo.  

 

4.2. Animais 

Neste trabalho foram utilizados camundongos neonatos da linhagem Balb/c, com 1 e 7 

dias de idade (P1 e P7, respectivamente), de ambos os sexos, obtidos do Biotério Multiusuário 

de Pequenos Roedores, localizado no Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho (IBCCF - 
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UFRJ). Os animais foram mantidos com as mães, antes e depois do procedimento cirúrgico, 

no biotério em ambiente com temperatura controlada (23ºC), acesso livre a ração e água e 

exposição diária a um ciclo claro-escuro de 12 em 12 horas.  

Este trabalho seguiu as normas estabelecidas no Guia de Cuidado do Uso de Animais de 

Laboratório (DHHS Publicação No. (NIH) 85-23, revisado em 1996, Office of Science and 

Health Reports, Bethesda, MD 20892) e foi aprovado pela Comissão de Ética de Uso de 

Animais em Pesquisa, do Centro de Ciências e Saúde (CCS) da Universidade Federal do Rio 

de Janeiro, sob o número de referência A24/17-015-17. 

 

4.3. Procedimentos para indução da lesão cardíaca: ressecção apical e criolesão 

 

4.3.1 Procedimento 1: anestesia para neonatos em P1 e P7 

Os camundongos neonatos em P1 e P7 foram anestesiados por indução à hipotermia, 

como descrito na literatura (PHIFER; TERRY, 1986). Para isso, foram necessários recipiente 

com gelo e alguns pedaços de gaze. A gaze serviu como uma barreira de proteção para a pele 

dos neonatos. Os animais foram colocados sobre a gaze no recipiente com gelo durante 3 a 5 

min e, em seguida, transferidos para uma plataforma fria (bolsa de gelo) coberta com papel 

interfolha para que permanecessem em plano anestésico durante todo procedimento cirúrgico. 

Os animais em P7 apresentaram uma resistência maior ao gelo comum por isso foram usados 

bolsas de gelo. O plano anestésico foi aferido pela ausência de responsividade de reflexos nas 

patas estimulados com uma pinça, como descrito na literatura (POLIZZOTTI et al., 2015). 

Após a confirmação da ausência de reflexos foi dado início ao procedimento cirúrgico. 

 

4.3.2. Procedimento 2: cirurgia para indução da lesão cardíaca por ressecção apical 

Antes de iniciar o procedimento cirúrgico foi realizada a assepsia da região torácica 

com álcool 70%. Em seguida, foi feita uma incisão na pele de aproximadamente 0,5 cm com 

uma tesoura pequena e a musculatura foi divulsionada com auxílio de uma pinça curva 

pequena até que as costelas fossem visualizadas. Para ter acesso ao coração, foi feita uma 

incisão no quarto espaço intercostal ou no espaço intercostal que estivesse mais próximo do 

coração. Após a visualização do coração, foi realizada uma pressão com os dedos, do lado 

direito do tórax do animal, para externalizá-lo. Logo em seguida, com auxílio de uma tesoura 

oftalmológica foi feita a ressecção (corte) de parte do ventrículo esquerdo, cerca de 10 à 20% 

do tecido apical (Figura 2). Após a ressecção, o espaço intercostal, a musculatura e a pele 

foram suturados, com pontos chuleio simples, utilizando o fio prolene 6-0 (Johnson&Johnson 



11 

 

do Brasil) para os neonatos em P1 e o fio de nylon- monofilamento (Procare) para animais em 

P7. No final da cirurgia, os animais foram colocados sobre uma cama aquecida (T/Pump 

professional) à 36,5⁰C - 38⁰C, por 15 a 20 min, para término do plano anestésico e 

recuperação da temperatura corporal. Para a analgesia dos camundongos, foi administrado 

tramadon - cloridrato de tramadol (Cristália®) na dose de 20 mg/kg. Os animais foram 

limpos, sem vestígios de sangue  e devolvidos a mãe. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.3. Procedimento 3: cirurgia para indução da lesão cardíaca por criolesão  

Antes de iniciar o procedimento cirúrgico foi realizada a assepsia da região torácica com 

álcool 70%. Em seguida, foi feita uma incisão na pele de, aproximadamente, 0,5 cm com uma 

tesoura pequena e a musculatura foi divulsionada com auxílio de uma pinça curva pequena até 

que as costelas fossem visualizadas. Uma sonda metálica com cerca de 1 mm de diâmetro foi 

colocada em nitrogênio líquido (-196 ºC) durante 20 s. Enquanto a sonda congelava, foi feita 

uma incisão no quarto espaço intercostal ou no espaço intercostal que estivesse mais próximo 

do coração. Após a visualização do coração, foi realizada uma pressão com os dedos, do lado 

direito do tórax do animal, para externalizá-lo. Logo em seguida, a sonda congelada foi 

colocada sobre o ventrículo esquerdo, próximo ao ápice, por 10 s para indução da criolesão 

(Figura 3). Após a lesão, o espaço intercostal, a musculatura e a pele foram suturados, com 

pontos chuleio simples, utilizando o fio prolene 6-0 (Johnson&Johnson do Brasil) para os 

neonatos em P1 e o fio de nylon- monofilamento (Procare) para animais em P7. No final da 

cirurgia, os animais foram colocados sobre uma cama aquecida (T/Pump professional) à 

36,5⁰C - 38⁰C, por 15 a 20 min, para término do plano anestésico e recuperação da 

Figura 2: Representação esquemática do modelo de lesão cardíaca induzida por ressecção apical.  A 

área tracejada demonstra o local da ressecção do ápice do coração dos camundongos do grupo RA, 

utilizando uma tesoura. Adaptado de PORRELLO e OLSON, 2014. 
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temperatura corporal. Para a analgesia dos camundongos, foi administrado tramadon - 

cloridrato de tramadol (Cristália®) na dose de 20 mg/kg. Os animais foram limpos, sem 

vestígios de sangue, e  devolvidos a mãe.  

 

 

 

 

 

 

 

4.4. Grupos experimentais e cronograma experimental 

Neste trabalho, foram utilizados dois grupos experimentais para cada modelo de lesão 

cardíaca em camundongos neonatos com P1 e P7: 1) animais submetidos à ressecção apical 

ou criolesados, que passaram pelo procedimento cirúrgico e foram submetidos à lesão e 2) 

animais controle (ou SHAM), que passaram somente pelo procedimento cirúrgico e, portanto, 

não foram submetidos à lesão. 

Os dois grupos foram avaliados em pontos temporais distintos, determinados para 

estudar as alterações funcionais e morfológicas presentes nas fases de regeneração cardíaca. 

As alterações funcionais foram avaliadas 30 e 60 dias pós-operatório (pós-OP). Já as 

alterações morfológicas foram avaliadas 2, 7 e 21 e 60 dias pós-OP. O cronograma 

experimental das pode se observado na Figura 4. 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Representação esquemática do modelo de lesão cardíaca induzida por criolesão.  A área azul 

demonstra o local do congelamento realizado pela sonda metálica (cryoprobes) no coração de camundongos 

do grupo CRIO. Adaptado de PORRELLO e OLSON, 2014. 



13 

 

 

 

 

 

 

4.5. Eletrocardiograma  

Para a realização do eletrocardiograma (ECG), os animais foram anestesiados com os 

anestésicos Cloridrato de Xilazina (Syntec®), na dose de 20 mg/Kg, e Cloridrato de 

Quetamina (Syntec®), na dose de 80 mg/Kg, para a colocação de três eletrodos de aço 

inoxidável com diâmetro de 0,60 mm e 1,5 cm de comprimento. Os eletrodos foram 

colocados no tecido subcutâneo dos animais com auxílio de uma agulha de 21G (0,80 x 30 

mm), nas seguintes regiões: (1) na região acima da pata traseira, (2) na linha axilar sobre a 

pata esquerda e (3) na linha axilar sobre a pata direita. Após a redução do efeito da anestesia, 

o registro eletrocardiográfico foi realizado na derivação convencional de D1, utilizando o 

aparelho BIO AMP da ADInstruments calibrado na velocidade de 50 mm/s e voltagem de 20 

mm = 1 mV. Os registros foram obtidos por meio do programa Axoscope (Axon Instruments, 

Inc) e analisados no programa LabChart v8.1.5 (ADInstruments). O ECG foi realizado nos 

tempos de 30 e 60 dias pós-OP. 

 

4.6. Ecocardiograma 

Para a realização do ecocardiograma (ECO), os animais foram anestesiados com uma 

mistura de gás isoflurano 1,5% (Cristália®) e O2. Após a perda do reflexo postural, os 

animais foram fixados à plataforma e o focinho foi devidamente posicionado na saída do 

sistema de anestesia para mantê-los sedados durante todo o procedimento. Antes do início do 

exame, foi feita uma tricotomia da região precordial com objetivo de melhorar a janela 

acústica. Em seguida, foi aplicado o gel para ultrassom (Carbogel®) sobre a região precordial, 

para estabelecer o acoplamento acústico entre a sonda e o tecido. O aparelho que foi utilizado 

Figura 4: Cronograma experimental. O estudo foi iniciado realizando a indução da lesão cardíaca por 

ressecção apical (RA) ou criolesão (CRIO) em D0. Animais falso-operados foram utilizados como controle 

(SHAM). As avaliações da função cardíaca por ecocardiograma (ECO) e da atividade elétrica por 

eletrocardiograma (ECG) foram realizadas 30 e 60 dias após a lesão (D30 e D60, respectivamente).  Já as 

análises histológicas foram realizadas 2, 7, 21 e 60 dias após o início do protocolo (D2, D7, D21 e D60 

respectivamente). 
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para realização do ECO foi o VisualSonics Vevo 770 com transdutor eletromecânico de 17,5 

MHz. Durante todo o procedimento, as frequências cardíaca e respiratória e a temperatura 

corporal dos animais foram monitoradas. O ECO foi realizado nos tempos de 30 e 60 dias 

pós-OP. 

Para a obtenção das imagens de eixo curto (1, 2, 3 e 4), o transdutor foi posicionado 

transversalmente ao tórax, na região paraesternal. As imagens de eixo curto foram realizadas 

iniciando-se da base do coração em direção ao ápice. As imagens do eixo longo do coração 

(distância entre a via de saída da aorta e o ápice do coração) foram obtidas posicionando o 

transdutor na região do paraesternal, com uma angulação de 45° em relação ao esterno. Tanto 

imagens de eixo curto como as do eixo longo foram obtidas no modo bidimensional para 

calcular as medidas cardíacas através do método de Simpson. Os parâmetros que foram 

avaliados são: volume diastólico final (VDF), volume sistólico final (VSF), débito sistólico 

(DS), fração de mudança de área (FAC) e fração de ejeção (FE).  

O modo unidimensional (modo-M) foi utilizado a fim de analisar estruturalmente as 

paredes anterior e posterior do coração e auxiliar no diagnóstico da lesão cardíaca. 

A eutanásia foi realizada no final dos tempos analisados. Para isso, foi ministrado doses 

dupla ou tripla dos anestésicos xilazina (40-60 mg/kg) e ketamina (160-240 mg/kg) com 

objetivo de cessar os batimentos cardíacos. Em seguida os corações foram retirados lavados 

em PBS e armazenados em tampão formalina por pelo menos 48 horas. 

 

4.7. Histologia  

Os corações separados para a histologia foram armazenados em tampão formalina 

(Vetec Química Fina) a 10% (v/v), por no mínimo 48 h, para posterior processamento das 

amostras. Antes de iniciar o processamento, as amostras foram lavadas por 10 min com água 

corrente, para retirada do excesso do tampão formalina. Em seguida, as amostras foram 

desidratadas em uma série alcoólica crescente (álcool I, II e III; Vetec Química Fina) de 

concentrações 70%, 90% e 100% respectivamente, por 30 min cada uma. Após a 

desidratação, as amostras foram colocadas em série de xilol (xilol I e II; Vetec Química Fina) 

por 15 min cada. O xilol permite o clareamento do tecido e melhor penetração da parafina no 

tecido. Após essa etapa, as amostras foram transferidas para recipientes contendo parafina 

líquida (parafina I e II; Histopar) e mantidas dentro da estufa (60 °C), com duração de 30 min 

cada banho. Em seguida, o material foi colocado em uma forma metálica para ser totalmente 

preenchida com parafina líquida, processo denominado inclusão. Os blocos foram resfriados, 

desenformados e cortados no micrótomo (Leica RM2125 RTS). Os cortes obtidos foram 
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cortes escalonados (tamanhos diferentes) do plano transversal do coração com espessura de 5 

µm cada. Após realização dos cortes, as lâminas foram montadas e coradas com picrosírius 

(Sigma-Aldrich) e hematoxilina e eozina (HE) (Sigma-Aldrich). 

 

4.7.1. Coloração por picrosírius  

Para realização da coloração, as lâminas foram colocadas na estufa a 60 °C, por um 

período de 20 min, a fim de retirar o excesso de parafina dos cortes. Os cortes foram 

submetidos a três banhos de xilol (I, II e III) por 5 min cada. O material foi hidratado em uma 

série decrescente de álcool (100%, 100%, 90% e 70%) por 5 min cada. Posteriormente, os 

cortes foram lavados em água destilada durante 5 min. Em seguida, os cortes foram incubados 

em ácido pícrico saturado por 30 min e lavados em água destilada por 20 min. Logo após esta 

etapa, foi realizada a incubação dos cortes em solução de ácido fosfomolíbdico 0,2%  (Vetec 

Química Fina) durante 1 min e posterior incubação na coloração de picrosírius durante 1 h e 

30 min. Os cortes foram incubados em ácido clorídrico 0,01N (Vetec Química Fina) durante 2 

min e depois lavados em água destilada. Os cortes foram desidratados em uma série crescente 

de álcool (70%, 90%, 100% e 100%), com duração de 5 min cada. Em seguida, o material foi 

clarificado em série de xilol (I, II e III) durante 5 min. No final, as lâminas foram montadas 

com entellan e visualizadas no microscópio óptico de campo claro (EVOS-AGM) para 

obtenção de quatro fotos de cada animal para posteriores análises no programa Image-Pro 

Plus 7.0.1. O programa Image-Pro Plus 7.0.1 quantificou os pixels de cor amarela como 

sendo a área viável e os pixels de rosa-vermelho como área fibrótica de todo o corte 

transversal do coração (ventrículos direito e esquerdo). 

 

4.7.2. Coloração por hematoxilina e eosina 

Para realização da coloração, as lâminas foram colocadas na estufa a 60 °C, por um 

período de 20 min, a fim de retirar o excesso de parafina dos cortes. Os cortes foram 

submetidos a três banhos de xilol (I, II e III) por 5 min cada. O material foi hidratado em uma 

série decrescente de álcool (100%, 100%, 90% e 70%) por 5 min cada. Posteriormente, os 

cortes foram lavados em água destilada durante 1 min e incubados na coloração hematoxilina 

por 8 min. Em seguida, os cortes foram lavados em água destilada durante 5 min. Após, os 

cortes foram mergulhados rapidamente em álcool clorídrico (95% álcool, 1% HCl) e 

incubados na coloração eosina por 4 min. O material foi lavados em água destilada 

rapidamente. Em seguida, os cortes foram desidratados em uma série crescente de álcool 

(70%, 90%, 100% e 100%), com duração de 5 min cada. O material foi clarificado em série 
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de xilol (I, II e III) durante 5 min. No final, as lâminas foram montadas com entellan e 

visualizadas no microscópio óptico de campo claro (EVOS-AGM) para obtenção das fotos. 

 

4.8. Análise estatística 

A escolha do teste estatístico foi feita de acordo com as características das variáveis 

envolvidas. Desta forma, foi utilizado o teste Análise de Variância (ANOVA) para 2 vias com 

o pós-teste Bonferroni, a fim de avaliar as diferenças entre grupos (SHAM e RA; SHAM e 

CRIO) nos tempos de 30 e 60 dias pós-OP. Já nas análises histológicas foi utilizado o Teste t 

de Student a fim de avaliar as diferenças entre grupos (SHAM e RA; SHAM e CRIO) nos 

pontos temporais distintos (2, 7, 21 e 60 dias pós-OP). Os resultados foram considerados 

significativos quando o grau mínimo de significância foi de 95% (valor de p menor que 0,05). 

As análises estatísticas foram realizadas no software Graphpad Prism Project (versão 6.0). 

 

 

5. RESULTADOS 

 

5.1. Protocolos de lesão cardíaca selecionados 

Os protocolos selecionados na literatura para o desenvolvimento desse trabalho foram: 

 Protocolo de indução da lesão cardíaca por ressecção apical: "Surgical models for 

cardiac regeneration in neonatal mice". Nature Protocols (MAHMOUD et al., 

2014). 

 Protocolo de indução da lesão cardíaca por criolesão: "A cryoinjury model in 

neonatal mice for cardiac translational and regeneration research". Nature 

Protocols (POLIZZOTTI et al., 2015).  

 

5.2. Procedimento Operacional Padrão  

Os POPs dos modelos de lesão cardíaca por resseccção apical e criolesão (Anexos II e 

III, respectivamente) foram cuidadosamente elaborados para minimizar a ocorrência de 

desvios na execução do procedimento cirúrgico. Nesses documentos, os tópicos abordados 

foram: (1) objetivo; (2) campo de aplicação; (3) responsabilidades dos experimentadores e da 

coordenadora do laboratório; (4) condições de biossegurança; (5) definições do modelo; e (6) 

procedimentos. Os POPs também contém imagens representativas demonstrando o passo a 

passo do procedimento para indução da lesão. 
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5.3. Documentação em vídeo 

Os vídeos demonstrando o protocolo experimental referente aos modelos de lesão 

cardíaca por ressecção apical e criolesão em camundongos P1 e P7 foram cuidadosamente 

elaborados e editados, apresentando duração de 9 min e 11 s e 10 min e 08 s, respectivamente. 

Esse documento contém (1) objetivo, (2) campo de aplicação e (3) lista de material utilizada. 

Além disso, legenda simples e objetiva foi adicionada às imagens para auxiliar os grupos de 

pesquisa a reproduzir o procedimento cirúrgico. 

 

Parte I - Estabelecimento do modelo de lesão cardíaca por ressecção apical 

5.4. Indução da lesão cardíaca por ressecção apical 

A Figura 5 contém imagens representativas dos materiais utilizados e dos 

procedimentos realizados para a indução da lesão cardíaca por ressecção apical. O tempo 

necessário para o camundongo P1 ou P7 entrar em plano anestésico induzido por hiportemia 

foi de, aproximadamente, 3 a 5 min. Para a execução das etapas do procedimento cirúgico - 

desde a incisão da pele e da musculatura até a sutura de ambos os tecidos - cerca de 7 a 10 

min foram necessários. Após a cirurgia, o animal permaneceu na cama aquecida para 

recuperação da temperatura corporal por, aproximadamente, 15 a 20 min. Dessa forma, o 

tempo total, por animal, necessário para execução de todas as etapas para indução da lesão 

cardíaca por ressecção apical variou de 25 a 35 min.  
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Figura 5: Imagens representativas do procedimento de indução da lesão cardíaca por ressecção 

apical em camudongos P1 e P7. Materiais utilizados no procedimento cirúrgico (A). Mesa acrílica 

contendo uma bolsa de gelo coberta por papel interfolha e hastes flexíveis (B). Camundongos P1 e P7 

anestesiados por hipotermia (C e N). Animais em decúbito dorsal, com patas e cabeças fixadas com fita 

crepe (D e O). Incisão da pele e da musculatura intercostal (E, F, P e Q). Exteriorização do coração (G e 

R). Corte do ápice do coração (H, I, S e T). O coração é inserido na caixa toráxica (J e U). (K, L, V e X) 

Sutura dos músculo intercostal e da pele (K, L, V e X). Camundongos posicionados na cama aquecida para 

recuperação da temperatura corporal (M e Y).  



19 

 

A análise da sobrevivência  dos animais foi realizada após o procedimento cirúrgico. 

Como resultado, foi possível observar que 88% dos animais do grupo SHAM P1 (n=8),  46% 

dos animais grupo RA P1 (n=26), 36% dos animais do grupo SHAM P7 (n=11) e 12% dos 

animais do grupo RAP7 (n=25) sobreviveram até o término do período analisado (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.5. Análise da função cardíaca por Ecocardiograma  

A análise por ECO foi realizada a fim de verificar alterações na função cardíaca de 

camundongos P1 e P7 em resposta à ressecção apical. Os parâmetros avaliados foram: fração 

de ejeção (FE), débito sistólico (DS), fração de mudança de área (FAC), volume sitólico final 

(VSF) e volume diastólico final (VDF). As médias e os desvios padrões desses parâmetros 

estão sumarizados nas Tabelas 1 e 2. 

 

 

Figura 6: Análise da taxa de sobrevivência dos animais.  Curva de Karplan-Meier demonstrando que (A) 

88% dos animais do grupo SHAM P1 (n=8) e 42% dos animais do grupo RA P1 (n=26) e (B) 36% dos 

animais do grupo SHAM P7 (n=11) e 12%  dos animais do grupo RA P7(n=25) sobreviveram até 60 dias 

após o procedimento cirúrgico.  

 

A B 
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Tabela 1. Parâmetros ecocardiográficos dos camundongos P1 após a ressecção apical. 

SD = desvio-padrão; FE = fração de ejeção; DS = débito sistólico; FAC - fração de mudança de área; VSF = 

volume sistólico final; VDF = volume diastólico final. Teste two way ANOVA com pós-teste Bonferroni 

múltiplas comparações.  

 

Tabela 2. Parâmetros ecocardiográficos dos camundongos P7 após a ressecção apical. 

SD = desvio-padrão; FE = fração de ejeção; DS = débito sistólico; FAC - fração de mudança de área; VSF = 

volume sistólico final; VDF = volume diastólico final. Teste two way ANOVA com pós-teste Bonferroni 

múltiplas comparações. (*) Significativamente diferente (p<0,05) em relação ao grupo SHAM. 

 

Os resultados mostraram que não houve diferença nos parâmetros avaliados entre os 

camundongos P1 dos grupos RA e SHAM (Figura 7). Já os camundongos P7 do grupo RA 

apresentaram redução significativa da FE quando comparado aos animais do grupo SHAM. 

No entanto, não foram observadas diferenças no DS, na FAC, no VSF e no VDF (Figura 8).  
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Figura 8: Análise da função cardíaca em camudongos P7 30 e 60 dias após a ressecção apical. Foi observada 

redução significativa da fração de ejeção entre os camundongos P7 do grupo RA e grupo SHAM (A). No entanto, 

não foram observadas diferenças no débito sistólico (B), na fração de mudança de área (C), no volume sistólico final 

(VSF) (D) e no volume diastólico final (VDF) (E). Teste two way ANOVA com pós-teste Bonferroni múltiplas 

comparações: (*) p<0,05. Valores representados pela média ± desvio-padrão. 

 

A B C 

D E 

A B C 

D E 

Figura 7: Análise da função cardíaca em camudongos P1 30 e 60 dias após ressecção apical. Não foram 

observadas diferenças na fração de ejeção (A), débito sistólico (B), fração de mudança de área (C), volume 

sistólico final (VSF) (D) e volume diastólico final (VDF) (E). Teste two way ANOVA com pós-teste Bonferroni 

múltiplas comparações. Valores representados pela média ± desvio-padrão. 
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5.6.  Análise da atividade elétrica por Eletrocardiograma  

A análise por ECO foi realizada para verificar alterações da atividade elétrica dos 

corações de camundongos P1 e P7 30 e 60 dias após a ressecção apical. Os parâmetros 

eletrocardiográficos avaliados foram: frequência cardíaca (FC), duração da onda P e os intervalos 

RR, PR, QRS, QT e QT corrigido (QTc). As médias e os desvios padrões desses parâmetros 

estão sumarizados nas Tabelas 3 e 4.  

 

 

Tabela 3. Parâmetros eletrocardiográficos dos camundongos P1 após ressecção apical. 

SD = desvio-padrão; FC = frequência cardíaca. Teste two way ANOVA com pós-teste Bonferroni múltiplas 

comparações. (*) Significativamente diferente (p<0,05) em relação ao grupo SHAM. 

 

 

Tabela 4. Parâmetros eletrocardiográficos dos camundongos P7 após ressecção apical. 

 

SD = desvio-padrão; FC = frequência cardíaca. Teste two way ANOVA com pós-teste Bonferroni múltiplas 

comparações.  
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Com relação à análise da atividade elétrica do coração dos animais P1, foi possível 

observar redução significativa dos intervalos QT e QTc dos camundongos do grupo RA 

quando comparado aos do grupo SHAM, apenas 60 dias após a lesão (Figura 9). Quanto à 

análise da atividade elétrica do coração dos animais P7, não foram observadas alterações dos 

parâmetros avaliados (Figura 10).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Análise da atividade elétrica do coração de camudongos P1 30 e 60 dias após ressecção apical. Não 

foram observadas alterações na frequência cardíaca (A), na duração da onda P (B) e nos intervalos RR (C), QRS (D) 

e PR (E). No entanto, foi observada redução significativa dos intervalos QT (F) e QTc (G) dos camundongos do 

grupo RA 60 dias após a lesão, quando comparado aos do grupo SHAM. Teste two way ANOVA com pós-teste 

Bonferroni múltiplas comparações: (*) p<0,05. Valores representados pela média ± desvio-padrão. 
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5.7. Análises histológicas 

5.7.1. Quantificação das fibras colágenas 

A coloração tecidual por picrosirius foi realizada a fim de comparar a área miocárdio 

ocupada por fibras colágenas após a ressecção apical entre os grupos de animais. Essa 

coloração evidencia a presença de cicatriz fibrótica por meio da pigmentação avermelhada das 

fibras de colágenos, enquanto a área viável permanece amarelada (Figura 11). As médias e os 

desvios padrões referente ao percentual de fibras de colágenos estão sumarizados na Tabela 5.  

 

 

Figura 10: Análise da atividade elétrica do coração de camudongos P7 30 e 60 dias após a ressecção 

apical. Não foram observadas alterações na frequência cardíaca (A), na duração da onda P (B) e nos intervalos 

RR (C), QRS (D), PR (E), QT (F) e QTc (G). Teste two way ANOVA com pós-teste Bonferroni múltiplas 

comparações. Valores representados pela média ± desvio-padrão. 

 

 

A B C 

D E F 

G 



25 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 5. Percentual de fibras colágenas no coração dos camundongos P1 e P7 após 

ressecção apical 
 

 

SD = desvio-padrão. Teste t de Student não-pareado. (*) Significativamente diferente (p<0,05) em relação ao 

grupo SHAM. 

 

 

Figura 11: Coloração por picrosirius após ressecção apical. Imagens representativas de cortes histológicos dos 

corações dos camundongos P1 e P7 dos grupos RA e SHAM, 2, 7, 21 e 60 dias pós-operatótio (pós-OP). A região 

amarelada corresponde ao tecido viável e a região rosa à avermelhada corresponde à deposição de colágeno. 

Aumento 4X. 

 

7 dias pós-OP 

21 dias pós-OP 

60 dias pós-OP 

2 dias pós-OP 

SHAM P1 RA P1 RA P7 SHAM P7 

1000 µm 
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Como resultado, foi possível observar aumento do percentual de fibras colágenas no 

coração dos camundongos P1 7 e 60 dias após a lesão e no coração dos camundongos P7 21 

dias após a ressecção, quando comparado aos animais do grupo SHAM (Figura 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Quantificação de fibras de colágenos em camudongos P1 e P7 após a ressecção apical. Foi 

observado aumento significativo no percentual de fibras colágenas no coração dos animais P1 7 e 60 dias pós-

operatório (pós-OP) (C e G) e no coração dos animais P7 21 dias pós-OP (F) do grupo RA, quando comparado aos 

camundongos do grupo SHAM. Não foi observada diferença desse parâmetro nas demais condições analisadas (A, 

B, D, E e H). Teste t de Student não-pareado: (*) p<0,05. Valores representados pela média ± desvio-padrão. 
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5.7.2. Análise morfológica 

A coloração do tecido cardíaco por HE foi realizada para verificar alterações 

morfológicas após a ressecção apical. A análise revelou a presença de tecido de granulação e 

de fibras musculares e núcleos desorganizados apenas no coração dos camundongos P7 do 

grupo RA (Figura 13). 

 

 

Parte II - Estabelecimento do modelo de lesão cardíaca por criolesão 

5.8. Indução da lesão cardíaca por criolesão 

 A Figura 14 contém imagens representativas dos materiais utilizados e dos 

procedimentos realizados para a indução da lesão cardíaca por criolesão. O tempo total 

necessário para execução de todas as etapas para indução da lesão cardíaca por criolesão 

Figura 13: Análise morfológica após ressecção apical. Imagens representativas de cortes histológicos 

dos corações dos camundongos P1 e P7 dos grupos RA e SHAM, corados com HE, 60 dias após a lesão 

por ressecção apical. Aumento de 40X. 

60 dias pós-OP 

RA P1 SHAM P1 

SHAM P7 RA P7 

100 µm 
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variou de 25 a 35 min, semelhante ao tempo gasto no modelo de ressecção apical (anestesia: 3 

a 5 min; procedimento cirúrgico: 7 a 10 min; recuperação da temperatura corporal: 15 a 25 

min). 

 

 

 

 

Figura 14: Imagens representativas do procedimento de indução da lesão cardíaca por criolesão em 

camudongos P1 e P7.  Materiais utilizados no procedimento cirúrgico (A). Mesa acrílica contendo uma bolsa 

de gelo coberta por papel interfolha e hastes flexíveis (B). Camundongos P1 e P7 anestesiados por hipotermia 

(C e N). Animais em decúbito dorsal, com patas e cabeças fixadas com fita crepe (D e O). Incisão da pele e da 

musculatura intercostal (E, F, P e Q). Exteriorização do coração (G e R). Indução da criolesão e confirmação 

da lesão pela presença de uma área esbranquiçada (H, I, S e T). O coração é inserido na caixa toráxica (J e U). 

(K, L, V e X) Sutura dos músculo intercostal e da pele (K, L, V e X). Camundongos posicionados na cama 

aquecida para recuperação da temperatura corporal (M e Y).  
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A análise da sobrevivência  dos animais foi realizada após o procedimento cirúrgico. Como 

resultado, foi possível observar que 88% dos animais do grupo SHAM P1 (n=8),  22% dos 

animais grupo CRIO P1 (n=27), 36% dos animais do grupo SHAM P7 (n=11) e 50% dos 

animais do grupo CRIOP7 (n=16) sobreviveram até o término do período analisado (Figura 

15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.9. Análise da função cardíaca por Ecocardiograma  

A análise por ECO também foi realizada para verificar alterações na função cardíaca de 

camundongos P1 e P7 em resposta à criolesão. As médias e os desvios padrões referentes à 

FE, DS, FAC, VDF e VSF estão sumarizados nas Tabelas 6 e 7. 

 

 

 

 

 

 

A B 

Figura 15: Análise da taxa de sobrevivência dos animais. Curva de Karplan-Meier demonstrando que (A) 

88% dos animais do grupo SHAM P1 (n=8) e 22% dos animais do grupo CRIO P1 (n=27) e (B) 36% dos 

animais do grupo SHAM P7 (n=11) e 50%  dos animais do grupo CRIO P7(n=16) sobreviveram até 60 dias 

após o procedimento cirúrgico.  
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Tabela 6. Parâmetros ecocardiográficos dos camundongos P1 após criolesão. 

SD = desvio-padrão; FE = fração de ejeção; DS = débito sistólico; FAC - fração de mudança de área; VSF = 

volume sistólico final; VDF = volume diastólico final. Teste two way ANOVA com pós-teste Bonferroni 

múltiplas comparações. (*) Significativamente diferente (p<0,05) em relação ao grupo SHAM. 

 

 

Tabela 7. Parâmetros ecocardiográficos dos camundongos P7 após criolessão. 

SD = desvio-padrão; FE = fração de ejeção; DS = débito sistólico; FAC - fração de mudança de área; VSF = 

volume sistólico final; VDF = volume diastólico final. Teste two way ANOVA com pós-teste Bonferroni 

múltiplas comparações. (*) e (***) Significativamente diferentes em relação ao grupo SHAM (p<0,05) e 

(p<0,001), respecitivamente.  

 

 

Como resultado, foi possível observar redução significativa da FE dos camundongos P1 

do grupo CRIO 30 e 60 dias após lesão, quando comparado aos animais do grupo SHAM. 

Porém os valores encontrados ainda estão na faixa de normalidade (FE>50%). Além disso, 

esses animais apresentaram aumento significativo do VSF (30 e 60 dias pós-OP) e do VDF 

(60 dias pós-OP) quando comparado ao grupo controle. Quanto aos demais parâmetros, não 

foram observadas diferenças nos tempos analisados (Figura 16). 
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Figura 16: Análise da função cardíaca em camudongos P1 30 e 60 dias após a criolesão. Foi observada 

redução significativa da fração de ejeção entre os camundongos P1 do grupo RA e grupo SHAM, porém os 

valores encontrados ainda estão na faixa de normalidade (A). Os animais P1 do grupo RA apresentaram aumento 

significatico do VSF (D) e VDF (E). No entanto, não foram observadas diferenças no débito sistólico (B) e na 

fração de mudança de área (C). Teste two way ANOVA com pós-teste Bonferroni múltiplas comparações: (*) 

p<0,05. Valores representados pela média ± desvio-padrão. 

 

Os camundongos P7 do grupo CRIO também apresentaram redução significativa da FE 

nos tempos avaliados, quando comparado ao grupo SHAM. No entanto, os valores de FE 

encontrados foram abaixo de 40%, demonstrando que esses animais apresentaram disfunção 

cardíaca. Além disso, foi possível observar aumento significativo do VSF, do VDF e da FAC 

30 dias após a criolesão (Figura 17).  

 

 

5.10. Análise da atividade elétrica por Eletrocardiograma 

A análise por ECO também foi realizada para verificar alterações da atividade elétrica 

dos corações de camundongos P1 e P7 após 30 e 60 dias após a criolesão. As médias e os 

desvios padrões desses parâmetros estão sumarizados nas Tabelas 8 e 9.  

A B C 

D E 
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Figura 17: Análise da função cardíaca em camudongos P7. Foi observada redução significativa da fração de 

ejeção (A) e aumento significativo da FAC (C), VSF (D) e VDF (E) entre os camundongos P1 do grupo RA e 

grupo SHAM. Não foi observada diferença no débito sistólico (B). Teste two way ANOVA com pós-teste 

Bonferroni múltiplas comparações: (*) p<0,05; (***) p<0,001. Valores representados pela média ± desvio-

padrão. 

 
  

 

  

Tabela 8. Parâmetros eletrocardiográficos dos camundongos P1 após criolesão. 

SD = desvio-padrão; FC = frequência cardíaca. Teste two way ANOVA com pós-teste Bonferroni múltiplas 

comparações. (*) e (**) Significativamente diferentes em relação ao grupo SHAM (p<0,05) e (p<0,01), 

respectivamente.  

 

 

 

A B C 

D E 
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Tabela 9. Parâmetros eletrocardiográficos dos camundongos P7 após criolesão. 

SD = desvio-padrão; FC = frequência cardíaca. Teste two way ANOVA com pós-teste Bonferroni múltiplas 

comparações. 

 

 Os resultados mostraram redução significativa na frequência cardíaca (FC) e aumento 

no intervalo PR dos camundongos P1 do grupo  quando comparado ao grupo SHAM, apenas 

60 dias após a criolesão (Figura 18). Já nos camundongos P7, não foram observadas 

alterações dos parâmetros analisados (Figura 19). 

 

 

 

Figura 18: Análise da atividade elétrica do coração de camudongos P1 30 e 60 dias após a criolesão. Foi 

observada redução significativa da frequência cardíaca (A) e aumento significativo do intervalo PR (E) apenas 60 

dias após a lesão. Não foram observadas alterações na duração da onda P (B) e nos intervalos RR (C), QRS (D), 

QT (F) e QTc (G). Teste two way ANOVA com pós-teste Bonferroni múltiplas comparações: (*) p<0,05; (**) 

p.<0,01. 
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5.11. Análises histológicas 

5.11.1. Quantificação das fibras colágenas 

A coloração tecidual por picrosirius também foi realizada após a criolesão, a fim de 

verificar a presença de cicatriz fibrótica na área lesionada (Figura 20). As médias e os desvios 

padrões referente ao percentual de fibras de colágenos estão sumarizados na Tabela 10.  

Como resultado, foi possível observar aumento significativo do percentual de fibras 

colágenas no coração dos camundongos P1 21 e 60 dias após a lesão e no coração dos 

camundongos P7 7, 21 e 60 dias após a criolesão, quando comparado aos animais do grupo 

SHAM (Figura 21).  

 

 

 

Figura 19: Análise da atividade elétrica do coração dos camudongos P7 30 e 60 dias após a criolesão. Não 

foram observadas alterações na frequência cardíaca (A), na duração da onda P (B) e nos intervalos RR (C), QRS 

(D), PR (E), QT (F) e QTc (G). Two-way ANOVA com pós-teste Bonferroni múltiplas comparações. 

A B C 

D E F 

G 
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Tabela 10. Percentual de fibras colágenas no coração dos camundongos P1 e P7 após 

criolesão 

 

SD = desvio-padrão. Teste t de Student não-pareado. (*) e (**) Significativamente diferentes em relação ao 

grupo SHAM (p<0,05) e (p<0,01), respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20: Coloração por picrosirius após criolesão. Imagens representativas de cortes histológicos dos corações 

dos camundongos P1 e P7 dos grupos CRIO e SHAM, 2, 7, 21 e 60 dias pós-operatótio (pós-OP). A região 

amarelada corresponde ao tecido viável e a região rosa à avermelhada corresponde à deposição de colágeno. 

Aumento 4X. 

 

2 dias pós-OP 

7 dias pós-OP 

21 dias pós-OP 

60 dias pós-OP 

SHAM P1 CRIO P1 CRIO P7 SHAM P7 
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Figura 21: Quantificação de fibras de colágenos em camudongos P1 e P7 após a criolesão. Foi observado 

aumento significativo do percentual de fibras colágenas no coração dos animais P1 21 e 60 dias pós-operatório (pós-

OP) (E e G) e no coração dos animais P7 7,  21 e 60 dias pós-OP (F) do grupo RA, quando comparado aos 

camundongos do grupo SHAM. Não foi observada diferença desse parâmetro nas demais condições analisadas (A, 

B, D, E e H). Teste t de Student não-pareado: (*) p<0,05. Valores representados pela média ± desvio-padrão. 

. 

2 dias pós-OP 

21 dias pós-OP 

60 dias pós-OP 
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5.12. Análise morfológica 

 A coloração do tecido cardíaco por HE também foi realizada a fim de avaliar alterações 

morfológicas em resposta à criolesão. Como resultado, as imagens revelaram a presença de 

tecido de granulação e de fibras musculares e núcleos desorganizados no coração dos 

camundongos P7 após a criolesão (Figura 22). 

  

 

 

6. DISCUSSÃO 

Os modelos de lesão cardíaca induzida por ressecção apical e criolesão tem sido 

amplamente utilizados a fim de compreender melhor os processos envolvidos na regeneração 

cardíaca em mamíferos (PORRELLO et al., 2011; PORRELLO et al., 2013; POLIZZOTTI et 

al., 2016 DAREHZERESHKI et al., 2015).  

60 dias pós-OP 

CRIO P1 SHAM P1 

SHAM P7 CRIO P7 

Figura 22: Análise morfológica após criolesão. Imagens representativas de cortes histológicos dos 

corações dos camundongos P1 e P7 dos grupos CRIO e SHAM, corados com HE, 60 dias após a lesão por 

ressecção apical. Aumento de 40X. 

 

100 µm 
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Porrello e colaboradores demonstraram que os corações de camundongos da linhagem 

ICR/CD-1 com 1 dia de vida apresentam capacidade regenerativa, a qual é perdida 7 dias após 

o nascimento (PORRELLO et al., 2011; PORRELLO et al., 2013). Outros pesquisadores 

também avaliaram o potencial regenerativo do coração de camundongos de outras linhagens. 

No entanto, os resultados foram controversos (ANDERSEN et al., 2014; BRYANT et al., 

2015; DAREHZERESHKI et al., 2015; POLIZZOTTI et al., 2015; MIZUTANI et al., 2016). 

Diante desse cenário, o desenvolvimento de modelos robustos para avaliar os 

mecanismos que estão por trás dessa "janela privilegiada" para regeneração que cerca o 

desenvolvimento dos mamíferos e melhorar o nosso conhecimento nessa área foi a grande 

motivação deste trabalho. 

No presente estudo, estabelecemos os modelos de lesão cardíaca por ressecção apical e 

criolesão em camundongos com 1 e 7 dias de vida. 

Após intensa busca na literatura, os protocolos escolhidos para o desenvolvimento desse 

trabalho foram "Surgical models for cardiac regeneration in neonatal mice" (MAHMOUD et 

al., 2014) e "A cryoinjury model in neonatal mice for cardiac translational and regeneration 

research" (POLIZZOTTI et al., 2015), onde encontramos a compilação de técnicas utilizadas 

com resultados comprovados por diferentes grupos e aperfeiçoamento de algumas etapas que 

representaram grandes desafios para outros grupos de pesquisa (STRUNGS et al., 2013; 

ANDERSEN et al., 2014; BRYANT et al., 2015; DAREHZERESHKI et al., 2015).  

Embora descritos por diferentes grupos, os modelos de lesão cardíaca por ressecção 

apical e criolesão não tinham sido ainda estabelecidos no IBCCF. As adaptações realizadas ao 

longo desse processo foram baseadas na experiência prévia que adquiri durante a elaboração 

da minha monografia na graduação ("Avaliação morfo-funcional do infarto do miocárdio em 

ratos Wistar") e em pesquisas bibliográficas.   

Em virtude dos resultados controversos observados nos estudos de regeneração 

cardíaca, optamos pela elaboração das documentações impressa (POP) e em vídeo, a fim de 

minimizar a ocorrência de desvios na execução de etapas fundamentais do procedimento 

cirúrgico. O POP foi elaborado seguindo um modelo já utilizado no Laboratório de 

Cardiologia Celular e Molecular. Para a documentação em vídeo, utilizamos como base nos 

vídeos publicados na literatura (CHABLAIS & JAZWINSKA, 2012; XIONG & HOU, 2016). 

Preocupados em garantir o entendimento por pesquisadores de posse desse material, 

adicionamos às imagens uma legenda simples e objetiva.  

Para indução da lesão cardíaca por ressecção apical e criolesão, os camundongos P1 e 

P7 precisavam ser anestesiados. Diferente do que foi observado em camundongos P1, os 
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animais P7 apresentaram resistência à anestesia induzida por hiportemia quando colocados 

sobre o gelo comum - material que foi descrito nos protocolos que utilizamos como base 

(MAHMOUD et al., 2014; POLIZZOTTI et al., 2015). Para resolver esse problema, 

utilizamos uma bolsa de gelo em gel. Após, observamos que o tempo total necessário para 

execução de todas as etapas variou de 25 a 35 min. Essa faixa temporal foi semelhante ao que 

foi observada pelos grupos de Mahmoud e Polizzotti (MAHMOUD et al., 2014; 

POLIZZOTTI et al., 2015). Assim, os protocolos foram reproduzidos dentro do tempo 

esperado. A análise da sobrevivência revelou que, 60 dias após o procedimento cirúrgico, 

42% dos animais do grupo RA P1 e 12% dos animais do grupo no grupo RA P7 

sobreviveram. Com relação aos animais submetidos a criolesão, 22% dos animais do grupo 

CRIO P1 e 50% dos animais do grupo CRIO P7 sobreviveram. Já os animais do grupo 

SHAM, 88% no grupo SHAM P1 e 36% no grupo SHAM P7 sobreviveram. De acordo com a 

literatura, a sobrevivência após 24 horas do procedimento é de 70% a 90%, entretanto a 

canibalização reduz para 60% a 70% (MAHMOUD et al., 2014; PORRELLO et al., 2011).  

Segundo Mahmoud e colaboradores, alguns fatores podem influenciar diretamente na 

sobrevivência tais como: quantidade de tecido ressecionado, canibalização da mãe e variação 

da temperatura antes e após a cirurgia  (MAHMOUD et al., 2014). 

Em seguida, para caracterização dos modelos, inicialmente avaliamos a função cardíaca 

dos camundongos P1 e P7 30 e 60 dias após a lesão. 

No grupo RA, nossos resultados demonstraram que a função cardíaca dos camundongos 

P1 foi preservada (Figura 6). Os mesmos resultados foram observados por Porrello e 

colaboradores, 60 dias após o corte de 15% do ápice do coração de camundongos P1 

(PORRELLO et al., 2011). Resultados semelhantes foram também observados por esse grupo 

21 dias após a indução do IM por LDA (PORRELLO et al., 2013). Assim, esses resultados 

sugerem que os corações de camundongos P1 do grupo RA mantêm a capacidade 

regenerativa, de modo a restaurar a função cardíaca. 

Já os camundongos P7 apresentaram redução significativa da FE 30 e 60 dias após a 

ressecção apical (Figura 7). Esses resultados foram semelhantes aos dados publicados por 

Porrello e colaboradores (PORRELLO et al., 2011; PORRELLO et al., 2013). Portanto, a 

disfunção cardíaca observada nesses animais sugerem que os corações dos camundongos P7 

do grupo RA não regeneraram. 

No grupo CRIO, camundongos P1 apresentaram redução significativa da FE 30 e 60 

dias após a criolesão. Porém, observamos que os valores encontrados ainda estão na faixa de 

normalidade (FE>50%) (Figura 14). Darehzereshki e colaboradores demonstraram disfunção 
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sistólica nos animais P1 após a indução de lesões transmurais, aplicando uma sonda de 2 mm 

de diâmetro sobre o coração durante 5 s. No entanto, esses pesquisadores não observaram 

alteração da função cardíaca quando a sonda foi aplicada durante 1s (lesão não-transmural) 

(DAREHZERESHKI et al., 2015). Já Polizzotti e colaboradores, utilizando sondas de 

tamanho diferente (0,5 e 1,5 mm) e aplicando-as durante 1 s, observaram disfunção cardíaca 

apenas quando a sonda maior foi utilizada (POLIZZOTTI et al., 2015; POLIZZOTTI et al., 

2016). No presente trabalho, utilizamos uma sonda de 1 mm aplicada sobre o coração durante 

10 s. Portanto, nossos resultados sugerem que o tamanho da lesão produzido influenciou 

negativamente a regeneração dos corações desses animais. 

Já os camundongos P7 apresentaram redução significativa da FE (~ 40%), bem como 

alteração de outros parâmetros ecocardiográficos (FAC, VSF e VDF) (Figura 15). Esses 

resultados foram semelhantes aos dados publicados em camundongos e ratos (VAN DEN 

BOS et al., 2005; CIULLA et al., 2004). Portanto, a disfunção cardíaca observada nesses 

animais sugerem que os corações dos camundongos P7 do grupo CRIO não regeneraram. 

 Considerado um exame complementar importante de diganóstico na clínica para 

identificar lesões miocardíacas, realizamos também as análises por ECG. Até o momento, 

nosso trabalho é o único da literatura que avaliou a atividade elétrica do coração de 

camundongos neonatos após lesão cardíaca por ressecção apical.  

Com relação ao grupo RA, nossos resultados demonstraram redução significativa dos 

intervalos QT e QTc dos camundongos P1 apenas 60 dias após a ressecção apical (Figura 8). 

Já os animais P1 do grupo CRIO apresentaram redução significativa da FC e aumento do 

intervalo PR (Figura 16). No entanto, não foram observadas alterações dos parâmetros 

eletrocardiográficos nos camundongos P7 de ambos os grupos (Figura 9 e 17). Diante desses 

resultados, uma análise mais aprofundada deve ser realizada para tentar compreender as 

alterações observadas no ECG dos animais P1.  

Em seguida, realizamos análises histológicas 2, 7, 21 e 60 dias após ressecção apical e 

criolesão para quantificação de fibras colágenas e identificação de alterações morfológicas. 

No grupo RA, nossos resultados demonstraram aumento significativo do percentual de 

fibras colágenas nos corações dos camundongos P1 7 e 60 dias pós-OP (Figura 11) e nos 

corações dos camundongos P7 21 dias pós-OP. Porrello e colaboradores também observaram 

a presença de fibras colágenas no coração de camundongos P1 7 dias após a ressecção apical. 

O mesmo resultado foi observado em camundongos P1 após a indução do IM por LDA. 

Entretanto, os pesquisadores não observaram tecido cicatricial a partir do 21º dia após a lesão, 
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diferente do que foi observado nesse trabalho (PORRELLO et al., 2011; PORRELLO et al., 

2013).  

Com relação a análise morfológica, a coloração por HE revelou a presença de tecido de 

granulação e de fibras musculares e núcleos desorganizados apenas no coração dos 

camundongos P7 (Figura 12), semelhante ao que foi observado na literatura (PORELLO et 

al., 2011). 

No grupo CRIO, nossos resultados demonstraram aumento significativo do percentual 

de fibras colágenas no coração de camundongos P1 21 e 60 dias pós-OP e no coração dos 

camundongos P7 7, 21 e 60 dias pós-OP (Figura 19). Darehzereshki e colaboradores também 

observaram tecido fibrótico 21, 60 e 120 dias após a criolesão em camundongos P1. Além 

disso, após análise morfométrica, o grupo relatou que a quantidade de tecido fibrótico 

encontrada no coração dos camundongos neonatos após a criolesão é semelhante à observada 

em camundongo adulto após o infarto do miocárdio experimental (DAREHZERESHKI et al., 

2015). Outros pesquisadores também relataram presença de fibrose 7, 30 dias e até 7 meses 

após a criolesão induzida por sonda metálica de 1,5 mm (POLIZZOTTI et al., 2016).  

No presente trabalho, o percentual de fibrose observado no coração dos camundongos 

P7 foi semelhante ao valor observado pelo grupo de Van den Bos em camundongos adultos, 

após a produção de lesão transmural induzida pela criolesão (VAN DEN BOS et al., 2005). 

Ademais, nós observamos afinamento da parede ventricular após a criolesão. Esses resultados 

corroboram os dados publicados  na literatura (CIULLA et al., 2004; POLIZZOTTI et al., 

2016). O afinamento é consequência do deslizamento das miofibrilas realinhando os miócitos - 

característica observada no remodelamento cardíaco (ZORNOFF; SPADARO, 1997). 

Por fim, com relação a análise morfológica, a coloração por HE revelou a presença de 

tecido de granulação e fibras cardíacas e núcleos desorganizados na área de borda da lesão 

(Figura 20). Os mesmos resultados foram observados pelo grupo do Strungs (STRUNGS et 

al., 2013). 

Em suma, acreditamos que os protocolos de lesão cardíaca por ressecção apical e 

criolesão desenvolvidos nesse trabalho contribuem para utilização futura em inúmeros 

projetos que visam compreender os mecanismos de regeneração cardíaca que ainda não foram 

elucidados.  
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7. CONCLUSÃO 

• As documentações impressa e em vídeo, de ambos os modelos, foram elaboradas com 

sucesso e os protocolos foram padronizados. 

• A função cardíaca dos camundongos em P1 do grupo RA foi preservada.  

• Os camundongos em P1 do grupo CRIO apresentaram alterações na função cardíaca, 

sugerindo que o tamanho da lesão influenciou negativamente a regeneração dos corações 

desses animais. 

• A função cardíaca dos camundongos em P7 do grupo RA e CRIO se mostrou 

prejudicada. 

Portanto, ambos os modelos foram estabelecidos poderão ser utilizados por alunos e 

pesquisadores do Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho – Universidade Federal do Rio de 

Janeiro – e demais instituições de ensino e pesquisa.  
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9. ANEXOS 

Anexo I - Certificado de aprovação do projeto pelo comitê de ética.  
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Anexo II - POP do modelo de lesão cardíaca por ressecção apical 
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1. OBJETIVO 

Descrever o procedimento necessário para a realização do modelo de lesão cardíaca 

induzida por ressecção apical em camundongos neonatos com 1 e 7 dias de idade (P1 e P7, 

respectivamente). 

 

2. CAMPO DE APLICAÇÃO 

Esse procedimento, desenvolvido no Laboratório de Cardiologia Celular e Molecular 

(LCCM), aplica-se aos alunos da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e demais 

Instituições de Ensino e Pesquisa que objetivam estudar o processo de regeneração cardíaca. 

 

3. RESPONSABILIDADES 

 

- Experimentadores 

 

 Submeter à Comissão de Ética do Uso de Animais em Pesquisa (CEUA) o projeto 

ou piloto antes de iniciar qualquer experimento com manipulação animal. 

 Separar os materiais e equipamentos necessários (tópico 6.2) para a realização da 

cirurgia, bem como verificar a disponibilidade de uso da sala cirúrgica. 

 Garantir que o material cirúrgico esteja em condições de uso. 

 Verificar, juntamente com os bioteristas, a data de nascimento dos camundongos. 

 Garantir que a cama aquecida (T/Pump professional) funcione em condições 

adequadas de temperatura (36,5 ⁰C - 38 ⁰C). 

 Após a realização da cirurgia, garantir: (1) a lavagem do material cirúrgico; (2) o 

desligamento e a limpeza da cama aquecida e (3) o armazenamento dos materiais 

e equipamentos utilizados. 

 

- Coordenadora do laboratório 

 

 Verificar, com o aluno, a aprovação do projeto ou piloto junto ao CEUA. 

 Conferir, com o aluno, a disponibilidade dos materiais antes de iniciar o 

procedimento cirúrgico. 

 

 

 

4. CONDIÇÕES DE BIOSSEGURANÇA 
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A antissepsia das mãos e o uso de equipamentos de proteção individual (EPIs) são 

medidas preventivas simples contra zoonoses - doenças infecciosas transmitidas de animais 

para humanos (ANDRADE, A, 2012). Para a realização do procedimento descrito neste 

documento, os EPIs recomendados são: óculos, máscara, touca, luva, calçado fechado e 

jaleco. 

Referências Bibliográficas: 

ANDRADE, A. Biossegurança em biotérios [online]. Rio de Janeiro: Editora FIOCRUZ, 

2002. p. 381-387. Acesso em: 16/09/2018. Disponível em: 

http://books.scielo.org/id/sfwtj/pdf/andrade-9788575413869-47.pdf 

 

 

 

5. DEFINIÇÕES 

 

O modelo de lesão cardíaca por ressecção apical, inicialmente desenvolvido em peixe-

zebra (POSS et al, 2002), foi aplicado a camundongos neonatos (PORRELLO et al, 2011). 

Este modelo consiste na remoção de 15% do ápice do ventrículo esquerdo do coração de 

camundongos neonatos e tem sido amplamente utilizado no estudo do processo de 

regeneração cardíaca.  

 

Referências Bibliográficas: 

POSS, K.D; WILSON, L.G; KEATING, M, T. Heart regeneration in zebrafish. Science. 

v.298. p.2188-2190.2002. 

PORRELLO, E.R; MAHMOUD, A.I; SIMPSON, E; HILL, J.A; RICHARDSON, J.A; 

OLSON, E.N; SADEK, H.A. Transient regenerative potential of the neonatal mouse heart. 

Science. v.331. p.1078-1080.2011. 

 

 

6. PROCEDIMENTOS 

6.1. Recomendações de segurança 

É recomendável, aos experimentadores, o uso de EPIs durante todo o procedimento 

cirúrgico e durante manuseio dos animais no biotério. 

6.2. Materiais e equipamentos utilizados 

  EPIs para o experimentador. 

  Recipiente com gelo. 

  Pedaços de gaze. 
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  Bolsa de gelo. 

  Papel interfolha. 

  Mesa cirúrgica. 

  Recipiente com álcool 70%. 

  Fita adesiva. 

  Hastes flexíveis com pontas de algodão (cotonetes). 

  Material cirúrgico: 1 tesoura pequena, 3 pinças curvas (2 pequenas e 1 grande) e pinça 
hemostática reta média (porta agulha) e tesoura oftálmica pequena (castroviejo). 

  Fio de sutura prolene 6-0 (Johnson&Johnson do Brasil). 

  Fio de Nylon - monofilamento 5-0 (Procare). 

  Cama aquecida (T/Pump professional) à 38 ⁰C.  

 

- Na Figura 1, alguns dos materiais e equipamentos utilizados durante o procedimento 

de indução da lesão cardíaca por resseccção apical. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Materiais e equipamentos utilizados no procedimento cirúrgico: (A) mesa acrílica com uma 

bolsa de gelo coberta por papel interfolha e hastes flexíveis com ponta de algodão; (B) cama aquecida; 

(C) fio de nylon 5-0, 1 pinça curva grande, 1 tesoura pequena, 2 pinças curvas pequenas, hastes flexíveis 

com ponta de algodão, tampa contendo álcool 70%, pinça hemostática pequena e tesoura oftálmica 

(castroviejo). 
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6.3.  Experimento 

- Neste tópico, as figuras demonstram cada etapa do procedimento para a indução da 

lesão cardíaca por ressecção apical em camundongos P1 (à esquerda) e P7 (à direita).  

1- Colocar o camundongo em P1 em recipiente com gelo comum coberto com gaze 

(para evitar a ocorrência de queimaduras) e o camundongo em P7 em recipiente maior 

(isopor de 1,5 L) contendo uma bolsa de gelo. 

 

 

 

 

 

 

 

2- Observar a perda postural e a falta de movimentos do camundongo ao tocá-lo. A 

ausência de movimentos indica que o animal entrou em plano anestésico induzido por 

hipotermia. O tempo necessário para o camundongo P1 ou P7 entrar em plano 

anestésico induzido por hiportemia foi de, aproximadamente, 3 a 5 min. 
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3- Em seguida, colocar o camundongo em decúbito dorsal sobre a bolsa de gelo coberta 

com papel interfolha a fim de manter o camundongo anestesiado durante o 

procedimento cirúrgico. Fixar as patas e a cabeça com fita adesiva. 

 

 

 

 

 

 

 

4- Fazer a antissepsia da pele, na região do tórax próximo às patas dianteiras, com uma 

haste flexível umedecida com álcool 70%.  

 

 

 

 

 

 

 

5- Com auxílio da tesoura pequena e pinça curva pequena, fazer uma incisão na pele do 

lado esquerdo de, aproximadamente, 0,5 cm. 
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6- Com auxílio da pinça curva, divulsionar o músculo intercostal localizado entre quarta 

e quinta costelas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7- Pressionar levemente o lado direito do tórax para exteriorização do coração pela 

incisão do lado esquerdo. 

 

 

 

 

 

 

 

8- Utilizando a tesoura oftalmológica (castroviejo), realizar a ressecção de, 

aproximadamente, 15% do tecido apical do coração. Atenção: ressecção acima de 25% 

do tecido cardíaco poderá ocasionar a morte do animal por hemorragia. 
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9- Com uma haste flexível, estancar o sangramento e inserir o coração na cavidade 

torácica. 

 

 

 

 

 

 

 

10- Com auxílio da tesoura hemostática, da pinça curva pequena e do fio prolene 6-0 

(P1) ou nylon preto 5-0 (P7) fechar a musculatura intercostal e a pele com pontos 

chuleio simples. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

11- Utilizando haste flexível umedecida com álcool 70%, remover o sangue da pele e 

do pêlo do animal, para impedir o canibalismo ao retornar ao biotério. 
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12- Remover a fita adesiva utilizada na fixação do camundongo. Colocar o animal na 

cama aquecida para recuperação da temperatura e movimentos corporais. 
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Anexo III - POP do modelo de lesão cardíaca por criolesão 
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1. OBJETIVO 

Descrever o procedimento necessário para a realização do modelo de lesão 

cardíaca induzida por criolesão em camundongos neonatos com 1 dia e 7 dias de idade 

(P1 e P7, respectivamente). 

 

2. CAMPO DE APLICAÇÃO 

Esse procedimento, desenvolvido no Laboratório de Cardiologia Celular e 

Molecular (LCCM), aplica-se aos alunos da Universidade Federal do Rio de Janeiro 

(UFRJ) e demais Instituições de Ensino e Pesquisa que objetivam estudar o processo de 

regeneração cardíaca. 

 

3. RESPONSABILIDADES 

 

- Experimentadores 

 

 Submeter à Comissão de Ética do Uso de Animais em Pesquisa (CEUA) o 

projeto ou piloto, antes de iniciar qualquer experimento com manipulação 

animal. 

 Separar os materiais e equipamentos necessários (tópico 6.2) para a 

realização da cirurgia, bem como verificar a disponibilidade de uso da sala 

cirúrgica. 

 Garantir que o material cirúrgico esteja em condições de uso. 

 Verificar, juntamente com os bioteristas, a data de nascimento dos 

camundongos. 

 Garantir que a cama aquecida (T/Pump professional) funcione em condições 

adequadas de temperatura (36,5 ⁰C - 38 ⁰C). 

 Após a realização da cirurgia, garantir: (1) a lavagem do material cirúrgico; 

(2) o desligamento e a limpeza da cama aquecida e (3) o armazenamento 

dos materiais e equipamentos utilizados. 

 

- Coordenadora do laboratório 

 

 Verificar, com o aluno, a aprovação do projeto ou piloto junto ao CEUA. 

 Conferir, com o aluno, a disponibilidade dos materiais antes de iniciar o 

procedimento cirúrgico. 

 

 

 

4. CONDIÇÕES DE BIOSSEGURANÇA 
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A antissepsia das mãos e o uso de equipamentos de proteção individual (EPIs) são 

medidas preventivas simples contra zoonoses - doenças infecciosas transmitidas de 

animais para humanos (ANDRADE, A, 2012). Para a realização do procedimento 

descrito neste documento, os EPIs recomendados são: óculos, máscara, touca, luva, 

calçado fechado e jaleco. 

Referências Bibliográficas: 

ANDRADE, A. Biossegurança em biotérios [online]. Rio de Janeiro: Editora 
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5. DEFINIÇÕES 

 

O modelo de lesão cardíaca por criolesão, inicialmente desenvolvido em 

camundongos adultos (VAN DEN BOSS et al, 2005), foi aplicado a camundongos 

neonatos (DAREHZERESHKI et al, 2015). Para induzir a lesão cardíaca, a sonda 

(cryoprobes) é submetida ao resfriamento em nitrogênio líquido e, em seguida, colocada 

sobre o coração por alguns segundos, causando a lesão no miocárdio (POLIZZOTTI et 

al., 2016). Esse modelo tem sido amplamente utilizado nos estudos de regeneração 

cardíaca (POLIZZOTTI et al., 2016). 
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6. PROCEDIMENTOS 

6.1. Recomendações de segurança 
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É recomendável, aos experimentadores, o uso de EPIs durante todo o 

procedimento cirúrgico e durante manuseio dos animais no biotério. 

6.2. Materiais e equipamentos utilizados 

 EPIs para o experimentador. 

 Recipiente com gelo. 

 Pedaços de gaze. 

 Bolsa de gelo. 

 Papel interfolha. 

 Mesa cirúrgica. 

 Recipiente com álcool 70%. 

 Fita adesiva. 

 Hastes flexíveis com pontas de algodão (cotonetes). 

 Material cirúrgico: 1 tesoura pequena, 3 pinças curvas (2 pequenas e 1 grande) e 

pinça hemostática reta média (porta agulha). 

 Sonda metálica 1 mm de diâmetro - pinça de aço inoxidável com ponta reta, com 

extremidade posterior (local de apoio) isolada com fita adesiva. O isolamento é 

necessário para evitar queimadura do experimentador ao manipular a sonda. 

 Galão contendo nitrogênio líquido (-196 ºC). 

 Tubo de 50 mL, com barbante amarrado na ponta, para facilitar o manuseio de 

pequenas quantidades de nitrogênio líquido. 

 Isopor pequeno (para permitir maior durabilidade do nitrogênio líquido). 

 Cronômetro (timer) previamente programado em 12 segundos. 

 Fio de sutura prolene 6-0 (Johnson&Johnson do Brasil). 

 Fio de Nylon - Monofilamento 5-0 (Procare). 

 Cama aquecida (T/Pump professional) à 38 ⁰C. 

 

- Na Figura 1, alguns dos materiais e equipamentos utilizados durante o 

procedimento de indução da lesão cardíaca por criolesão. 
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Figura 1: Materiais e equipamentos utilizados no procedimento cirúrgico: (A) mesa acrílica com uma bolsa 

de gelo coberta por papel interfolha e hastes flexíveis com ponta de algodão; (B) cama aquecida; (C) tubo 

de 50 mL pra coletar nitrogênio, sonda metálica, tampa contendo álcool 70%, gaze, hastes flexíveis com 

ponta de algodão, 1 pinça hemostática pequena, 2 pinças curvas pequenas, 1 tesoura pequena e 1 pin 
a curva grande 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.3.  Experimento 

 

- Neste tópico, as figuras demonstram cada etapa do procedimento para a indução 

da lesão cardíaca criolesão em camundongos P1 (à esquerda) e P7 (à direita).  

 

1- Colocar o camundongo P1 em recipiente com gelo comum coberto com gaze 

(para evitar a ocorrência de queimaduras) e o camundongo em P7 em recipiente 

maior (isopor de 1,5 L) contendo uma bolsa de gelo. 
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2- Observar a perda postural e a falta de movimentos do camundongo ao tocá-lo. 

A ausência de movimentos indica que o animal entrou em plano anestésico 

induzido por hipotermia. O tempo necessário para o camundongo P1 ou P7 entrar 

em plano anestésico induzido por hiportemia foi de, aproximadamente, 3 a 5 min. 

 

 

 

 

 

 

 

3- Em seguida, colocar o camundongo em decúbito dorsal sobre a bolsa de gelo 

coberta com papel interfolha a fim de manter o camundongo anestesiado durante o 

procedimento cirúrgico. Fixar as patas e a cabeça com fita adesiva. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4- Fazer a antissepsia da pele, na região do tórax próximo às patas dianteiras, com 

uma haste flexível umedecida com álcool 70%.  
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5- Com auxílio da tesoura pequena e pinça curva pequena, fazer uma incisão na 

pele do lado esquerdo de, aproximadamente, 0,5 cm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6- Colocar a sonda metálica em nitrogênio líquido (-196 ºC) para resfriamento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

7- Com auxílio da pinça curva, divulsionar o músculo intercostal localizado entre 

quarta e quinta costelas. 
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8- Pressionar levemente o lado direito do tórax para exteriorização do coração 

pela incisão do lado esquerdo. 

 

 

 

 

 

 

 

9- Com cuidado, retirar a sonda do recipiente contendo nitrogênio líquido 

(remover o excesso de nitrogênio líquido). Aplicar a sonda sobre a região do ápice 

do ventrículo esquerdo durante 10 segundos. Importante: não realizar qualquer 

movimento durante a indução da lesão. 

Atenção: o tempo pode variar de acordo com o tamanho da lesão desejado para o 

estudo. 
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10- Ao término do tempo cronometrado, remover a sonda. Observar a presença de 

uma área esbranquiçada (ponta da seta). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

11- Com auxílio da pinça curva ou da haste flexível, inserir o coração na cavidade 

torácica. 

 

 

 

 

 

 

12- Com auxílio da tesoura hemostática, da pinça curva pequena e do fio prolene 

6-0 (P1) ou nylon preto 5-0 (P7) fechar a musculatura intercostal e a pele com 

pontos chuleio simples. 
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13- Utilizando haste flexível umedecida com álcool 70%, remover o sangue da 

pele e do pêlo do animal, para impedir o canibalismo ao retornar ao biotério. 

 

 

 

 

 

 

14- Remover a fita adesiva utilizada na fixação do camundongo. Colocar o animal 

na cama aquecida para recuperação da temperatura e movimentos corporais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


