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RESUMO 
 

 
Introdução: O processo inflamatório que se observa após um infarto do miocárdio 

(IM) é necessário para a reparação tecidual, contudo se essa resposta for insuficiente 

ou exacerbada, o paciente pode evoluir com graves manifestações clínicas. A 

modulação da inflamação, de modo a reprimir as repostas exacerbadas, se mostra 

um alvo terapêutico promissor. Trabalhos prévios mostraram que a resposta 

imunológica pode ser modulada com a atuação do sistema nervoso parassimpático, 

por um reflexo denominado de “reflexo anti-inflamatório colinérgico”. Diversos meios 

podem ser usados para modular este reflexo, como o uso de fármacos. O brometo de 

piridostigmina é um potente anticolinesterásico que vem sendo usado pelo nosso 

grupo e tem evidenciando melhoras funcionais e morfológicas nos estudos conduzidos 

em estados inflamatórios pós lesão cardíaca. Objetivo: Avaliamos se a administração 

do brometo de piridostigmina modifica a concentração de citocinas pró-inflamatórias 

(Interleucina 1-β, interleucina 6 e TNF-α) e anti-inflamatória (Interleucina 10) e se 

altera as populações de células T reg e macrófagos (M1 e M2) no tecido cardíaco 

lesado após IM em ratos. Métodos: utlizamos ratos machos adultos da linhagem 

Wistar, com perso variando 200 e 250, dividos em grupo controle (CS), grupo infartado 

não tratado (IC) e grupo infartado tratado (IP). O infarto do miocárdio foi realizado por 

ligadura da artéria coronária esquerda, o grupo IP foi imediatamente tratado com 

piridosigmina na dose de 40 mg/kg/dia na água ofertada. No quinto dia, todos os 

animais foram submetidos à canulação da artéria femoral para registro da pressão 

arterial (PA) no dia seguinte, extraindo assim os componentes da variabilidade da 

frequência cardicaca (VFC). No sétimo dia os animais foram eutanasiados 

especificamente para a coleta de tecido e dosagem de citocinas pela técnica de ELISA 

e realização da imunohistóquimica. Os resulados que tiveram comportamento 

paramétrico foram analisados por anáslise de variância (ANOVA) de uma via, 

enquanto os resultados com comportamento não paramétrico foram analisados por 

Kruskal-Wallis. Resultado: A pressão arterial diastólica do grupo IP (83 ± 0,3 mmHg) 

se apresentou semelhante ao grupo CS (82 ± 0,9 mmHg) e, estava elevada no grupo 

IC (88 ± 0,3 mmHg). Foi observada maior modulação vagal no gupo IP, quando 

comparado ao grupo IC, pois houve melhora nos componentes de baixa (14,7 ± 1,1 

un vs 28,7 ± 4,8 un) e alta frequência (85,4 ± 1,0 un vs 17,2 ± 5,0 un), da variabilidade 

da frequência cardíaca. Além disso, os valores de LF e HF foram semelhantes entre 



 

os grupos IP (16,8 ± 3.0 e 83,2 ± 3,0 un) e CS (14,7 ± 1,0 e 85,4 ± 1,0 un). A relação 

LF/HF no grupo CS (0,2 ± 0,05) e IP (0,2 ± 0,05) também foi semelhante, enquanto 

que no grupo IC estava elevada (0,4 ± 0,09). A concentração das citocinas pró-

inflamatórias foi maior no grupo IC quando comparada ao grupo IP, IL-1β (81 ± 21,8 

vs 29 ± 29,5,6 pg/ml), IL-6 (99 ± 26,6 vs 50 ± 22,4 pg/ml), TNF-α (99 ± 26,6 vs 11 ± 

2,4 pg/ml) e IL-10 (66 ± 6.8 vs 43 ± 3,0 pg/ml), sendo que os valores do grupo IP 

estavam semelhantes aos do grupo CS. A análise imunohistoquímica demonstrou que 

os macrófagos (MØ) M1 marcados no grupo IP apresentaram um padrão de 

distribuição na área de lesão diferente do grupo IC, estando mais concentrados na 

borda do tecido infartado. Além disso, os MØ M2 do grupo IP estavam mais elevados 

no sétimo dia após IM quando comparados ao IP. Conclusão: Observamos que a 

administração do anticolinesterásico piridostigmina influencia na mobilização de 

células inflamatórias na área infartada, reduzindo a relação de macrófagos M1/M2, 

com significativa redução das concentrações de citocinas pró-inflamatórias no tecido 

cardíaco de ratos, no 7º dia Pos IM.  

 

Palavra-chave: Infarto do miocárdio, Inflamação, Neuroimunomodulação, Via anti-
inflamatória colinérgica, Ratos Wistar. 
  



 

 
ABSTRACT 

 
 
Introduction: The inflammatory process after a myocardial infarction (MI) is necessary 

for tissue repair, but if that response is insufficient or exacerbated, the patient may 

have severe clinical manifestations. The modulation of inflammation to suppress the 

heightened responses, shown a promising therapeutic target. Previous studies have 

shown that the immune response can be modulated with the actions of the 

parasympathetic nervous system, by a reflex called "cholinergic anti-inflammatory 

reflex". Several means can be used to modulate this reflection, as the use of drugs. 

The pyridostigmine bromide is a potent anticholinesterase that has been used by our 

group and indicates improvements in functional and morphological studies in 

inflammatory states after cardiac injury. Objective: To evaluate whether the 

administration of pyridostigmine bromide modify the concentration of pro-inflammatory 

cytokines (interleukin 1-β, interleukin-6 and TNF-α) and anti-inflammatory (Interleukin 

10) and changes the populations of T reg cells and macrophages (M1 and M2) in 

cardiac tissue damaged after MI in rats. Methods: Adult male rats (Wistar), weighing 

200 to 250, were used and divided into control group (CS), untreated infarcted group 

(IC) and infarcted treated group (IP) Myocardial infarction was performed by ligation of 

the left coronary artery, the IP group piridosigmina and immediately treated with a dose 

of 40 mg / kg / day in the supplied water. On the fifth day, all animals underwent 

cannulation of the femoral artery for blood pressure (BP) recording the next day, 

thereby extracting the components of heart rate variability (HRV). On the seventh day 

the animals were killed specifically for the collection of tissue and measurement of 

cytokines by ELISA and immunohistochemistry achievement. The results of parametric 

behavior were analyzed by variance (ANOVA) of a road, while the results of non-

parametric behavior were analyzed by Kruskal-Wallis test. Result: The diastolic blood 

pressure of IP group (83 ± 0.3 mmHg) was similar to the CS group (82 ± 0.9 mmHg), 

and was higher in the HF group (88 ± 0.3 mmHg). Greater vagal modulation in the IP 

group was observed when compared to the HF group, because there was an 

improvement in the low frequency (LF) component (14.7 ± 1.0 vs 28.7 ± 5.0 nu) and in 

the high frequency (HF) componte (85.4 ± 1,0 un vs 17.2 ± 5.0 nu) of heart rate 

variability. Moreover, the LF and HF values were similar between IP groups (16.8 ± 3.0 

and 83.2 ± 3.0 nu) and CS (14.7 ± 1.0 and 85.4 ± 1.0 nu). The LF / HF ratio in the CS 



 

group (0.2 ± 0.05) and IP (0.2 ± 0.05) were also similar, whereas in the HF group was 

high (0.4 ± 0.09). The concentration of the inflammatory pro-cytokine were higher in 

HF group compared to the group IP, IL-1β (81 ± 29 vs. 21.8 ± 29,5,6 pg/ml), IL-6 (99 ± 

50 vs 26.6 ± 22.4 pg/ml) TNF-α (99 ± 11 vs. 26.6 ± 2.4 pg/ml) and IL-10 (66 ± 6.8 vs 

43 ± 3.0 pg/ml), and the PI values were similar to the CS group. Immunohistochemical 

analysis demonstrated that macrophages (MO) M1 marked on the IP group showed a 

distribution pattern different in lesion area of the IC group, being more concentrated at 

the edge of the infarcted tissue. Moreover, MO M2 IP group were higher on the seventh 

day after MI compared to the IP. Conclusion: We observed that the administration of 

pyridostigmine anticholinesterase influences the mobilization of inflammatory cells in 

the infarcted area, reducing macrophage ratio M1 / M2, with significant reduction in 

concentrations of proinflammatory cytokines in cardiac tissue of rats, on the 7th day 

Pos IM. 

 
Keyword: Myocardial infarction, inflammation, Neuroimmunomodulation, Cholinergic 
anti-inflammatory pathway, Wistar. 
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1) Introdução 

As doenças cardíacas atualmente se apresentam como umas das 

principais causas de morte no mundo. As síndromes coronarianas agudas se 

caracterizam como um grupo variado de agravos cardiovasculares, dos quais se 

destaca o infarto do miocárdio (IM). 1 O IM apresenta elevado impacto social e 

devido à alta complexidade necessária ao seu adequado tratamento e elevada 

prevalência, essa condição clínica tem alta mortalidade. Além disso, o IM pode 

evoluir com disfunção ventricular de graus variados, o que reduz a qualidade de 

vida, leva à aposentadoria precoce, e traz prejuízos no âmbito familiar. No nosso 

meio, o IM é uma das principais causas da síndrome de insuficiência cardíaca 

congestiva. 2-5 

O termo IM se refere à lesão isquêmica originária de uma redução severa 

ou completa do aporte sanguíneo para os cardiomiócitos, provocando morte 

celular e alterações funcionais e estruturais na zona afetada, bem como no 

miocárdio remanescente. Seu prognóstico varia de acordo com a extensão e 

localização da área de necrose, e com a intensidade do processo de reparação 

da área afetada pelo infarto. 6 

A maioria dos casos de IM decorre da ruptura de uma placa 

aterosclerótica instável seguida da formação de um coágulo (trombo 

intracoronário) que oclui a luz da artéria coronária, levando à privação severa do 

fluxo sanguíneo para o miocárdio. A isquemia sustentada acarreta a morte 

celular, o que desencadeia um processo inflamatório, cuja intensidade depende 

de inúmeros fatores, incluindo o grau de lesão inicial. 6  

De acordo com a extensão do acomentimento na parede muscular o IM 

pode se apresentar como um infarto subendocárdico ou transmural, sendo o 

segundo mais comum e mais grave. 6 A evolução da necrose isquêmica depende 

predominantemente da duração da isquemia, da intensidade, da circulação 

colateral e do estado prévio do miocárdio. 7 Uma isquemia cardíaca por menos 

de cinco minutos já é suficiente para causar anormalidades funcionais durante 

48 horas no cardiomiócito, mas esta anormalidade é reversível, 8 e se apresenta 

com pouca ou nenhuma reação inflamatória. 9  
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As alterações de origem isquêmica em cardiomiócitos de humanos  são 

reversíveis, se o estímulo nocivo for retirado nos primeiros 15 a 20 minutos. A 

isquemia cardíaca prolongada leva a lesão grave e irreversível, sendo 

observandas assim alterações no metabolismo energético e na funcionalidade 

do miocárdio. As alterações responsáveis pela morte celular decorrem da 

redução do pH, que contribui para a autodigestão celular, da disfunção na 

geração de energia, por baixa eficiência do sistema glicolítico, e o rápido 

depreciamento dos estoques de glicogênio. Simultaneamente há cessação da 

produção de adenosina trifosfato (ATP) que interrompe os mecanismos celulares 

dependentes de energia, como: (1) A bomba de sódio e potássio, levando ao 

aumento do influxo de Na+ e a saída de K+, e entrada de água; (2) A bomba de 

cálcio, que leva ao aumento do influxo de Ca2
+ para o citosol, ativando enzimas 

auto-líticas. Cabe ressaltar que essas alterações nas bombas levam ao inchaço 

celular; (3) O retículo endoplasmático rugoso perde seus ribossomos pela 

tumescência celular, levando a perda de produção de proteínas. 

Consequentemente há o relaxamento miofibrilar com cessão de sua 

contratilidade, a ruptura do sarcolema e mitocôndrias com densidades amorfas 

se tornam bem visíveis. Todo este processo se dá ao longo de 04 horas após a 

isquemia. 6  

Compreender os processos celulares de lesão, de adaptação e 

reparação tecidual após o IM é essencial para determinar o prognóstico e 

desenvolver estratégias mais efetivas para a sua abordagem terapêutica. Sabe-

se que a lesão isquêmica estimula as células a liberarem sinais que ativam o 

sistema imunológico, gerando um processo inflamatório complexo (com reações 

inflamatórias e anti-inflamatórias), na tentativa de reparar o tecido afetado. 10 

A substituição gradual do miocárdio irreversivelmente lesado por um 

tecido cicatricial depende da eficiência do sistema imunológico (SI) na limpeza 

dos detritos celulares da zona infartada. A eficiência do SI também interfere na 

qualidade da cicatriz, que por sua vez tem impacto na função e estrutura do 

miocárdio, que, posteriormente, influi na evolução clínica do paciente. 

Portanto, a compreensão das diversas etapas e dos diferentes 

componentes desse orquestrado processo inflamatório tem potencial para 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas.  
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O SI é um sistema de defesa que compreende vários órgãos, diferentes 

tipos de células e moléculas que têm como funções a eliminação de patógenos, 

a prevenção de doenças malignas, a cicatrização e o envolvimento na rejeição 

de aloenxerto. O SI é didaticamente dividido em sistema imune inato e 

adaptativo. 11 

 

1.1) Sistema imune inato e adaptativo 

O SI inato é constituído de barreiras físicas, como células epiteliais, e 

fatores solúveis, como o sistema complemento, e representa a primeira linha de 

defesa contra os agentes patogênicos. O componente celular do SI inato 

compreende: células dendríticas (DCs), monócitos (MO), macrófagos (MØ), 

células Natural Killer (NK), neutrófilos, basófilos e eosinófilos. Estas células têm 

Receptores de Reconhecimento de Patógenos (RRPs) que são capazes de 

detectar moléculas provenientes de agentes patogênicos. Os RRPs incluem 

moléculas da família dos receptores tipo Toll [do inglês, Toll-Like Receptors 

(TLR)] e do tipo NOD (do inglês, Nucleotid binding Oligomerization Domain 

receptors). Com a lesão tecidual, estruturas denominadas Padrões Moleculares 

Associados a Danos (PMAD) são expostas na superfície das células e se ligam 

aos RRPs das células apresentadoras de antígenos (CAAs). As PMAD ativam 

as células para realizar a depuração dos detritos teciduais e promover a 

liberação de citocinas e fatores de crescimento envolvidos na orquestração da 

resposta reparadora. Os MO/ MØ e DCs têm funções de fagocitar e apresentar 

antígenos às células do SI adaptativo. Depois de realizar a fagocitose ou 

pinocitose, o Ag é degradado em lisossomos e em seguida seus fragmentos são 

expressos na superfície das CAAs acopladas em uma estrutura molecular 

denominada Complexo Maior de Histocompatibilidade (CHM) de classe I e II 6. 

Esses complexos são apresentados às células do SI adaptativo. Outro 

mecanismo que aciona as células do SI se dá por meio da ativação da cascata 

do complemento. 6 

O SI adaptativo tem como componente humoral os anticorpos liberados 

por plasmócitos, e como componentes celulares as células T e B. Estes 

componentes se diferenciam do sistema imune inato por ter uma resposta mais 

lenta, específica e pela capacidade de produzir memória imunológica. As células 
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T e B possuem cada uma um único receptor de antígeno, o TCR (receptor de 

células T) e BCR (receptor de células B), respectivamente, e ao encontrar com 

seu antígeno cognato durante uma resposta imune tornam-se ativadas e 

multiplicam-se para assegurar uma resposta imune eficiente e altamente 

específica. 12 

As células T se originam de células tronco hematopoéticas (CTHs) na 

medula óssea. As CTH progenitoras linfóides se deslocam para o córtex do timo 

e se expandem, gerando uma grande população de células imunes imaturas. 

Estas células imaturas passam por fases de matruação para a expressão do 

TCR, e posteriormente ainda sofrem seleção natural para garantir sua 

funcionalidade. 12 As células que reconhecem o Complexo Maior de 

Histocompatibilidade (CMH) I se polarizam em linfócitos T CD8+ citotóxicos, ao 

passo que a seleção positiva para o CMH II resulta em linfócitos T CD4+ 

auxiliares. Após a polarização em linfócito T CD4+ e CD8+, estas células sofrem 

outra seleção para elimiar aquelas auto reativas. 13,14 Uma fração de células T 

desenvolve-se naturalmente em células T CD4+ CD25+ e Foxp3+, 15 como mostra 

a FIGURA1. Como será abordado mais adiante, essas células tem um papel 

fundamental como limitadoras ou reguladoras do processo inflamatório.  

Interação entre SI inato e adaptativo: papel das células apresentadoras de 

antígeno na ativação das células T 

A ativação de células T ocorre nos órgãos linfóides secundários, tais 

como nos nódulos linfáticos. As células T migram para o órgão linfóide 

secundário por meio de vênulas ou pelos vasos linfáticos aferentes, e são 

ativadas pela interação do seu TCR com o CMH das CAAs. Contudo, outras 

moléculas co-estimuladoras são necessárias para esta ativação, como o 

receptor de superfície B7 das CAAs e a proteína de superfície CD28 de linfócitos 

T. Após a interação destes receptores, a liberação de citocinas pelas CAAs tem 

um papel decisivo na diferenciação das celulas T efetoras, conforme 

apresentado na FIGURA 2. As células T ativadas deixam o linfonodo via vasos 

linfáticos eferentes para os sítios inflamatórios onde exercem função efetora 

específica. 16  
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Figura 1. Ativação das células T após lesão tecidual. Na presença de antígeno, após estimulação dos 
PPRs por PMADs temos a ativação das CAAs (residentes no tecido afetado ou no linfonodo), desta maneira 
expressando maior quantidade de moléculas co-estimuladoras como o B7 e o complexo peptídeo-CMH em 
sua superfície, quando comparada a sua forma não ativada. As células T residentes no linfonodo 
reconhecem através de seu TCR o complexo peptídeo-CMH, associado a ligação da molécula CD 28 com 
a molécula B7 da CAA, e na presença de co-estimulação por citocinas levam a diferenciação e proliferação 
das células T. As células T CD 4+ e T CD 8+ convencionais liberam de maneira autócrina e parácrina a 
molécula IL-2 que promove a proliferação e diferenciação de células T. Conforme a prevalência de citocinas 
no meio e do estado de ativação das CAAs as células T CD 4+ se diferenciam em subpopulações de células 
T. As células T ativadas migram para o sítio inflamatório para realizar sua função efetora específica. 16-19 
Figura adaptada de Neefjes (2011), Girard (2012), Zhu (2010) e Bevan (2004) 

 

 

Dependendo do tipo de RRP estimulado, as CAAs liberam diferentes 

citocinas, que determinarão em qual tipo de célula T CD4+ efetora se 

diferenciarão, ou seja, a polarização das células T CD4+ obedece 

preferencialmente a citocina secretada pela CAA (FIGURA2). 17 Além disso, cabe 

ressaltar que a CMH expressa na CAA também exerce grande influência. A CAA 

que apresenta o peptídeo CMH I estimula a diferenciação para células T CD8+ 

citotóxicas, que vão induzir a apoptose de células infectadas ou malignas, 18,19 

enquanto as células T CD4+ são ativadas por complexo peptídeo e CMH II.  

Um subgrupo especial de linfócitos T são os denominados linfócitos T 

reguladores (Tregs). Os linfócitos Treg são células que suprimem a atividade 

imunológica, bloqueando a ativação e a função das células T efetoras citotóxicas. 

20 Foram identificados como um subgrupo de células T CD4+ supressivas que 

expressavam o receptor de cadeia α da IL-2, denominado posteriormente de 

CD25. 21 As células Treg são originárias do Timo, pois evidencias mostraram que 
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camundongos timectomizados evoluíam com doenças auto-imunes graves. 

Corroborando com este achado, ao se utilizar anticorpos monoclonais anti CD25, 

ou camundongos geneticamente modificados (Foxp3DRT) depletandos de 

células Treg, observou-se o desenvolvimento de doenças auto-imunes 

sistêmicas de alta mortalidade. 22 Tais estudos demonstraram a importância 

fundamental das células Treg para proteção de resposta imunológica 

exacerbada ou mal direcionada. 20 

 

 

Figura 2. Subpopulações de células T. Célula T progenitora se diferenciam 
no Timo em CD8+, CD4+ e CD25+Foxp3+. Na periferia as células T CD4+ 
diferenciam após reconhecimento do antígeno em células efetoras ou 
reguladoras dependendo do citocina prevalente. Th1: célula T auxiliar 1; Th2: 
célula 2; Th17: célula 17; TFH: célula T auxiliar folicular; T reguladora Foxp3: 
célula T reguladora Foxp3; Tr1: célula T reguladora 1; T auxiliar TGF-b: fator 
de crescimento transformador beta; IL: Interleucina; RA: ácido retinóico. 18,19 
Figura adaptada de zhu (2010) e Bevan (2004) 

 

 

Cabe destacar que o fator nuclear de transcrição de proteína Forkhead 

3 (Foxp3) é determinante para a função reguladora das células Treg 22, sendo 

também seu principal marcador. 23 A importância funcional do Foxp3 foi 

observada em camundongos scurfy (que possuem proteína Foxp3 não 

funcional), que desenvolvem uma síndrome auto-imune grave e letal associada 

à inflamação de pele. 24 Em humanos o papel funcional da Foxp3 fica claro em 
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pacientes que apresentam a desregulação imune determinada pelo agravo 

poliendocrinopatia, uma enteropatia ligada ao X (IPEX). A IPEX está ligada a 

uma mutação genética, que atinge o locus associado à proteína Foxp3 de células 

Treg, gerando células Treg não funcionais, propriciando assim o aparecimento 

de doenças auto-imunes fatais em múltiplos órgãos. 25,26 Atualmente são 

conhecidos dois tipos de celulas Tregs: as células T CD4+ CD25+ Foxp3+ que 

são produzidas naturalmente no corpúsculo de Hassal no Timo e correspondem 

a 5-10% das células T CD4+ periféricas; e as células Treg adaptativas geradas 

na periferia com funções de liberação de citocinas inibitórias como IL-10 e TGF-

β. 21,23,27 As células Treg adaptativas têm se mostrado eficientes imuno-

supressoras através de vários mecanismos. 21, 28 

1.2) O processo inflamatório na cicatrização após IM 

Após o IM, o reparo da área lesada é dividido em várias fases 

orquestradas pelo SI. Como já mencionado, a qualidade da cicatrização e a 

gravidade do remodelamento cardíaco, estão relacionadas principalmente a 

modulação da resposta inflamatória, com o envolvimento das várias classes de 

células mieloides e linfóides que mediam tanto as reações inflamatórias como as 

anti-inflamatórias. 29-31 

O SI inato é o primeiro a ser ativado através da via do complemento, 

provavelmente pela liberação de estruturas celulares das células lesadas como 

a mitocôndria, cardiolipina e fragmentos de membranas. A elevação de mRNA e 

proteínas da via do complemento na área infartada já está bem documentada. 32 

Adicionalmente com a necrose celular, espécies reativas ao oxigênio (ROS) são 

extravasadas para o espaço extracelular e tem potencial lesivo para os 

cardiomiócitos e endotélio adjacentes, e também podem estimular a via 

inflamatória por ativação do complemento. 33 

A ativação da via do complemento apresenta função de quimiotaxia 

leucocitária, indução da expressão de P-selectina, aumento de substâncias 

quimiotáxicas e aumento da capacidade endotelial de se ligar ao neutrófilo, 

devido ao aumento da expressão do receptor ICAM (molécula de adesão celular) 

1. 34  

A liberação de substâncias quimiotáticas na região do IM é fundamental 

não apenas para a migração de neutrófilos, mas também de outros componentes 
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celulares do sistema imunológico, envolvidos no processo de tentativa de 

reparação da área lesada. A sequência de liberação de substâncias 

quimiotáticas engloba: A liberação da proteína C5a do complemento, que é 

gerada no fluido intersticial e é acompanhada por sintetização de IL-8 por 

infiltrado de neutrófilos; o Fator Ativador de Plaquetas (PAF) que é um mediador 

fosfolipídico liberado por células endoteliais em resposta a trombina, que tem 

potente ação quimiotática para adesão endotelial de neutrófilos. 35 

Num modelo de isquemia/ reperfusão, foi observado nas primeiras 4 

horas após reperfusão elevadas concentrações linfáticas de C5a. A 

concentração de C5a induz a expressão integrina antígeno de macrófago 1 

(MAC1 – CD11b/CD18) em neutrófilo e ICAM-1 em cardiomiócitos, inclusive em 

áreas de tecido viável. 36 A molécula ICAM-1 pode estar envolvida na facilitação 

de migração de neutrófilos após reperfusão miocárdica, e citotoxidade aderência 

dependente. 8 Ainda nas primeiras horas após IM, o TNF-α, derivado de 

mastócitos residentes teciduais, pode ser um fator importante para a maior 

expressão de IL-6 nos infiltrados celulares, e o início da cascata de citocinas 

responsável pela indução de ICAM-1 nos cardiomiócitos. A IL-6 pode induzir a 

ligação de neutrófilos a cardiomiócitos e ainda atuar como um depressor 

cardíaco dependente de óxido nítrico, no entanto, camundongos -/- IL-6 cursam 

com retardo na cicatrização tecidual cardíaca. 8,38,39  

Os neutrófilos, atraidos por fatores quimiotáticos, interagem com as 

moléculas de adesão endoteliais de vênulas pós-capilar, e saem dos vasos 

atingindo os tecidos (por diapedese) para liberar substâncias autacoídes. Estas 

substâncias, como os tromboxanos B2 e LTB4, induzem a vasoconstrição e 

agregação plaquetária. O acúmulo inicial de neutrófilos é um fator crítico para o 

controle das mudanças patofisiológicas, sendo eles atraídos para o sítio 

inflamatório pelas moléculas de IL-8, liberadas por células endoteliais. 8 

Apesar de serem importantes para a limpeza da área afetada, os 

neutrófilos apresentam uma citotoxidade para os cardiomiócitos viáveis quando 

estão expressando MAC1. Esta molécula está mais expressa nos cardiomiócitos 

por estímulos das citocinas IL-1, TNF-α e IL-6. 8 Durante o IM as citocinas IL-1, 

TNF e IL-6 se apresentam mais elevadas, criando um ambiente proprício para a 

ação citotóxica dos neutrófilos aos cardiomiócitos. 
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Os neutrófilos desempenham importante papel na resposta inflamatória 

do IM. Na fase aguda da lesão cardíaca os neutrófilos predominam, 

apresentando pico populacional no primeiro dia 8,40, mas são superados em 

número por MO em 24 a 48 horas. A inibição dos neutrófilos pode reduzir o 

tamanho da lesão miocárdica, no entanto como contribuem para a limpeza da 

zona afetada, e se constituem em pré-requisito para a cicatrização adequada, 8 

sua inibição pode obstar uma cicatriz de boa qualidade. 

Os MO/MØ também são células chaves da homeostase imune e são 

fundamentais para a cicatrização das lesões após o IM. Quando estão no tecido 

os MO/MØ apresentam funções como fagocitose, apresentação de antígenos e 

reparação tecidual. 40,41 No IM ocorre elevação da concentração de MO 

circulantes e da produção destas células na medula óssea, e também ocorre 

redução do tempo de permanência destas células na circulação, uma vez que 

migram para o foco da lesão. Os MO são atraídos pela C5a nas primeiras horas 

após reperfusão, e rapidamente chegam ao local do infarto, infiltram-se por meio 

do receptor da proteína quimiotática de monócitos (MCP) -1, e alcançam o pico 

de concentração em 2-3 dias pós IM. 42 Os MO liberam mediadores inflamatórios, 

especialmente TNF-α, e proteases para degradação da matriz extracelular 

(MEC), contribuindo ainda para a fagocitose de detritos e aumento na reação 

inflamatória 11. 

MO infiltrados no tecido isquêmico se maturam, estimulados pelo Fator 

Estimulador de Colônia de Macrófago (M-CSF) se diferencia em MØ. 43 Os MØ 

têm uma importante função no metabolismo da matriz extracelular, síntese de 

metaloproteinase e seus inibidores. 44,45 

A população de MO/MØ aumenta rapidamente após o início da isquemia 

e começa a encolher durante a resolução da inflamação, sendo que os MØ 

apresentam um novo pico populacional que caracteriza a fase de resolução. 

Apesar de sua meia vida curta, o recrutamento persistente e maciço mantém 

constante esta população celular. 29,46 Recentemente foi demonstrado que o 

baço produz e serve de reservatório para estas células, assim é responsável pela 

elevação aguda da população de MO/ MØ no processo inflamatório e 

manutenção destes no tecido acometido durante fases mais tardias 46,47. 

Ainda no que se refere aos MØ, sabe-se que estão agrupados em dois 

subconjuntos distintos de células: M1 (polarização clássica) e M2 (polarização 
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alternativa). 48 Experimento in vitro demonstrou que MØ derivados da medula 

óssea se diferenciam em M1 na presença de lipopolissacarídeo ou de IFN, tendo 

características pró-inflamatórias e liberam TNF-α, iNOS, IL-1β ou IL-6. 49 Contudo 

evidencias mostram que as moléculas IL-4, IL-13, IL-10, TGF estimulam a 

diferenciação de MØ em células M2, que apresentam características anti-

inflamatórias e liberam TGF, IL-10, entre outras. 49,50 No contexto do IM, in vivo 

os MØ M1 parecem substituídos sucessivamente por MØ M2, seguindo um 

padrão bifásico. 52,53 

Na FIGURA 3 estão destadados os processos de interação celular 

temporal destes três tipos celulares (neutrófilos, monócitos e macrófagos) no 

processo inflamatório do IM.  

 

 

Figura 3. Modelo de resposta inflamatória após IM. Imediatamente ao IM observamos 
a infiltração massiça de neutrófilos, iniciando e amplificando a resposta inflamatória através de 
secreção de mediadores inflamatórios, promovem a degradação da matriz extracelular por liberação 
de enzimas proteolíticas (catepsina e metaloproteinases). Há redução drástica do número de 
neutrófilos, e sua gradual substituição por monócitos, com pico aproximado no segundo dia. Os 
monócitos amplificam a inflamação através de liberação de mediadores inflamatórios e colagenases, 
grande maioria destes monócitos morrem por apoptose, entretanto parte se polariza em macrófago 
M1 que exerce função pró inflamatória. Num estágio mais tardio, os monócitos podem se polarizar 
em macrófagos M2, que exercem uma resposta anti inflamatória e promovem a cicatrização por 
secreção de mediadores como fator de crescimento endotelial (VEGF) e fator transformador de 
crescimento β (TGF-β), entre outros mediadores, estimula a deposição de colágeno pelos 
miofibroblastos, levando a construção da cicatriz 29,54 Figura adaptada de Nahrendorf M (2007) e 
Hilgendorf I (2014) 

  Modelos experimentais mais refinados demonstraram uma prevalência 

de MO tipo M1 na fase precoce de cicatrização, 54 posteriormente estes 

monócitos M1 se diferenciam em tipo M2 que secretam mediadores envolvidos 
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na resolução da inflamação. Estes MØ M2 com atividade anti-inflamatória têm 

grande capacidade de proliferação in situ. 55 

Cabe destacar que as células inflamatórias, além de degradar e retirar 

as células lesadas participa ativamente dos mecanismos de reparo tecidual, pois 

são capazes de regular a formação de novos vasos, a proliferação de fibroblasto 

e o metabolismo de matriz extracelular. Todo este processo é orquestrado por 

inúmeras citocinas e fatores de crescimento. 56-61 

Recentemente, foi publicada evidência inicial de que os linfócitos T pró-

inflamatórios e linfócitos T anti-inflamatórios, como as células Tregs, têm um 

papel importante no processo de cicatrização após o infarto do miocárdio (IM). 

62 

Além disso, estudos apontam que as células T podem apresentar 

citotoxidade a cardiomiócitos saudávies. Células T retiradas do baço de ratos 

submetidos ao IM apresentaram citotóxidade para cardiomiócitos saudáveis, 

sendo a citotoxidade e a atividade proliferativa destas células inibidas com a 

administração de anticorpos anti CD8+, de forma dose dependente. 63 Sabe-se 

que os linfócitos CD4+ e CD8+ são ativados após a lesão isquémica do coração, 

e que são detectados tanto na área infartada quanto no miocárdio remoto, sendo 

inclusive possível detectá-los a partir do sangue periférico e do baço, alguns dias 

após ligação da artéria coronária em ratos e camundongos. 63,64 Em humanos 

necropsiados, foi observada a presença de células T ativadas em zona peri-

infarto e áreas não infartadas após extenso IM. 65 Esses dados indicam que a 

extensão da lesão cardíaca pode ser aumentada devido à citotoxidade de células 

T.  

Como citado anteriormente, as células Treg estão envolvidas na 

supressão da responsa imune aberrante ou excessiva. O papel protetor das 

células Treg contra o remodelamento ventricular adverso após o infarto do 

miocárdio foi recentemente investigado. O recrutamento insuficiente de células 

Treg resulta na piora remodelamento ventricular após IM. Além disso, o número 

de células Treg é reduzido e sua função está alterada em pacientes com 

insuficiência cardíaca crônica após IM. 
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1.3) O Remodelamento Ventricular e alterações físicas 

O remodelamento ventricular representa a manifestação clínica de 

alterações progressivas no tamanho, forma e função cardíaca, oriundas das 

mudanças na expressão genética, alterações moleculares, celular e intersticial 

após a lesão. 69  

Após o IM, o desequilíbrio da síntese e da degradação dos componentes 

da matriz extracelular (MEC) resulta em alterações que influenciam 

decisivamente a função cardíaca. Após insulto inicial, a área infartada do 

ventrículo esquerdo (VE) apresenta sinais de dilatação e afilamento, decorrentes 

de forças tensivas que geram distensões e deformações no tecido, provocando 

rupturas celulares. As rupturas elevam as concentrações de citocinas 

inflamatórias (IL-6, TNF-a e IL-1ß) teciduais, prolongando o processo 

inflamatório. As citocinas aumentam a concentração de células inflamatórias, 

que liberam enzimas colagenolíticas, responsáveis por lesões secundárias ao 

tecidual cardíaco por degradação da MEC. Ainda como consequência desta 

degradação da MEC, observa-se a perda da resistência do arcabouço de 

sustentação muscular, o que modifica a disposição dos cardiomiócitos, culmina 

no deslizamento e consequente realinhamento dos cardiomiócitos. Este 

realinhamento leva a redução da eficiência de contração do músculo cardíaco. 

Este evento é denominado expansão do infarto e sua ocorrência e magnitude 

estão ligadas ao tamanho da área infartada, e tem como principal manifestação 

clínica a hipertrofia ventricular excêntrica progressiva do coração. 70 

Logo a sobrecarga de tensão tecidual associada ao fenômeno da 

autoimunidade pode levar ao agravamento do remodelamento ventricular, como 

dito anteriormente estes processos elevam os níveis inflamatórios locais. 70 

Quanto à autoimunidade, observamos a presença de diferentes tipos de 

anticorpos cardíacos contra tropomiosina e actina em pacientes infartados até 

90 dias pós IM, inferindo que esta reação autoimune deve se relacionar com o 

aumento do dano miocárdico e o desarranjo da função cardíaca, entrevendo 

então uma relação entre o processo de remodelamento ventricular e SI 

adaptativo 71. O remodelamento cardíaco e a cicatrização completa podem 

demorar cerca de um ano após IM, pois encontramos áreas de reparo tecidual 

em diferentes fases no tecido cardíaco. 72  
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A soma dessas alterações muda a geometria cardíaca, de elíptica para 

esférica (FIGURA 4), o que gera uma mudança na distribuição das tensões nas 

paredes cardíacas, obrigando o sistema cardiovascular a elevar a pressão 

arterial para manter o débito cardíaco. Logo as forças mecânicas e a resposta 

imune sobre o tecido afetado influenciam decisivamente a estabilidade da MEC, 

o que prejudica a formação da cicatriz de boa qualidade.  

O tamanho do remodelamento é um preditor de morte em humanos por 

estar relacionado ao aumento à prevalência de ruptura cardíaca, arritmias e 

formação de aneurismas. O prognostico é ruim devido disfunções ventriculares, 

insuficiência cardíaca e morte. 73 Logo a dilatação ventricular e o remodelamento 

cardíaco resultam na deterioração global da função cardíaca, em que o paciente 

desenvolverá ao longo do tempo insuficiência cardíaca congestiva (ICC) pela 

incapacidade de manutenção do debito cardíaco. 72 

 

 

 

Figura 4. Remodelamento do ventrículo esquerdo e da matriz extracelular após Infarto do 
Miocárdio (IM). O remodelamento do ventrículo esquerdo e da matriz extracelular após infarto do 
miocárdio se caracteriza por mudanças morfológicas ao decorrer de várias semanas, dependendo do 
tamanho da área acometida pode levar ao desenvolvimento de insuficiência cardíaca congestiva por 
insuficiência da bomba cardíaca. 69-73 Figura Adaptada de Gaudron (1993) e Zornoff (2009) 

 

  

 

Em resumo, o IM desencadeia uma reação inflamatória estéril, que é 

caracterizada pelo recrutamento e ativação sequencial de células do SI inato e 

adaptativo. Uma resposta imune desregulada pode conduzir a remodelação 
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ventricular esquerda desfavorável que leva ao desenvolvimento de insuficiência 

cardíaca. Neste cenário, a modulação do processo de cicatrização do miocárdio 

alvejando células do sistema imunológico pode ser um conceito terapêutico 

interessante para os pacientes após a lesão do miocárdio. 

Recentemente, demonstrou-se que o sistema nervoso parassimpático 

modula a resposta inflamatória, agindo sobre as células efectoras relacionadas 

com a imunidade inata e adquirida, o denominado “Reflexo anti-inflamatório 

colinérgico”. 

1.4) Modulação da resposta inflamatória pelo Reflexo 

Colinérgico Anti-inflamatório 

 

Pesquisadores sugeriram a existência de uma relação da função 

autonômica e o processo de regulação imunológica ao observarem a queda na 

citotoxidade do linfócito T pela estimulação colinérgica muscarínica. 74 Porém, 

apenas três décadas após este achado foi demonstrado, em ratos, que a 

administração de pequenas doses da droga CNI 1493 (potente agente anti-

inflamatório que inativa macrófagos e inibe a síntese de mediadores 

inflamatórios), via intracerebroventricular, reduzia a resposta inflamatória 

induzida pela injeção de endotoxina. Essa resposta anti-inflamatória era abolida 

após a vagotomia ou bloqueio vagal com atropina. 75 

Além disso, foi observado que a estimulação elétrica do nervo vago em 

ratos, após injeção intravenosa de LPS (lipopolissacarídeo), era capaz de 

promover a mimetização do efeito inflamatório sistemicamente, com redução de 

níveis de citocinas inflamatórias no baço, fígado e sangue. Estudos posteriores 

demonstraram que o bloqueio periférico de receptores nicotínicos, por atropina, 

poderia reverter este efeito anti-inflamatório e ainda, que o bloqueio central de 

receptores muscarínicos também mimetizava este efeito. 77-78 Em humanos 

temos 16 tipos de subunidades de receptores nicotínicos para acetilcolina (Ach) 

que mediam os sinais do neurotransmissor acetilcolina nas junções 

neuromusculares, no sistema nervoso central e periférico 79,80. Apesar de serem 

receptores inespecíficos, foi demonstrado que na via anti-inflamatória colinérgica 

(VAC) há a participação de receptores nicotínicos do tipo subunidade α-7 (nAChr 

α-7), que é mais específico neste tipo de resposta que outras subunidades. Wang 
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e cols (2003) demonstraram em ratos -/- nAChr α-7 que o reflexo vagal era 

anulado e o mesmo acontecia com macrófagos -/- nAChr α-7, ambos 

expressando aumento na resposta inflamatória quando comparados aos 

controles. 

Trabalhos desenvolvidos pelo grupo de Tracey KJ trouxeram 

informações que, em conjunto, formaram a base do conceito do “reflexo anti-

inflamatório colinérgico” (RAC) (FIGURA 5). Esse arco reflexo é uma via de 

comunicação entre o sistema imunológico (via aferente) e o sistema nervoso 

central (via eferente, mediada pelo nervo vago), que modula a síntese de 

citocinas inflamatórias e ativação de células inflamatórias. 75-78,81-83 Na via 

aferente, a presença de Ag libera produtos inflamatórios que são detectadas 

pelos ramos sensitivos aferentes vagais que transmitem a informações para 

centros integradores no SNC central, desencadeando uma resposta reflexa. A 

via eferente do reflexo anti-inflamatório colinérgico que compreende além do 

vago motor, células do sistema imune e mediadores humorais atua modulando 

a inflamação e prevenindo assim danos secundários. O marcador químico mais 

comum para avaliar o efeito da estimulação vagal numa resposta inflamatória é 

o TNF-α. 82,83 

Diferentes grupos de pesquisadores como Tracey e cols, 83,82 Huston e 

cols 84 e Vida e cols 85 demonstraram que o baço dentro do reflexo anti-

inflamatório colinérgico tanto é um sítio produtor de citocinas inflamatórias, 

quanto um local importante para a manutenção do reflexo anti-inflamatório. A 

partir dessas observações várias hipóteses surgiram na tentativa de 

compreendeer como ocorre a transmissão da informação do nervo vago para as 

células que produzem citocinas localizadas no baço. Contudo, ainda existem 

lacunas na compreesão desse importante tópico. 
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Figura 5. Vias anti-inflamatórias humorais, colinérgica e simpática83. 

 

 

Inicialmente se aventou a possibilidade da inervação direta do nervo 

vago no baço. Contudo em roedores há pouca ou nenhuma inervação vagal no 

baço, apenas fibras noradrenergicas (simpáticas). 84,85 Gerou-se a partir deste 

fato a hipótese que as fibras pré-ganglionares parassimpáticas vagais faziam 

sinapse com neurônios pós-ganglionares simpáticos, e estes neurônios 

simpáticos pós-ganglionares formariam os nervos esplênicos. Esta teoria foi 

sustentada pela observação de que é necessário que haja inervação simpática 

esplênica para ocorrer o reflexo vagal, 85-87 e ainda porque os macrófagos 

esplênicos expressavam receptores nicotínicos e β-adrenérgicos, que in vitro 

respondem com redução na produção de TNF-α. 76,81,88 Contudo, foi 

demonstrado posteriormente que não há uma comunicação do nervo vago com 

o nervo esplênico, quebrando a hipótese anterior. 89 Através de evidências 

neuroanatômicas, foi demonstrado que a inervação do baço são de nervos 

simpáticos, oriundos de fibras das supra renais, ao invés de serem originários do 

gânglio celíaco. Foi sugerido recentemente um novo esquema para esta via anti-

inflamatória: a presença de terminais nervosos simpáticos contendo 

noradrenalina no baço seria suficiente para a mediação deste reflexo, sem a 

necessidade de potenciais de ação dos nervos esplênicos. 90 Porém, se 
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desconhece qual o mecanismo que leva à estimulação direta das terminações 

nervosas adrenérgicas com liberação de noradrenalina, passo que antecede a 

produção de acetilcolina (Ach) e citocinas pelas células do baço.  

No que se refere à Ach no RAC, evidências indicam que sua origem não 

era de terminações neurais e sim oriunda de um subconjunto de linfócitos T 

presentes no baço. Desta forma, é possível entender que a produção continua 

de Ach, mesmo após algum tempo da cessão do estímulo elétrico do nervo vago, 

possa decorrer da ativação de um mecanismo “não neural” de comunicação 

entre o nervo vago e o baço. 91,92 Sabe-se que há grande migração de linfócitos 

circulantes para o baço em resposta a um estímulo inflamatório e esse influxo de 

linfócitos poderia estar envolvido nesta via não neural. 93 Sustentando esta teoria 

oberverva-se que anatomicamente o vago tem grande quantidade de projeções 

pós-ganglionares para o trato gastrointestinal, que é rico em tecido linfóide 

secundário. 86,91 A hipótese “não neural” infere que o estímulo elétrico do vago, 

percorre as fibras vagais aferentes que estimulam um ou mais depósitos de 

linfócitos de origem gastrointestinal e do timo e que são mobilizadas para o baço. 

94-96 Muitos estudos ainda são necessários para compreender todos os passos 

desse complexo mecanismo de regulaçãoo reflexa. 

 

A Modulação da Via Anti-Inflamatória Colinérgica com Piridostigmina 

 

O aumento da atividade vagal pode ser obtido por meio do uso de 

drogas. O brometo de piridostigmina é um composto amônico quaternário que 

inibe a hidrólise de acetilcolina pela ligação reversível com a acetilcolinesterase, 

permitindo então que o neuromediador conserve-se por mais tempo na fenda 

sináptica. É clinicamente utilizado no tratamento da Miastenia Gravis e na 

profilaxia contra a intoxicação por organofosforatos e vem sendo analisado como 

potencial fármaco no tratamento para doenças cardíacas. 97,98 Com relação as 

suas ações cardiovasculares existem evidências que a piridostigmina reduz a 

frequência cardíaca, aumenta a função diastólica ventricular e reduz a dispersão 

do intervalo QT em indivíduos normais. 99-101 Em estudo realizado pelo nosso 

grupo foi demonstrado que a administração de piridostigmina, em ratos Wistar 
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submetidos à isquemia miocárdica crônica e observados em três momentos (07, 

21 e 42 dias), reduziu a área de acinesia (maior que 80%) verificada tanto pelo 

ecocardiograma, quanto pela histologia. Além disso, observou-se recuperação 

das funções sistólica e diastólica, com normalização da pressão diastólica final 

e das derivadas de contração e relaxamento. 102 

Em estudo experimental utilizando ratos Wistar infartados e tratados com 

piridostigmina cronicamente observou-se: aumento do tônus vagal, sem alterar 

a frequência intrínseca de marcapasso, a elevação da sensibilidade barorreflexa 

na taquicardia, a prevenção da remodelação cardíaca (por reduzir o acúmulo de 

colágeno) e melhora da função sistólica do ventrículo esquerdo após quatro 

semanas de tratamento. 103 Nosso laboratório já tem padronizada a dose efetiva 

desta droga administrada em água de beber (0,14 mg/ml, permitindo que os 

animais ingerissem 40mg/Kg/dia da droga). 104 

 A modulação do sistema nervoso parassimpático pode ser mensurada 

quando se analisa a variabilidade da frequência cardíaca (VFC). O estudo 

CARDIA fez acompanhamento de 757 adultos jovens, por 15 anos, avaliando 

marcadores inflamatórios (PCR e IL -6) e atividade vagal, através da 

variabilidade do intervalo R-R. Análise univariável revelou que todos os índices 

de VFC foram fortemente e inversamente relacionados com os níveis de PCR e 

IL-6. Esses achados são consistentes com a hipótese de que a diminuição dos 

impulsos vagais anti-inflamatórios permite a elevação na produção de citocinas 

em humanos. 105  Em outro estudo foi demonstrado que a relação inversa entre 

IL-6 e SDNN (desvio padrão de todos os intervalos RR normais), frequência 

baixa e muita baixa de RRV (variância dos intervalos RR) em 24 h, em mulheres, 

17 meses após IM ou revascularização do miocárdio. 106 

Com estes dados podemos inferir que a piridostigmina pode ser um 

potente fármaco para a estimulação vagal periférica, modulando a inflamação de 

forma mais eficaz. 

 

 

1.5) Modulação Inflamatória e remodelação cardíaca 
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Ensaio clínico em pacientes com IM com metilprednisolona (potente anti-

inflamatório e imunossupressor) mostrou resultados catastróficos, com aumento 

da incidência de arritmias ventriculares e aumento da área de infarto. 107 

Entretanto em outras doenças como Artrite Reumatóide, Doença Inflamatória 

Intestinal e uma lista crescente de outras síndromes inflamatórias crônicas as 

drogas que visando o bloqueio da liberação de citocinas inflamatórias (TNF, IL-

1 e IL-6) estão demonstrando seus benefícios, contudo estes resultados não 

podem ser extravasados para paciente com insuficiência cardíaca crônica. 108  

A estimulação elétrica do nervo vago já se vem fazendo para o 

tratamento de epilepsia grave e depressão. Porém, esse tratamento visando 

estimulação da via eferente anti-inflamatória colinérgica está sendo indicado 

como uma importante opção terapêutica em pacientes portadores Insuficiência 

cardíaca crônica e artrite reumatóide visando a supressão de citocinas pro-

inflamatória, possivelmente com recuperação funcional. 109-112 

Alguns agonistas seletivos do receptor de acetilcolina α-7 nicotínicos 

(GTS-21 e outros) estão sendo pesquisados em alguns estudos pré-clínicos de 

doenças inflamatórias, isquemia de reperfusão em rim e intestino. 78 Novas 

informações sobre o perfil de segurança farmacológica dessas drogas já está 

sendo avaliada em humanos voluntários. 96  

Dessa forma a via anti-inflamatória colinérgica é um novo avanço 

terapêutico, visando à modulação da resposta inflamatória e controle na 

liberação de citocinas.  

 2) Justificativa e hipótese 

 

Potencialmente, o Sistema Nervoso Autônomo Parassimpático é capaz 

de interferir na resposta inflamatória e no remodelamento ventricular, por meio 

de um efeito modulador em diferentes fases da resposta imune que se segue 

aos eventos coronarianos agudos. Testamos a hipótese de que o aumento da 

atividade parassimpática provoca alterações significativas na mobilização de 

macrófagos e linfócitos, em especial de células T reguladoras no miocárdio 

infartado, e também altera a concentração de citocinas no miocárdio. Os 

resultados podem ajudar a compreender o papel do reflexo colinérgica anti-
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inflamatório sobre a remodelação miocárdica pós-infarto do miocárdio, e indicar 

novas intervenções terapêuticas em potencial. 
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3) Objetivo geral 

 

Avaliar os efeitos da estimulação parassimpática, por meio da 

administração do antagonista farmacológico da acetilcolinesterase (brometo de 

piridostigmina), sobre a resposta neuroimunomoduladora na fase subaguda do 

infarto do miocárdio experimental, em ratos. 

 

 

 

3.1) Objetivo específico 

 

Avaliar no 07º dia após infarto agudo do miocárdio, em ratos tratados 

com piridostigmina e sem tratamento, os parâmetros abaixo descriminados: 

1. Parâmetros hemodinâmicos (pressão arterial e frequência cardíaca) 

e a variabilidade da frequência cardíaca  

2. A concentração de IL-1 beta, IL-6 e TNF-α no tecido cardíaco, por 

meio da quantificação proteica pela técnica de ELISA.  

3. A expressão de macrófagos (M1 e M2) e linfócitos (Tregs) no tecido 

cardíaco infartado e região peri-infarto,por meio da técnica de 

imunohistoquímica. 
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4) Materiais e métodos 

4.1) Animais 

Para realização deste estudo foram utilizados ratos da linhagem Wistar, 

machos adultos, com peso variando entre 200 e 250 g, provenientes do biotério 

da Faculdade de Medicina do INCOR e mantidos no Biotério do setor de 

Experimentação, em condições sanitárias de biotério convencional, com controle 

de temperatura (22 a 24 C°) e controle de luminosidade (12h de claro e 12h de 

escuro).  

Água e ração (Nuvilab da marca Nuvital, peletizada) foram oferecidas de 

modo irrestrito, sendo que a dieta ofertada era normoprotéica (12% de 

proteínas). O manejo dos animais obedeceu aos princípios éticos da 

experimentação animal da Sociedade Brasileira da Ciência de Animais de 

Laboratório (SBCAL/COBEA). 

 

4.2) Sequência experimental 

Os animais foram separados de forma aleatória em 03 grupos de 10 

animais (01 grupo controle sham e 02 grupos infartados), para avaliação no 7º 

dia pós IAM, e seguiu-se o esquema mostrado abaixo: 

 
  Figura 6. Sequência experimental do estudo 
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4.3) Grupos 

Grupo Controle sham(CS) – Foi realizada falsa cirurgia de oclusão da 

coronária esquerda no 0º dia de protocolo, sendo os animais acompanhados por 

07 dias de protocolo (n=10). 

Grupo Infartado (CI) – Foi realizada a oclusão da coronária esquerda no 

0º dia de protocolo, sendo os animais acompanhados por 07 dias de protocolo 

(n=10). 

Grupo Infartado/ Medicado com Piridostigmina (IP) –os animais foram 

medicados com Brometo de Piridostigmina logo após o infarto. O infarto foi 

realizado por oclusão da coronária esquerda no 0º dia de protocolo, por 07 dias 

(n=10). O tramento com brometo de piridostigmina (Sigma) foi administrado aos 

animais na concentração de 0,2 mg/ml-1 e na dose de 40 mg/Kg/dia, conforme 

protocolo prévio de nosso laboratório 102. 

 

4.4) Modelo experimental de infarto agudo do miocárdio 

Os animais foram pesados e anestesiados com uma mistura de 

Ketamina (80 mg/kg) e Xilazina (12mg/kg) via intraperitonial e colocados em 

decúbito dorsal e entubados (Gelko-14G), para a respiração artificial, 

realizadaentão a toracotomia em hemitórax esquerdo, na altura do quarto 

espaço intercostal, sendo colocado um afastador entre as costelas para permitir 

a melhor visualização. O pericárdio foi seccionado e o átrio esquerdo afastado 

para visualização da artéria coronária esquerda. Esta foi ligada (fio mononylon 

6.0) provocando a isquemia miocárdica.  Após a ligadura da coronária a incisão 

torácica foi fechada (fio mononylon 5.0) e o pneumotórax retirado mediante a 

sucção do ar com uma agulha (5x7) conectado a uma seringa de 10 ml. Logo 

após, o animal foi retirado da ventilação artificial e estimulada a respiração 

espontânea. Os músculos afastados foram reposicionados pela pele suturada 

(fio mononylon 4.0). Os animais receberam 30000 UI de 

benzilpenicilinabenzatina (Penretard, Cibran, Tanquá, RJ, Brasil, i.m.) e 

colocados em ambiente aquecido para recuperação.  
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Figura 7. Indução do infarto agudo do miocárdio por ligadura da artéria coronária. 

 

 

4.5) Canulação 

Os animais foram anestesiados com ketamina (80 mg.kg) e xilazina (12 

mg/kg) e mantidos em mesa cirúrgica aquecida (37º C), utilizado de 

procedimentos assépticos e lupa cirúrgica (surgical microscope – DFV – M90) 

para a colocação de cânulas de polietileno (PE–10, com diâmetro interno de 0,01 

mm conectadas a uma peça de PE-50, com diâmetro interno de 0,05 mm). A 

cânula foi preenchida com soro fisiológico e posicionada no interior da artéria 

femural esquerda para registro da PA efrequência cardíaca. A extremidade a 

qual se conectou ao transdutor de pressão foi fechada com pinos de aço 

inoxidável. Através de uma pequena incisão na região inguinal esquerda em 

direção ao feixe vásculo-nervoso femoral, as extremidades da cânula de menor 

calibre (PE-10) foram introduzidas na luz da artéria femoral (FIGURA 8). A cânula 

foi fixada com fio de algodão, na artéria e sua extremidade mais calibrosa foi 

passada subcutâneamente, exteriorizadas no dorso da região Inter escapular, 

fixadas com fio de algodão na pele. Após o término da cirurgia os animais foram 

tratados com uma única injeção de penicilina (Benzetacil1, Fontoura-Wyeth, 

60.000 U). Para a manutenção da cânula, a fim de se evitar obstruções, foi feita 

lavagem precedente ao registro de PA, usando-se 0,02ml de heparina sódica 

(Liquemine – Roche, 5.000U) em 0,5 ml de solução fisiológica de NaCl 0,9%. 

Após a canulação todos os animais foram mantidos em caixas individuais 

(Plexiglas, 25x15x10cm) até a sua eutanásia.  102 
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Figura 8. Sítio de dissecção para a cateterização da artéria femoral (A) e isolamento da 

artéria femoral e inserção do cateter (B) 

 

 

4.6) Medida direta da pressão arterial 

Os registros de pressão pulsátil foram realizados com tempo de 60 

minutos, dos quais foram aproveitados os 15 minutos mais estáveis, fornecendo 

valores diretos da pressão arterial em todos os grupos experimentais. A cânula 

arterial foi conectada a uma extensão de 20 cm (PE-50), permitindo livre 

movimentação do animal pela caixa, durante todo o período do experimento. 

(Kent Instruments, EUA) que, por sua vez, estava conectado a um pré-

amplificador (Hewlet-Packard 8805C, Puerto Rico, EUA). Sinais de pressão 

arterial foram gravados em um microcomputador equipado com um sistema de 

aquisição de dados (Windaq, 2KHz, DATAQ Instruments, Akron, OH, EUA), 

permitindo análise dos pulsos de pressão, batimento-a-batimento, com uma 

frequência de amostragem de 2000 Hz por canal, para estudo dos valores 

hemodinâmicos.  

A análise dos sinais de pressão foi realizada utilizando-se um programa 

comercial associado ao sistema de aquisição (Windaqtm Waveform Browser 

version 2.92, DATAQ instruments, Inc). Este programa permite a detecção de 

pico (sístole), vale (diástole) e períodos (entre um pico e outro) para cada onda 

de pulso, fornecendo os valores de pressão arterial sistólica (PAS), diastólica 

(PAD) e média (PAM) pela integral da área sob a curva no tempo. A frequência 

cardíaca é calculada pelo intervalo de pulso (IP) que foi determinado a partir do 

intervalo entre dois picos sistólicos, calculando os valores da frequência cardíaca 

(FC) para cada batimento, através do inverso período multiplicado por 60 

(segundos). Os resultados foram apresentados em valores médios e erros 

padrões dos períodos em que os dados foram analisados para PA e FC. 102 
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4.7) Análise da variabilidade da freqüência cardíaca espectral  

Os parâmetros para análise da VFC no domínio do tempo consistem em 

calcular os valores médios do intervalo de pulso. A variabilidade desta mesma 

variávei foi quantificada pelo seu respectivo desvio padrão, além disso foi 

quantificado a raiz quadrada da média do quadrado das diferenças entre 

intervalos RR normais adjacente (RMSSD) e o Desvio padrão de todos os 

intervalos RR normais gravados em um intervalo de tempo (SDNN). 

Para a análise no domínio da frequência, foi realizada a análise espectral 

dos registros basais utilizando o método da Transformada Rápida de Fourier 

(FFT). A potência foi obtida usando-se o Método do Periodograma de Welch em 

séries de 16384 pontos das séries temporais decimadas de intervalo de pulso e 

pressão arterial, com uma janela Hanning de 512 pontos e com 50% de 

sobreposição (MATLAB 6.0, Mathworks, Inc). As potências para as bandas de 

muito baixa (VLF, 0,0-0,20 Hz; modulação humoral), baixa (LF, 0,20-0.75 Hz; 

modulação simpática) e alta (HF, 0.75-3.0 Hz; modulação parassimpática) 

frequências foram calculadas pela integração da potência nas bandas de 

interesse e apresentadas como valores absolutos e normalizados. Para a 

normalização, as potências das bandas de LF e HF foram divididas pela 

variância subtraída da potência na banda VLF. O acoplamento entre intervalo de 

pulso e pressão arterial sistólica é estimado pela função de coerência. Valores 

de coerência (K) maior que 0.5 foram considerados significativos. 102 

 

Figura 9. Esquema do sistema de registro de Pressão Arterial 
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4.8) Coleta de tecidos e eutanásia do animal. 

Utilizamos dois tipos de eutanásia, de acordo com a necessidade de 

coleta dos espécimes biológicos. Sendo os grupos subdividos igualmente (n=05) 

para cada tipo de coleta. 

Os subgrupos de animais direcionados ao estudo de citocinas do 

miocárdio foram submetidos à eutanásia por decapitação. O procedimento foi 

realizado por técnico capacitado, segundo princípios éticos da experimentação 

animal. Após decapitação, foi realizada a toracotomia, retirado o coração, e 

separado o ventrículo esquerdo, que foi colocado nitrogênio líquido para 

posterior preparo para quantificação proteica (ELISA). 

Outros subgrupos de animais foram eutanasiados por meio de dose letal 

de anestésico e a seguir submetidos à perfusão do coração, para posterior 

análise de imunohistoquímica. Utilizamos clorpromazina (medicação pré-

anestésica) na dose de 50 mg/kg (intramuscular), e em seguida administramos 

pentobarbital na dose de 50 a 80 mg/K. 113 O monitoramento constante do animal 

até a ausência de reflexos oculopalpebrais e sensitivos foi realizado para garantir 

a total anestesia dos animais, logo então foirealizadaincisão abdominal 

transversal, para exposição dos órgãos e seçãodo átrio direito e canulação do 

ápice do ventrículo esquerdo para perfusãodo animal. O coração foi parado em 

diástole pelo uso de solução com cloreto de potássio (14 mmol em solução 

fisiológica), perfundido com pressão constante de 80-90 mmHg por um período 

de 10 a 15 minutos. Após, este período foi perfundido com formol 4% tamponado 

por mais 10 a 15 minutos. Os tecidos foram deixados de 24 a 48 horas fixando 

em formol (4% tamponado), para processados (por desidratação, diafanização e 

parafinização do material) e posteriormente cortados em micrótomo (5 m). 

Após o experimento, os animais foram armazenados em sacos leitosos 

com identificação e refrigerados, para serem encaminhados posteriormente à 

incineração. 

 

4.9) Preparo do tecido para realização de teste ELISA 

A dosagem das citocinas IL-6, IL-1b e TNF-α foi realizada em tecido 

cardíacoretirado após decapitação. Foram coletadas amostras de ventrículo 

esquerdo da área localizada a cerca de 2mm abaixo da ligadura da coronária 



29 
 

 

esquerda, porção mediana. As amostras foram acondicionadas em um 

eppendorf de 2 ml e imediatamente colocada em nitrogênio líquido e 

armazenadas em freezer (aproximadamente - 70°C).  

As proteínas do VE (100mg) foram extraídas em tampão (Tris base 100 

mM, pH 7,5; EDTA 10 mM; fluoreto de sódio 100 mM; pirofosfato de sódio 100 

mM; ortovanadato de sódio 10 mM; aprotinina 10μg/ml, leupeptina 1 μg/ml, 

PMSF 2 mM), incubadas com Triton X-100 - 10% por 30 minutos em gelo. 

Imediatamente, a amostra foi centrifugada a 13.000 rpm, 4°C, durante 20 

minutos, e os sobrenadantes submetidos à quantificação proteica pelo método 

Bradford (Bradford, 1976) utilizando-se uma curva padrão de 50 a 1000 μg/ml de 

albumina bovina sérica e reagente de Bradford (coomassie brilliant blue 0,01%, 

etanol 47%, ácido fosfórico 8,5% e água destilada q.s.p); a absorbância foi 

determinada a 595nm. 

A expressão das citocinas foi realizada por ELISA, foram usadas 

amostras do extrato de proteínas extraído do VE, incubadas com Kits Duo-set 

disponíveis para detecção de IL- 6e IL-1b (BD Systems Inc., Minneapolis, MN, 

EUA) e TNF-a (Pharmingen, San Jose, CA, EUA). Os resultados foram 

normalizados pela proteína total do VE quantificada previamente. 

 

4.10) Avaliação de macrófagos e linfócitos Tregs (Foxp3) na área 

de infarto por meio da imunohistoquímica 

Para a imuno-histoquímica utilizamos anticorpos monoclonais com 

método indireto de detecção, através docomplexo Avidina-Biotina-Peroxidase 

(ABC). A avidina tem a capacidade de se ligar a quatro moléculas de biotina, de 

forma não imunológica, a forte afinidade dá ao método uma excelente 

sensibilidade.  
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Figura 10. Método indireto de Imunohistoquímica pelo complexo Avidina-
Biotina-Peroxidase(retirada do sitehttp://www.anticorpos.com.br/exames/imuno-
histoquimica.aspx, acessado em 09/10/2014) 

 

 

Para a desparafinização, as lâminas silanizadas foram deixadas na 

estufa de 60 a 65° C por 30 minutos, retiradas e imersas em xilol quente por 5 

minutos, resfriadas com 03 banhos de xilol frio. A hidratação consistiu de banhos 

rápidos em recipientes cada um contendo álcool absoluto, álcool 90°C e álcool 

70°C, lavando em seguida em água corrente e água destilada. Para a digestão 

ou recuperação antigênica consistiu de 15 minutos a 80°C em água morna, logo 

após imersão em solução de recuperação antigênica (Citrato pH 6), o bloqueio 

da peroxidade endógena foi realizada com imersão das laminas em água 

oxigenada de 20 volumes/ metanol por 10 minutos repetidos por 3 vezes, em 

seguida lavado sequencialmente em água corrente, água desliada e PBS ou 

TBS. O bloqueio da IGg inespecíficas foi realizado com albumina 5% por 15 

minutos em temperatura ambiente. 

Os anticorpos primários foram diluídos adequadamente e previamente 

titulados em tampão de diluição. As titulações utilizadas foram para CD68 1:500; 

CD206 1:800 e FoxP3 1:250. As lâminas foram secas ao redor dos cortes e 

colocadas em câmera úmida, e pipetadas os anticorpos individualmente e 

diluídos sobre os cortes, e incubados em câmera úmida em geladeira durante a 

noite. A seguir, foram lavadas com PBS ou TBS por 03 minutos, incubadas em 

câmara úmida com anticorpos secundários (Histofine – SAKURA) e deixadas por 

30 minutos a 37°C, retirados e colocadas em TBS; após,foram mergulhadas em 

solução de cromógeno (Kit DAB Vector - DaKo), por 06 minutos, lavadas em 

água corrente por mais 10 minutos e contra coradas com hematoxilina de Harris 
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e lavadas em água. A montagem final consistiu em desidratar em banho de 

álcool absoluto e estufa, e cobrir com lamínula e resina sintética. 

As análises foram realizadas em microscópio LEICAacoplado ao 

software LEICA Q WIN V3. Durante análise microscópica foram avaliadas as 

áreas infartadas (subendocárdica e intersticial). Destas áreas foram 

selecionados 10 campos por lâmina. Em cada campo, foram selecionadas as 

áreas de marcação específicas, e foi excluída a marcação inespecífica. Após 

esta seleção, foi realizada a quantificação da marcação pelo softwareespecífico 

programa de domínio público ImageJ® versão 1.48v 17. 

 

5) Análise de dados 

 

Os valores de cada parâmetro estudado foram apresentados como 

média ± erro padrão ou mediana ± limites mínimo e máximo, após realização do 

teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Os dados não paramétricos foram 

analizados com o teste de Kruskal-Wallis com teste post hoc de Student-

Newman-Keuls, enquanto os dados paramétricos o teste de análise de variância 

(ANOVA) de uma via com test post hoc de Tukey, com o programa Programa 

GraphPad Prism, versão 6.00 para Windows, da GraphPad Software, San Diego. 

O valor de p ≤ 0,05 foi considerado significativo. 
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6) Resultados 

 

Foram incluídos 15 ratos machos Wistar, divididos em três grupos: grupo 

CS (n=5), grupo IC (n=5) e grupo IP (n=5). O peso médio final foi semelhante 

entre os grupos (CS 239 ± 20 vs IC 242 ± 26 vs IP 214 ± 36 g), como 

demonstrado na FIGURA abaixo. 

 
Figura 11. Peso dos grupos avaliados antes da eutanásia dos 
grupos analisados. CS = grupo controle sham; IC = grupo 
controle infartado; IP = grupo infartado tratado. ANOVA de uma 
via, com teste post roc de Tukey   

 

 

6.1) Valores hemodinâmicos 

 

Não foram detectadas diferenças significativas entre os 3 grupos nos 

valores médios de PA sistólica e pressão média média. A FC dos grupos IC (382 

± 13,4 bpm) e IP (372 ± 8,4 bpm) foi significativamente elevada quando 

comparada a grupo CS (337 ± 11,9 bpm), como demonstrado na FIGURA 12. A 

pressão arterial diastólica se apresentou mais elevada no grupo IC (88 ± 0,3 

mmHg) quanto comparado com o grupo CS, enquanto que a o grupo tratado (83 

± 1,2 mmHg) retornou a níveis pressóricos semelhantes ao grupo controle (82 ± 

0,9 mmHg) (FIGURA 13).  
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Figura 12. Frequência cardíaca dos grupos analisados. CS = 
grupo controle sham; IC = grupo controle infartado; IP = grupo 
infartado tratado; = p< 0,05 vs CS; ANOVA de uma via, com 
teste post roc de Tukey 

 

 

Figura 13. Pressão arterial diastólica dos grupos 
analisados. CS = grupo controle sham; IC = grupo controle 
infartado; IP = grupo infartado tratado; = p< 0,05 vs IC; # =  p< 
0,05 vs IP. ANOVA de uma via, com teste post roc de Tukey 

 

Tabela 1. Valores representativos das variáveis hemodinâmicas dos grupos 

estudados  

 CS IC IP 

Frequência Cardíaca (bpm) 337 ± 11,9 382 ± 13,4 372 ± 8,4 

Pressão arterial Sistólica (mmHg) 121 ± 2,3 117 ± 1,6 114 ± 3,8 

Pressão arterial Diastólica (mmHg) 82 ± 0,9* 88 ± 0,3 83 ± 1,2# 

Pressão arterial Média (mmHg) 100 ± 1,7 101 ± 0,7 97 ± 2,1 

Dados representados por  média ± erro padrão; CS = grupo controle sham; IC = grupo controle 
infartado; IP = grupo infartado tratado; # = p< 0,05 vs IC;  = p< 0,05 vs CS.  ANOVA de uma via, 
com teste post roc de Tukey   
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Considerando a análise da variabilidade da frequência cardíaca no 

domínio do tempo, observamos que os valores de RMSSD (ms) e SDNN (ms) 

foram semelhantes entre os grupos. Tanto o parâmetro SDNN, que reflete de 

forma global a VFC, quanto o parâmetro RMSSD, considerado um componente 

vagal, não foram alterados de forma significativa com a dose de piridostigmina 

utilizada (FIGURAS 14 e 15). 

 

 

Figura 14. Variabilidade da frequência 
cardíaca no domínio do tempo – SDNN 
(Desvio padrão de todos os intervalos 
RR) dos grupos analisados.CS = grupo 
controle sham; IC = grupo controle infartado; 
IP = grupo infartado tratado; grupos 
semelhantes;ANOVA de uma via, com teste 
post roc de Tukey 

 

Figura 15. Variabilidade da frequência 
cardíaca no domínio do tempo – RMSSD 
(Raiz quadrada da média do quadrado das 
diferenças entre intervalos RR normais 
adjacentes) dos grupos analisados.CS = 
grupo controle sham; IC = grupo controle 
infartado; IP = grupo infartado tratado; grupos 
semelhantes; ANOVA de uma via, com teste 
post roc de Tukey 

 

 

Contudo a análise da variabilidade no domínio da frequência foi diferente 

entre os grupos. O valor de baixa frequência absoluto (LF), importante indicador 

da modulação simpática se apresentou deslocado, favorecendo a atividade 

simpática no grupo IC (28,7 ± 5,0 un) ao ser comprado com os demais grupos, 

CS (16,8 ± 3,0 un) e IP (14,7 ± 1,0 un). Corroborando com este achado, 

observamos que o indicador de modulação da atividade parassimpática, alta 

frequência absoluta (HF), esta deslocado, favorecendo a atividade 

parassimpática no grupo IC (71,2 ± 5,0 un) quando comparado com os grupos 

CS (83,2 ± 3,0 un) e IP (85,4 ± 1,0 un) (FIGURA 17). Observamos então que nos 

parâmetros HF e LF importantes indicadores da função autonômica são 

semelhantes entre os grupos CS e IP, demonstrando efeito benéfico da 

piridostigmina na manutenção da modulação autonômica. 

m
s
 

m
s
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A relação LF/HF que reflete o equilíbrio simpático-vagal global. No grupo 

IC apresenta-se elevada no grupo IC (0,4 ± 0,09) quando comparada aos grupos 

CS (0,2 ± 0,04) e IP (0,2 ± 0,01). Podemos demonstrar o efeito do 

anticolinesterásico nos animais pela semelhança dos valores LF, HF e relação 

LF/HF do grupo IP quando comparado ao controle, demonstrando assim uma 

melhora na modulação autonômica (FIGURA 18). 

 

Tabela 2.  Valores representativos da variabilidade da frequência cardíaca. 
 

 
CS IC IP 

RMSSD (ms) 5,0 ± 1,0 6,0 ± 0,5 5,6 ± 1,0 

SDNN (ms) 4,5 ± 0,2 4,8 ± 0,3 3,8 ± 0,5 

LF (un) 16,8 ± 3,0* 28,7 ± 5,0 14,7 ± 1,0* 

HF (un) 83,2 ± 3,0* 71,2 ± 5,0 85,4 ± 1,0* 

LF/HF 0,2 ± 0,04* 0,4 ± 0,09 0,2 ± 0,01* 

 

Dados representados por média ± erro padrão. CS = grupo controle sham; IC = grupo 
controle infartado; IP = grupo infartado tratado;  = p< 0,05 vs IC; ANOVA de uma via 

com teste post roc de tukey   

 

 

Figura 167. Variabilidade da frequência cardíaca no domínio da 
frequência – LF (baixa frequência) dos grupos analisados. CS = 
grupo controle sham; IC = grupo controle infartado; IP = grupo 
infartado tratado; < 0,05 vs IC; # = p< 0,05 vs IP. ANOVA de uma 

via, com teste post roc de Tukey 

 

Os dados acima sugerem que o IAM provoca alterações hemodinâmicas 

como aumento da frequência cardíaca e aumento da pressão arterial diastólica 

e dos parâmetros da variabilidade da frequência cardíaca. Contudo o uso da 
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piridostigmina foi capaz de normalizar os componentes da variabilidade da 

frequência cardíaca no domínio da frequência e a pressão arterial diastólica. 

 

  

Figura 17. Variabilidade da frequência cardíaca no domínio da 
frequência – HF (alta frequência) da variabilidade da frequência 
cardíaca dos grupos analisados. CS = grupo controle sham; IC = 
grupo controle infartado; IP = grupo infartado tratado< 0,05 vs IC; # 

= p< 0,05 vs IP. ANOVA de uma via, com teste post roc de Tukey 

 

 

  

Figura 18. Variabilidade da frequência cardíaca no domínio da 
frequência – LF/HF (equilíbrio simpato-vagal) dos grupos 
analisados. CS = grupo controle sham; IC = grupo controle infartado; 
IP = grupo infartado tratado; = p< 0,05 vs IC; # = p< 0,05 vs IP; 
ANOVA de uma via, com teste post roc de Tukey. 
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6.2) Citocinas 

 

A IL-1β é uma das primeiras citocinas pró-inflamatórias produzidas após 

IM, sua concentração foi maior no grupo IC (81 ± 21,8 pg/mg de proteína) quando 

comparada ao grupo CS (35 ± 3,2 pg/mg de proteína) e IP (29 ± 29,5 pg/mg de 

proteína) (FIGURA 19). 

 

 

 

  

Figura 19. Concentração de IL-1β dos grupos analisados. CS 
= grupo controle sham; IC = grupo controle infartado; IP = grupo 
infartado tratado; = p < 0,05 vs IC; # = p< 0,05 vs IP; ANOVA de 
uma via, com teste post roc de Tukey. 

 

 

 

A IL-6 atua como uma citocina pró-inflamatória secretada principalmente 

por células T e macrófagos; de forma semelhante a IL-1β mostrou-se maior no 

grupo IC (99 ± 26,6 pg/mg de proteína) quando comparada aos grupos CS (58 ± 

4,6 pg/mg de proteína) e grupo IP (50 ± 22,4 pg/mg de proteína) (Figura 20).  
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Figura 20. Concentração de IL-6 dos grupos analisados. CS 
= grupo controle sham; IC = grupo controle infartado; IP = grupo 
infartado tratado; = p < 0,05 vs IC; # = p< 0,05 vs IP; ANOVA 
de uma via, com teste post roc de Tukey. 

 

De forma semelhante, a concentração de TNF-α (citocina com 

característica pró-inflamatória, especialmente modulada pela via anti-

inflamatória colinérgica) foi maior no grupo IC (99 ± 26,6 pg/mg de proteína) 

quando comparado ao grupo CS (12 ± 0,6 pg/mg de proteína) e grupo IP (11 ± 

2,4 pg/mg de proteína) (Figura 21) 

 

  

Figura 21. Concentração de TNF-α dos grupos analisados. 
CS = grupo controle sham; IC = grupo controle infartado; IP = 
grupo infartado tratado; = p < 0,05 vs IC; # = p< 0,05 vs IP; 
ANOVA de uma via, com teste post roc de Tukey. 

 

A concentração de IL-10, importante citocina anti-inflamatória, foi maior 

no grupo IC (66 ± 6,8 pg/mg de proteína) quando comparado ao grupo CS (43 ± 

4,1 pg/mg de proteína) e grupo IP (43 ± 3,0 pg/mg de proteína) (FIGURA 22). 
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Figura 22. Concentração de IL-10 dos grupos analisados. CS 
= grupo controle sham; IC = grupo controle infartado; IP = grupo 
infartado tratado; = p < 0,05 vs IC; # = p< 0,05 vs IP; ANOVA de 
uma via, com teste post roc de Tukey 
 

 

As concentrações de citocinas no ventrículo esquerdo apresentaram 

valores semelhantes nas expressões IL-1β, IL6, TNF-α e IL-10 entre os grupos 

CS e IP no sétimo dia após infarto. 

 

 

6.3) Imunohistoquímica 

Como destacado anteriroemente, foram incluídos 15 ratos machos 

wistar, com peso 200 a 250g, divididos em 3 grupos, grupo CS (n=05), grupo IC 

(n=05) e grupo IP (n=05). Para cada animal foram preparados cortes histológicos 

com a utilização de: Anticorpo monoclonal para CD68 (ab31630, 1/500, Abcam) 

para detecção de macrófago tipo M1; Anticorpo monoclonal para CD206 

(ab64693, rabbit anti-mouse, 1/800, Abcam), para detecção de macrófago tipo 

M2; e Anticorpo monoclonal para FOXP3 (ab22610, 1/250, Abcam) para 

detecção de célula T reguladora (T reg). 

 

Macrófagos tipo M1 (CD68+) 

A marcação dos macrófagos tipo M1 (CD68+) foi realizada pelo programa 

de análise de imagens Image J® versão 1.48v 17 (free software, NIH, Bethesda, 
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Maryland, EUA) que quantificou em pixel as áreas castanhas, reveladas pela 

diaminobenzidina. Foi observado que ambos grupos infartados apresentaram 

quantidade aumentada de macrófagos tipo M1 na área peri-infarto (Figura 24a). 

A análise estatística revelou que existe uma diferença estatisticamente 

significativa entre o controle e os grupos infartados (Kruskall-Wallis, post hoc 

Student-Neuman-Keuls p < 0,0001), e que o tratamento com piridostigmina não 

influenciou a quantidade desses macrófagos com relação ao grupo infartado 

controle (p = 0,62) (FIGURA 23b). 

 

 

Figura 23a. Imunohistoquímica para marcação de células CD68, macrófagos M1. CS = 
grupo controle sham; IC = grupo controle infartado; IP = grupo infartado tratado. (Aumento 60x); 

 

Ainda detectamos a presença de infiltrados celulares no tecido cardíaco 

do grupo sham (CS) foi pequena e de localização dispersa, sem padrão de 

distribuição detectável, enquanto que o padrão de distribuição de macrófago tipo 

M1 na área de lesão foi diferente entre os grupos infartados. Os macrófagos do 

tipo M1 estiveram espalhados em toda área de lesão no grupo IC, enquanto que 

no grupo IP estavam mais concentrados na borda do tecido infartado de 

macrófagos M1, no grupo tratado (IP) quanto comparado com o grupo infartado 

controle (IC) (FIGURA 24). 

 

Figura 24. Imunohistoquímicapara marcação de células 
CD68, macrófagos M1. Padrão observado de distribuição 
de infiltrado de macrófagos M1 em tecido cardíaco infartado 
(Aumento 60x), 
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Figura 23b. Box plot mostrando a distribuição das 
marcações entre os grupos, contadas em pixels. Houve 
maior quantidade de macrófagos M1 nos grupos infartados 
com relação ao controle, (p<0,0001), mas não entre os 
infartados com e sem tratamento com piridostigmina (p= 0,62). 
(Kruskall-Wallis, post hoc Student-Neuman-Keuls). 
C=controle, IC=controle infartado, IP= infartado que recebeu 
piridostigmina. 

 

 

 

 

Macrófagos tipo M2 (CD206+) 

 

A marcação dos macrófagos M2, observada pela presença do receptor 

de manose (CD206+) mostrou que todos os grupos possuíam macrófagos M2, 

no grupo controle em pequena quantidade, e nos animais infartados esão 

dispersos na área do infarto e peri-infarto, mas em quantidades distintas (Figura 

5). Os ratos infartados que receberam Piridostigmina apresentaram mais 

macrófagos do tipo M2 seguidos ratos infartados sem tratamento (p<0,03) e 

depois pelos do grupo controle (figura 26a), mostrando que o infarto perse, 

aumenta a quantidade de macrófago M2, responsáveis diretos pelo 

remodelamento e reparo tecidual. Todavia, o tratamento com piridostigmina 

aumentou a quantidade desses macrófagos com relação ao grupo infartado 

controle de modo estatisticamente signficativo (p<0,0001) (FIGURA 25b). 
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Figura 25a. Imunohistoquímica para marcação de células CD 206, macrófagos M2. CS 
= grupo controle sham; IC = grupo controle infartado; IP = grupo infartado tratado (Aumento 
60x). 

 
 

Observamos com estes dados, que ao final do sétimo dia após infarto, 

os animais tratados apresentaram uma relação dos tipos de macrófagos M1/M2 

mais reduzida no grupo IP (8,02) quando comparado com o grupo não tratado 

CS (9,47), demonstrando a prevalência de uma característica anti-inflamatória. 

 

 

 

 
Figura 25b: Box plot mostrando a distribuição das marcações 
entre os grupos, contadas em pixels. Houve maior quantidade de 
macrófagos tipo M2 nos grupos infartados com relação aos demais 
(p<0,0001), seguido pelo grupo infartado sem tratamento (p = 
0,0012), e entre os grupos infartados entre si, mostrando que a 
piridostigmina aumentada quantidade de macrófagos tipo M2 na 
área infartada e peri-infarto (p = 0.03) (Kruskall-Wallis, post hoc 
Student-Neuman-Keuls). C=controle, IC=controle infartado, IP= 
grupo infartado que recebeu piridostigmina. 
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Linfócitos T reg (FoxP3+) 

 

A marcação dos linfócitos T reguladores FoxP3+ foi realizada da mesma 

forma que o anterior. Foi observado no grupo controle muito pouca marcação 

para linfócitos FoxP3+, enquanto que nos grupos infartados houve intensa 

marcação para linfócitos Tregs, que se apresentaram dispersos na área peri-

infarto, em uma marcação ora presente na membrana celular, ora no citoplasma 

(Figura 26a). A análise estatística (Kruskall-Wallis, post hoc Student-Neuman-

Keuls) revelou que existe uma diferença significativa entre todos os grupos, 

sendo que o grupo IC apresentou mais células, seguido pelo grupo IP e pelos 

animais do grupo controle (FIGURA 26b). 

 

 

 

 

Figura 26a. Imunohistoquimica para marcação de células expressando Foxp3. CS = 
grupo controle sham; IC = grupo controle infartado; IP = grupo infartado tratado (Aumento 
60x). 
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Figura 26b: Box plot mostrando a distribuição das marcações entre 

os grupos, contadas em pixels.  Observou-se que o grupo IC 

apresentou mais linfócitos T reg FoxP3+, seguido pelo grupo IP e pelos 

animais do grupo controle. (Kruskall-Wallis, post hoc Student-Neuman-

Keuls p = 0,006). C=controle, IC=controle infartado, IP= infartado que 

recebeu piridostigmina.  
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7) Discussão 

 

Como achados mais importantes do presente estudo destacamos: o 

efeito da dose administrada do anticolinesterásico piridostigmina na mobilização 

de células inflamatórias na área infartada, em especial, reduzindo a relação de 

macrófagos M1/M2, associada à significativa redução das concentrações de 

citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6 e TNF-α) no VE de ratos, no 7º dia pós 

IM. Demonstramos ainda o efeito farmacológico da piridostigmina na modulação 

vagal, pela melhora em parâmetros da VFC no domínio da frequência.  

Recentemente, observamos uma grande atenção na literatura para o 

papel da modulação vagal na redução da resposta inflamatória e na melhora do 

prognóstico em vários modelos experimentais de síndromes inflamatórias como: 

sepse, 114 artrite reumatoide, 111 miocardite viral, 115 pancreatite, 116 choque 

hemorrágico, 117 doença de chagas, 118 lesão de isquemia/ reperfusão 119 e 

endotoxemia. 120 Estudos recentes também começaram a investigar a relação 

entre modulação vagal, modulação da resposta inflamatória e remodelamento 

cardíaco em modelos de infarto do miocárdio em diferentes espécies animais 

102,119. Os resultados foram promissores e levaram ao início de estudos sobre 

essa nova forma terapêutica em paciente com quadro de insuficiência cardíaca 

congestiva (ICC). A base teórica para indicação dessa terapêutica encontra-se 

no conceito que o Sistema Nervoso Autônomo (SNA), mais especificamente o 

parassimpático (Vago), pode reduzir o processo inflamatório crônico que 

caracteriza os portadores de ICC. 121 

Atualmente temos várias maneiras para aumentar a atividade vagal, 

incluindo a estimulação direta do nervo vago, como os implantes de eletrodos no 

nervo. O implante de dispositivo de estímulo vagal direto está bem documentado 

para o tratamento de epilepsia, 109 e como citado, mais recentemente está sendo 

estudado na insuficiência cardíaca, 112 e também em modelos animais de 

insuficiência mitral. 122 Apesar de concluírem que a estimulação direta do nervo 

vago seja segura, e com resultados positivos, estes dispositivos podem 

apresentar complicações associadas com o procedimento cirúrgico e com o seu 

funcionamento. Alternativas terapêuticas não invasivas estão ganhando 

atenção, e se mostram mais seguras e com melhor tolerância do paciente. 



45 
 

 

Dentre as alternativas terapêuticas não invasivas, que focam o aumento da 

atividade parassimpática, temos a estimulação elétrica transcutânea do vago e 

o uso de fármacos. 

A PIR é um potente inibidor da acetilcolinesterase, sendo efetiva no 

aumento da modulação vagal, efeito já demonstrado em modelo experimental  e 

humano. 123 Nosso grupo demonstrou não só a efetividade da elevação da 

função vagal com a administração deste fármaco, como também o aumento da 

sensibilidade baroreflexa, redução do balanço simpatovagal global (LF/HF) e 

melhora em parâmetros morfofuncionais em ratos infartados e tratados com a 

PIR, 102 na dose semelhante à utilizada em nosso estudo. 

Efeitos benéficos deste fármaco sobre o sistema cardiovascular também 

foram demonstrados em vários estudos em humanos. Estudo investigando o 

efeito agudo da PIR em humanos adultos saudáveis, em que a concentração 

máxima da droga no organismo ocorreu em média em 150 minutos após 

administração, e, apesar da FC não se alterar, houve aumento do componente 

parassimpático da VFC (banda HF) foi observada após 5h. 124 Outras 

publicações descreveram que humanos saudáveis, medicados com a dose 45 

mg de PIR tiveram menos alterações nos parâmetros hemodinâmicos durante o 

teste de estresse mental e aumento da VFC no exame de monitorização contínua 

da FC (HOLTER), quando comprados ao grupo controle. Estudo mostra que ao 

se administrar uma dose de PIR (45mg), em humanos com doença arterial 

coronariana estável, observaram-se, através de variáveis eletrocardiográficas, 

os efeitos cardioprotetores da PIR, como redução de arritmias ventriculares e 

redução do intervalo QTc. Os autores sugeriram que esses efeitos benéficos da 

PIR poderiam ter impacto na redução da mortalidade em pacientes com 

síndromes coronarianas. Além disso, os resultados demonstraram que a 

qualidade de vida poderia também ser melhorada, consideranso-se que houve 

aumento da tolerância ao exercício em pacientes medicados com PIR. 125 Em 

todos estes estudos citados pouco ou nenhum efeito colateral foi referido, 

demonstrando sua segurança na administração em humanos em situações 

clínicas além da indicação clássica, para o tratamento da Miastenia Gravis.  

Diversos estudos em modelos animais avaliaram os efeitos do aumento 

da modulação vagal (por estimulação elétrica do vago ou por administração da 
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PIR) na função ventricular e no remodelamento do coração. Em modelo 

experimental com ratos, a estimulação elétrica do nervo vago (ajustada para 

atingir um decréscimo de 20-30 batimentos cardíacos em relação ao momento 

basal) após 07 dias de IM, demonstrou-se após 6 semanas que a estimulação 

crônica vagal aumentou a sobrevida e preveniu a progressão da insuficiência 

cardíaca nos animais tratados. 126 Com relação ao aumento da modulação vagal 

por meio da administração de PIR, estudo em modelo experimental com ratos 

wistar maschos com insuficiência cardíaca, avaliados na 6ª semana após 

ligadura coronariana e com administração de PYR (22 mg/kg/dia), foi capaz de 

melhorar o balanço autonômico e a sensibilidade quimioreflexa, mas não se 

verificou melhora na função cardíaca, quando comparado ao grupo sham. Em 

camundongos com pequenas áreas de infartado, medicados com PIR 

(3mg/kg/dia) por minipumps subcutâneos em região interescapular por um 

período de quatro semanas após IM, não foram observadas diferenças no 

diâmetro do miocárdio e colágeno intersticial, no entanto o balanço autonômico 

foi restaurado. 127,128  

Estudo experimental com ratos Sprague-Dawley infartados, tratados 

com PIR numa dose semelhate ao do nosso estudo, por 14 dias, iniciando a sua 

administração após 7 dias de IM, observou-se melhora na função diastólica do 

VE acompanhada de redução da expressão de MMPs (metaloproteínases de 

matriz) na área lesada, que conferiu menor dano estrutural a matriz extracelular. 

Ainda no mesmo estudo, demonstrou-se que esse efeito benéfico se 

correlaciona com a redução da ativação da via TGF-β1/TAK1, via diretamente 

envolvida na hipertrofia e fibrose cardíacas. 129  

Ao utilizar o mesmo modelo de IM em ratos que o presente estudo, 

administrando uma dose de PIR 31 mg/kg/dia de piridostigmina por 14 dias, foi 

demonstrado que a PIR melhorou a reatividade vascular mediada por 

acetilcolina, por meio do aumento da disponibilidade de NO. 130 Vale ressaltar, 

no entanto, que os estudos citados não podem ser comparados de forma direta, 

considerando importantes diferenças no protocolo experimental utilizado, como 

espécies, dose de anticolinesterásico, início e término das avaliações, técnicas 

utilizadas. Porém, todos indicam efeito benéfico dessa classe de droga sobre o 

aparelho cardiovascular, fortalecendo a continuidade de estudos na área. 
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No presente estudo, a avaliação da função ventricular por meio da 

ecocardiografia foi realizada, porém os dados ainda não foram analisados. 

Todavia, estudos que utilizaram dose de PIR semelhante à usada neste estudo, 

apresentam mudanças em parâmetros funcionais e morfológicos no tecido 

cardíaco lesado, quando os animais foram avaliados semanas após o IM.  

Em nosso trabalho, o tratamento com PIR não modificou os valores 

basais da pressão arterial sistólica (PAS), e da pressão arterial média (PAM) 

quando comparado com o grupo infartado sem tatamento. Todavia, a PAD que 

estava mais elevada no grupo infartado mostrou-se reduzida no grupo tratado 

com PIR. A FC nos animais infartados tratados ou não com PIR permaneceu 

elevada comparada ao grupo controle, e semelhante entre os grupos infartados.  

Esses dados indicam que o IM desloca a modulação autonômica do coração na 

direção da preponderância da atividade simpática e redução da atividade vagal 

cardíaca. A administração de PIR teve importante impacto na modulação 

simpato-vagal, com aumento significativo da modulação vagal e redução da 

modulação simpática. Esses dados vão de encontro aos resultados de vários 

estudos da literatura, que utilizaram doses de PIR semelhantes às nossas. 

Consideramos, portanto, que o tratamento com PIR foi eficaz na sua ação 

farmacológica primária. 

Nosso estudo avaliou o efeito da PIR na modulação de células 

inflamatórias numa fase precoce da resposta inflamatória decorrente da oclusão 

mantida da coronária (IM). Como esperado, após IM houve um intenso infiltrado 

de macrófagos, que, no sétimo dia pós IM estava semelhante entre os grupos 

infartados, tratados ou não com PIR. Porém, no grupo tratado com PIR houve 

uma realocação dos macrófagos M1, que se aglomerou nas bordas da área 

infartada, ou seja, na zona peri-infarto. Com relação ao número de macrófagos 

M2 houve diferença numérica significativa entre os grupos. Ratos infartados 

apresentaram aumento dos macrófagos M2 comparado ao grupo controle. 

Porém, os ratos infartados que receberam PIR o aumento de macrófagos M2 foi 

ainda maior. Os mecanismos celulares (vias de sinalização) envolvidos nessa 

mudança de polarização dos macrófagos não foram avaliados nesse estudo, 

porém, necessitam ser posteriormente estudados. Contudo, podemos inferir que 

a administração de PIR está associada ao aumento da população de macrófagos 
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M2 na área infartada, no 7o dia pós IM. É interessante ressaltar ainda que a 

literatura indica que os macrófagos tipo M1 produzem citocinas pró-inflamatórias. 

Mas, no nosso estudo apesar do número de M1 estar semelhante nos grupos 

infartados, houve grande redução de várias citocinas pró-inflamatórias no grupo 

tratado com PIR. Esse fato sugere que a relação M1/M2 com predomínio anti-

inflamatório tem papel importante na modulação de citocinas pró-inflamatórias 

pós IM.  

Evidências na literatura demostram que a estimulação da via anti-

inflamatória colinérgica é capaz de modular a resposta inflamatória mediada por 

macrófagos. Em modelo experimental de pós-operatório simulando manipulação 

cirúrgica no intestino de ratos, demonstrou-se que a via anti-inflamatória 

colinérgica foi responsável pela redução da inflamação, após estimulação 

elétrica do nervo vago, e este benefício foi dependente do α7-nAChR.  131 

Outra possibilidade seria o efeito direto da acetilcolina nos macrófagos. 

Diversos estudos in vitro demonstraram a redução da liberação de citocinas 

inflamatórias por macrófagos em cultura após administração de acetilcolina e 

nicotina. 75,76,81 Em camundongos deficientes de apolipotreina E (ApoE) que 

desenvolevem placas ateroscleróticas, tratados com AR-R17779, agonista 

seletivo do receptor nicotínico de acetilcolina α-7 (α-7nAChR), observou-se 

redução da área da placa aterosclerótica e aumento na sobrevida dos animais. 

Adicionalmente, reduziu-se a expressão de citocinas inflamatórias (IL-1β e IL-6) 

e NOX2, bem como redução na pressão sanguínea e níveis lipídicos. Podemos 

sugerir que a maior disponibilidade de ACh, decorrente da administração de PIR, 

estimule os macrófagos por meio dos receptores de nicotina e dessa forma, 

reduza a produção de citocinas pró-inflamatórias. 132  

Em modelo experimental de isquemia e reperfusão em ratos, realizaram 

estimulação elétrica direta do nervo vago em dois momentos, 5 minutos antes e 

5 minutos após isquemia, observou-se que após 24 horas houve redução da 

área infartada e menor número de apoptoses de cardiomiócitos. Nesse estudo 

demonstrou-se ainda que na área que sofreu isquemia houve redução da 

infiltração de macrófagos e de células polimorfonucleares, com menor expressão 

de citocinas inflamatórias e MCP-1, responsáveis pela mobilização de neutrófilos 

e macrófagos, respectivamente. Os macrófagos infiltrados no tecido cardíaco 



49 
 

 

expressavam imunoreatividade ao receptor nicotínico de acetilcolina α-7 (α-

7nAChR). 133 Estes dados demonstram o envolvimento da via anti-inflamatória 

colinérgica, e seu efeito protetor, sobre o tecido cardíaco de ratos após isquemia/ 

reperfusão.  

Como apresentado anteriormente, os MO são atraídos pela presença de 

um fator da cascata do complemento (C5a) nas primeiras horas após a injúria do 

tecido, e infiltram-se local do infarto por meio do receptor da proteína 

quimiotática. 22 Os MO liberam mediadores inflamatórios, especialmente TNF-α 

e proteases para degradação da matriz extracelular (MCE), contribuindo ainda 

para a fagocitose de detritos e aumento na reação inflamatória. 7 MO infiltrados 

no tecido isquêmico se maturam, estimulados pelo Fator Estimulador de Colônia 

de Macrófago (M-CSF), em MØ. 23 Os MØ têm importantes funções na resposta 

inflamatória, no metabolismo da matriz extracelular, na síntese de 

metaloproteinase e seus inibidores, na coordenação da resposta imune 

adaptativa, na resolução e no reparo dos tecidos. 24,25,134 Diferentemente do 

estado não ativado, em que o macrófago pode sobreviver meses no tecido, 

durante o processo inflamatório há baixa sobrevida de macrófago em tecido 

lesado. Contudo, na resposta inflamatória o número de MØ na área inflamada 

parece ser estável, devido à elevada taxa de deslocamento de novas células do 

baço, da medula óssea e proliferação local 46, mantendo assim uma taxa 

populacional. 25 Através de seus receptores os MØ reconhecem “sinais de 

perigo” que os polarizam em diferentes fenótipos. Desta forma,  dependento do 

meio, pode ocorrer a induzir de um estado de ativação clássico, denominado M1, 

ou uma ativação alternativa, denomidada M2. 134, 135 O MØ M1 se caracterizam 

pela liberação de citocinas pró-inflamatórias, enquanto que os MØ M2 

apresentam características anti-inflamatórias. 135 
 

O pico da populacional de macrófagos M1 no tecido lesado ocorre ao 

redor da 1-3 dias, semelhante à população de neutrófilos, com decréscimo já no 

quinto dia, dependendo das características da lesão. 133,132 A população de 

macrófagos M1 representa cerca de 70% da população de macrófagos 

envolvida. 53,133,136 A resposta tardia se inicia gradualmente no quinto dia, com 

aumento gradual dos macrófagos M2, marcando assim a fase reparativa. 

40,53,136,137  
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Experimento in vitro demonstrou que MØ derivados da medula óssea se 

diferenciam em M1 na presença de lipopolissacarídeo ou de IFN, tendo 

características pró-inflamatórias 49 e liberam TNF-α, iNOS, IL-1β ou IL-6.  Por 

outro lado, moléculas IL-4, IL-13, IL-10, TGF estimulam a diferenciação de MØ 

em células M2, que apresentam características anti-inflamatórias e liberam TGF, 

IL-10, entre outras. 27 No contexto do IM in vivo os MØ M1 parecem ser 

substituídos sucessivamente por MØ M2, seguindo um padrão bifásico. 28-30 Os 

MØ M2 com atividade anti-inflamatória tem grande capacidade de proliferação in 

situ. 31 

Em nosso estudo apesar de termos observado maior concentração de 

MØ M2, esse aumento não foi acompanhado de aumento de IL-10. Esse fato 

parece paradoxal, e necessita maiores investigações.   

A menor produção de citocinas no grupo de ratos tratados com PIR foi 

observada no nosso estudo, somente no ventículo esquerdo. Não avaliamos 

citocinas no sangue periférico. Estudos clínicos recentes fizeram correlações 

entre modulação simpato-vagal e produção de citocinas. O estudo CARDIA 

verificou que a correlação positiva entre níveis séricos de mediadores pró-

inflamatórios e atividade simpática em jovens saudáveis. 105 Corroborando com 

estes dados, foi demonstrado em humanos que há correlação inversa VFC com 

níveis de citocinas séricas: IL-1β, IL-6 e TNF-α, contudo não apresentou relação 

direta com IL-10. 138  

Dois estímulos distintos (por IFN ou IL-4) que induzem a polarização dos 

macrófagos do Tipo 1 para o Tipo 2 são iberados por diferentes linfócitos (Th-1 

e Th2). Esse fato demonstra a importância do SI adaptativo nos mecanismos de 

reparo pós IM, mais especificamente pela ativação de linfócitos T. 139,140 

O envolvimento das subpopulações de células T após IM está bem 

documentado na literatura. A compreensão da relação destas células com a 

ativação da via anti-inflamatória colinérgica ainda é escassa na literatura, e 

nossos resultados corroboram para ampliar o entendimento desta relação.  

Já está bem comprovado o aumento de células T CD4+ e CD8+ no 

miocárdio infartado, sendo que há um predominio das células T CD4+. Em 

modelo experimental, com camundongos infartados, foi evidenciado o papel 
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protetor dos linfócitos CD4+, já na primeira semana pós IM, pois camundongos 

knockout para essas células (CD4 KO-/-) apresentaram maior ruptura cardíaca 

e consequentemente maior mortalidade pós IM. Os animais que sobreviviam à 

fase aguda apresentavam após 56 dias aumento da área de infarto e maior 

dilataçãoidade do VE. 141 

Adicionalmente, no IM as células CD8+ (citotóxicas) têm a capacidade 

de reconhecer e destruir cardiomiócitos viáveis in vivo. Esta reação inflamatória 

ultrapassa a função fisiológica necessária para remover o tecido necrosado. 

Postula-se que a magnitude da “inflamação patológica” é responsável pela 

extensão do infarto, e é mediada por células T1. 139,142 

Cabe destacar, que os linfócitos T regulatórios (Tregs) exercem um 

papel central na supressão de respostas imunes, regulando o comportamento e 

a expressão de genes em células T efetoras, macrófagos e células dentríticas, e 

estão, portanto envolvidas na auto-tolerância e supressão de respostas imunes 

exacerbadas. 143,145 

Estudo com camundongos infartados por ligadura de artéria coronariana 

evidenciou que a ativação de células Tregs induz a diferenciação de macrófagos 

M2, levando à substituição de tecido necrótico por uma cicatriz colagenosa 

estável. Já os camundongos knockout (Foxp3-) apresentaram maior quantidade 

de macrófagos com o fenótipo M1, acelerando o processo inflamatório e o 

remodelamento cardíaco. Por ter modulado as células Tregs tardiamente ao IM, 

e mesmo assim ter observado aumento expressivo de macrófagos M2, 

associado a melhora na sobrevida dos animais. Postulou a existência de uma 

janela terapêutica para evitar a expansão da zona cadíaca lesada, rupturas 

ventriculares pós IM, e remodelamento adverso. 145 

Resultados de outro estudo experimental demonstraram, em 

camundongos de ambos os sexos, que o recrutamento de células Treg pode 

reduzir a inflamação pós-infarto e prevenir a excessiva degradação da matriz. 

Fato que atenua o remodelamento adverso devido ao recrutamento de células 

mononucleares supressivas (células T reg CD4+Foxp3+), quando comparado à 

linhagem correspondente de camundongos CCR5 (-/-). 10 Saxena e cols,146 em 

modelo com camundongos transgênicos infartados, demonstraram que a 

depleção de células Treg exerceu efeitos significativos na disfunção cardíaca e 
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no tamanho da cicatriz após reperfusão experimental. Neste modelo houve 

aceleração do processo de dilatação ventricular e maior remodelamento adverso 

pós IM.  

Em nosso estudo, avaliamos o efeito da administração da PIR na 

mobilização das células Tregs no miocárdio no 7º dia pós IM. Como esperado, 

os ratos infartados apresentaram grande quantidade de células Tregs, quando 

comparadas ao grupo controle. Entretanto, ratos que foram tratados com PIR 

tiveram número menor de Tregs comparados aos ratos não tratados. Fizemos a 

hipótese de que as células Tregs podem ter tido seu pico antecipado no grupo 

tratado. Essa hipótese é embasada em dados de estudo prévio de nosso 

laboratório, que demonstrou que no 3º dia pós IM, a administração de PIR 

aumenta significativamentea população de linfócitos Tregs na área infartada.  

Como citado anteriormente, o processo inflamatório após o IM é 

importante para promover a cicatrização. Porém uma resposta excessiva pode 

perpetuar o processo inflamatório e agravar a lesão miocárdica, desenvolvendo 

assim complicações severas. 72,147 As citocinas pró-inflamatórias são 

marcadores da atividade inflamatória, por estarem participando diretamente 

deste processo, sendo o TNF-α uma das mais expressivas. A TNF-α é produzida 

principalmente por macrófagos, e possui um papel importante na fase aguda por 

amplificar a resposta inflamatória, sua expressão reduzida no decorrer de poucos 

dias e é alvo direto da via anti-inflamatória estuda. A IL-1β é também uma 

citocina de fase aguda, mas presente em toda a fase inflamatória, e é secretada 

principalmente por monócitos e macrófagos.  Já a IL-6 atua nas respostas inatas 

e adaptativas, e é secretada por macrófagos, linfócitos T e outras células, além 

de ser estimulada por outras citocinas, como a IL-1. 148,149 Níveis de IL-1β e IL-6 

são elevados rapidamente após IM, se mantendo até 12 horas, após este 

período observa-se seu declínio. O TNF-α apresenta um comportamento 

semelhante com um pico em torno de 24 após o IM na área de infarto, porém 

pode ser detectado nas áreas viáveis. 133,147 A partir do 7º dia após IM 

observamos o declínio de todas estas citocinas pro-inflamatórias 148. Em outros 

estudos com modelos experimentais (sepse e isquemia/ reperfusão) foram 

descritos a redução destas citocinas após estimulação vagal. 81,83,76 No nosso 

estudo avaliamos a presença de citocinas pró inflamatórias (IL-1β, IL-6 e TNF-α) 
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e anti-inflamatória (IL-10) no miocárdio no sétimo dia após IM, e observamos a 

redução da expressão de todas as citocinas no grupo tratado com PIR. A 

redução ocorreu em paralelo com o a redução da relação M1/M2 e com a 

redução dos linfócitos Tregs, fato que sugerimos ser a antecipação/aceleração 

das fases do processo inflamatório. Corroborando com esta sugestão, estudo 

em modelo experimental observou que as fases do processo de reparação 

tecidual não mudam, apenas são antecipadas ou prolongadas. 46 

Atribuímos esses resultados ao aumento da modulação vagal ou ao 

efeito direto da acetilcolina em células do sistema imune em resposta a 

administração de PIR. 

Podemos inferir que no grupo de ratos infartados tratados com PIR o 

processo inflamatório está mais controlado, por apresentar um perfil anti-

inflamatório, com predomínio de células anti-inflamatórias e redução de 

produção de citocinas; e que esse perfil leva ao melhor remodelamento 

ventricular com preservação da função do miocárdio, que já foi observado 

anteriormente pelo nosso grupo e também demonstrado em outros estudos de 

outros pesquisadores. 
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8) Conclusão 

 

Considerando o conjunto de resultados obtidos que demosntraram maior 

modulação vagal, redução significativa  de citocinas inflamatórias e elevação dos 

níveis de macrófagos M2, no tecido cardíaco acometido do grupo de animais 

infartados tratados com PIR, demonstramos que o aumento da modulação 

parassimpática atua de forma positiva na resposta inflamatória precoce após IM. 

Acreditamos ter apresentado elementos que agregam informações sobre os 

mecanismos pelos quais a ativação do reflexo anti-inflamatório colinérgico 

melhora de parâmetros morfofuncionais pós IM, já descritos em estudos 

anteriores, evidenciando sua ação na mobilização de células dos SI inato e 

adaptativo nas fases iniciais da inflamação pós IM.  

O conhecimento que vem sendo adquirido sobre a via anti-inflamatória 

colinérgica parece solidificar uma nova opção terapêutica para pacientes com 

diferentes patologias que cursam com ativação intensa do processo inflamatório. 

Podemos fazer a hipótese de que pacientes que sofreram IM podem se tornar 

um grupo que poderá se beneficiar desta nova modalidade terapêtica.  

Contudo, mais estudos precisam ser realizados para confirmar essas 

hipóteses. 
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