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RESUMO 
 

 
 

A hipertensão arterial sistêmica (HAS) é uma doença multifatorial, que além da 

disfunção autonômica, a inflamação parece desempenhar importante papel no 

desenvolvimento e manutenção dos elevados níveis de pressão arterial. Devido 

a sua crescente relação com graves repercussões clínicas cardiovasculares, 

dentre elas o infarto agudo do miocárdio (IAM), a busca de novos conhecimentos 

sobre a via anti-inflamatória colinérgica emerge na literatura devido ao seu 

potente efeito na modulação da resposta inflamatória via nervo vago. Objetivo: 

Avaliar os efeitos da estimulação parassimpática, por meio da administração do 

antagonista farmacológico brometo de piridostigmina, sobre o remodelamento 

ventricular e a polarização de macrófagos na fase subaguda do infarto do 

miocárdio em ratos SHR. Métodos: O estudo foi realizado em uma fase 

subaguda pós IAM em ratos da linhagem SHR (peso 250 a 300g), divididos em 

3 grupo experimentais: Grupo controle SHAM (CS), grupo infarto controle (IC) e 

grupo infarto tratamento (IP). Os animais foram acompanhados durante 7 dias 

de protocolo, sendo considerado o dia 0, o dia em que foi realizada a ligadura da 

artéria coronária esquerda nos grupos IC e IP e início do tratamento com brometo 

de piridostigmina com a dose de 40 mg/kg/dia no grupo IP. A partir do dia 04 de 

protocolo foram realizados registros diretos da pressão arterial (PA), modulação 

autonômica cardiovascular (Variabilidade da frequência cardíaca e sistólica) e 

avaliação da função ventricular com a técnica de ecoDoplercardiografia. 

Posteriormente, os animais foram eutanasiados para a coleta do tecido cardíaco, 

para as avaliações de imunohistoquimica. Análise estatística: Para a 

comparação entre os grupos, foi utilizado a análise de variância (ANOVA) 

multifatorial, post roc Bonferroni, com p<0,05. Resultados: O BP diminuiu os 



valores de PAM em relação ao CS (IP:139±7 vs CS:172±6), melhorou a função 

sistólica evidenciadas através da fração de encurtamento e de ejeção, e 

aumentou a concentração de macrófagos do tipo 2 (IP:67±7 vs IC:50±4), não 

foram observados diferenças nos parâmetros de modulação autonômica 

cardíaca e colágeno total. Conclusão: Estes resultados evidencia uma 

abordagem farmacológica envolvendo a inibição da acetilcolinesterase induzindo 

efeitos benéficos sobre o perfil hemodinâmico, função cardíaca e modulação 

inflamatória subaguda após o IAM em ratos espontaneamente hipertensos. 

Palavra-chave: Hipertensão, Infarto do miocárdio, brometo de piridostigmina, 

Colinérgicos, Neuroimunomodulação. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Doenças cardiovasculares 

As doenças cardiovasculares (DCV) são as principais causas de 

mortalidade e morbidade por doenças não transmissíveis 1. Segundo dados da 

Organização Mundial da Saúde 2, no ano de 2012, 17,5 milhões de pessoas 

morreram em decorrência destas doenças representando 31% das causas de 

mortalidade no mundo. E no Brasil, as taxas de mortalidade por DCV apresentam 

índices semelhantes aos dados mundiais da saúde, representando cerca de 33% 

destas3,4.  

Levantamentos epidemiológicos, obtidos através do seguimento 

longitudinal de grandes populações, a hipertensão arterial sistêmica (HAS) foi 

apontada como um dos principais fatores determinantes de morbimortalidade 

cardiovascular. De fato, sequelas cardiovasculares, incluindo acidente vascular 

cerebral e infarto do miocárdio, ocorreram com frequência global 2 a 3 vezes 

maior em hipertensos, quando comparados com normotensos da mesma idade 

5.   

Isso porque a HAS é uma doença crônica, associada a alterações 

funcionais e/ou estruturais vasculares, como a disfunção endotelial, que por sua 

vez, apresenta um importante papel patogênico no desenvolvimento inicial da 

aterosclerose e síndromes coronarianas6.  

Diante disso, e considerando que a HAS é um fator de risco bem 

estabelecido para o desenvolvimento de importantes manifestações clínicas 

cardiovasculares, é indiscutível a importância dos fatores relacionados à 

compreensão da sua fisiopatologia, bem como definir novas estratégias 
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terapêuticas que visam um melhor prognóstico da HAS associada as suas 

comorbidades7. Como por exemplo, o infarto agudo do miocárdio, foco de nosso 

estudo. 

1.2 Síndrome Coronariana Aguda e Inflamação  

A síndrome coronariana aguda (SCA) se caracteriza por um grupo 

variado de agravos cardiovasculares, dos quais se destaca o infarto agudo do 

miocárdio (IAM) por ser um evento abrupto, de elevada mortalidade e morbidade 

mundial8,9.  

O termo IAM se refere à lesão isquêmica originária de uma redução 

severa ou completa do aporte sanguíneo para os cardiomiócitos, provocando 

morte celular10,11,12. A evolução da necrose isquêmica depende da extensão e 

duração da isquemia, da intensidade de circulação colateral e do estado prévio 

do miocárdio13. Uma isquemia cardíaca por menos de cinco minutos já é 

suficiente para causar anormalidades funcionais durante 48 horas nos 

cardiomiócitos, mas sendo reversível e apresentar pouca ou nenhuma reação 

inflamatória14. 

O processo inflamatório causado pelo IAM se faz necessário para 

promover a reparação tecidual da área necrótica e formação da cicatriz, a 

alterando assim a matriz extracelular (MEC), que influencia decisivamente na 

forma cardíaca. Este rompimento inicial na zona acometida, promove 

precocemente a expansão do infarto que é seguido pela deposição de colágeno 

em substituição no parênquima. Nesta fase, as forças mecânicas e respostas 

inflamatórias sobre a MEC, influenciam decisivamente a estabilidade e 

impactando no prejuízo da formação da cicatriz15.   
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Além disso, o estresse mecânico promove a manutenção do processo 

inflamatório, por gerar elevadas concentrações de citocinas IL-6 (atua como uma 

citocina pró-inflamatória. É produzida pelos macrófagos ativos e por linfócitos T), 

TNFα (grupo de citocinas capaz de provocar a apoptose de células tumorais e 

que possuem uma vasta gama de ações pró-inflamatórias. É secretado 

principalmente por macrófagos) e IL-1β (secretada pelos macrófagos, monócitos 

e linfócitos B, participa na regulação das respostas imunes, reações 

inflamatórias) na área acometida. O TNFα e IL-1β induzem a expressão de 

citocinas secundárias tais como IL-6 e IL-8. As IL-6 e IL-8 estimulam a migração 

de leucócitos, os quais aumentam a concentração de citocinas IL-1β e IL-816,17.  

Simultaneamente à necrose miocárdica, há um processo de 

remodelamento ventricular, embora no início o remodelamento possa ser 

adaptativo e permita manter a função miocárdica, o remodelamento progressivo 

inevitavelmente leva a piora da função e a um pior prognósico18.  

Nesse sentido, o remodelamento e reparação miocárdica dependem da 

eficiência do sistema imunológico na zona do infarto. A qualidade da cicatriz, por 

sua vez, impacta nas alterações clínicas posteriores. Sendo assim, a 

compreensão do processo inflamatório e atuação do sistema imune neste 

processo, é um potencial, no desenvolvimento de novas estratégias 

terapêuticas.  

 

1.3 Resposta imune inata e Adaptativa pós infarto do miocárdio  

O macrófago é uma importante célula do sistema imunológico que tem 

sua participação na imunidade inata e adaptativa, através da fagocitose de 

partículas desconhecidas, na função de apresentação de antígenos, ação 
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microbicida 19 e da sua capacidade de produzir mediadores que interferem na 

função imunológica 20.  

O processo de resposta do sistema imunológico é compreendido por 

duas respostas que se relacionam entre si. Uma delas é de amplo espetro, 

denominada de resposta imunológica inata ou natural. É mais imediata e com 

um espectro de ação alargado, atuando na presença de estruturas moleculares 

conservadas presentes em agentes patogénicos 21,22. Alguns estudos 

recentemente demonstraram que o número de leucócitos no sangue periférico, 

e a razão polimorfonucleares / linfócitos, nas primeiras horas de infarto tem forte 

valor preditivo de morte em pacientes com infarto agudo do miocárdio 23,24,25. 

Outros mostraram que neutrófila e em menor extensão monocitose e linfopenia 

também são marcadores de prognóstico pós infarto 26,27. 

A segunda resposta imunológica mais específica é denominada de 

resposta imunológica adaptativa ou adquirida, levando mais tempo a 

desenvolver-se e é resultado da ativação de uma série de células (linfócitos) e 

moléculas solúveis, que interagem e funcionam de uma forma sinérgica e 

específica para eliminar ou apenas neutralizar um estímulo agressor 28.  

 No IAM os macrófagos são funcionalmente heterogêneos e podem ser 

classificados respectivamente em M1 e M2, baseados na expressão de 

marcadores de superfície. A transição a partir da fase inflamatória inicial e 

cicatrização é denominada inflamatória de neutrófilos, monócitos e macrófagos 

M1. 

 Os macrófagos M1 são predominantes no terceiro dia pós IAM e exibem 

altos níveis de expressão de mediadores pró-inflamatórios. Já na fase de 

resolução do processo inflamatório, fase tardia, temos os macrófagos M2. Os 
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macrófagos M2, predominam no quinto dia pós IAM, e expressam, além de 

genes pró inflamatórios, altos níveis de citocinas anti-inflamatórias IL-10 e altos 

níveis de genes de reparação. Este pode ser atrasada ou deficiente em muitos 

pacientes 29. Assim, as funções típicas do macrófago M2 durante a reparação 

pode ser insuficiente. Cada vez mais, acredita-se que a transição de polarização 

de macrofagos do M1 a M2 é um evento chave na reparação no processo do 

IAM 30. 

 Heidt e cols (2014), utilizando um modelo experimental, demonstraram 

uma prevalência de monócitos na fase precoce de cicatrização, adicionalmente, 

estes monócitos se diferenciam em células M2 que secretam mediadores 

envolvidos na resolução da inflamação. E estes macrófagos derivados de 

monócitos tem grande capacidade de proliferação in situ 31. Importante ressaltar 

que macrófagos, monócitos e mastócitos são grandes secretores de citocinas e 

fatores de crescimento necessários para a proliferação de fibroblastos e 

angiogênese 32,33,34. 

 Estudo realizado em nosso grupo com ratos normotensos, Wistar 

demonstrou que ao final do sétimo dia após infarto, os animais tratados com PIR 

apresentaram uma relação dos tipos de macrófagos M1/M2 mais reduzida no 

grupo IP (grupo infartado com tratamento) quando comparado com o grupo não 

tratado CS (grupo controle SHAM), demonstrando a prevalência de uma 

característica anti-inflamatória. Foram observados também redução das 

concentrações de citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6 e TNF-α) e anti-

inflamatórias (IL-10) no VE de ratos após infarto do miocárdio 35. 
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1.4 Via anti-inflamatória colinérgica 

Considerando a íntima relação entre lesão isquêmica do IAM e a 

resposta inflamatória, podemos ressaltar que a compreensão mais ampla desta 

relação e da modulação da resposta inflamatória pode resultar em melhorias 

terapêuticas neste tipo de agravo cardiovascular. Há uma necessidade da 

compreensão da existência de uma via de comunicação entre o sistema imune 

(SI) e o sistema nervoso central (SNC) na modulação da resposta inflamatória, 

via sistema nervoso autonômico parassimpático. Esta interação faz parte de um 

complexo reflexo que ficou conhecido como “reflexo anti-inflamatório 

colinérgico”36.  

Como todo o reflexo, este apresenta duas vias: uma aferente e outra 

eferente.  Na via aferente temos o sistema imune que na presença de antígeno 

libera produtos inflamatórios que são detectadas pelos ramos sensitivos 

aferentes vagais que por sua vez são transmitidos a centros integradores 

centrais desencadeando uma modulação da síntese de citocinas inflamatórias37. 

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 38,39. 

Em resumo, verificou-se que mediadores inflamatórios (citocinas) 

produzidos em tecidos periféricos “sinalizam” o SNC da presença de inflamação 

no organismo, por ação direta em áreas centrais ou por estimulação de 

aferências do nervo vago. Nas áreas centrais ocorre a integração dos sinais e 

desencadeamento da resposta inflamatória global, incluindo a ativação da via 
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eferente do parassimpático, mediado pelo nervo vago. O nervo vago, cujo 

neurotransmissor é acetilcolina (via colinérgica) inerva vários componentes ou 

órgãos do sistema imunológico (sistema retículo endotelial), como linfonodos, 

fígado e baço. A ativação do vago leva a redução da produção de citocinas pelo 

baço de forma significativa, e como consequência uma redução intensa da 

resposta inflamatória. No reflexo inflamatório, o vago é o elemento mais 

importante no mecanismo eferente40. 

Dentre as vias de sinalização e as células envolvidas nesse processo, 

descreveu-se o importante papel dos macrófagos (resposta imunológica inata). 

Estudos em animais indicam que o neurotransmissor liberado pelo nervo vago, 

a acetilcolina, é capaz de inibir a produção de citocinas pelos macrófagos 

localizados no baço, ligando-se aos receptores do tipo nicotínico, mais 

especificamente, receptores α-7 nicotínicos.  Ainda que ambos os receptores 

para acetilcolina, nicotínicos e muscarínicos, sejam encontrados nos 

macrófagos, somente os receptores α7 nicotínicos exercem função relevante na 

via anti-inflamatória colinérgica41. 

No que se refere ao neurotransmissor acetilcolina (Ach), investigações 

demonstraram que neste reflexo a Ach não era de origem neural, e sim oriunda 

de um subconjunto de linfócitos T presentes no baço. Desta forma temos uma 

fonte continua de Ach mesmo após algum tempo da cessão do estímulo e um 

mecanismo não neural para comunicação não neural do vago para o baço 42,43. 

Pode-se supor que a grande migração de linfócitos circundantes para o baço 

num quadro inflamatório44 pode estar envolvida nesta via não neural. 

Sustentando esta teoria vemos que anatomicamente o vago tem grande 
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quantidade de projeções pós ganglionares para o trato gastrointestinal, que é 

rico em tecido linfoide secundário, apesar de não haver projeções para o baço45. 

Durante um estímulo elétrico do vago, as fibras vagais aferentes e 

eferentes estimulam um ou mais depósitos de linfócitos de origem 

gastrointestinal e do timo que são mobilizadas para o baço 46,47.  

A importância da via anti-inflamatória colinérgica está se expandindo 

para modelos experimentais de doenças cardiovasculares, onde a resposta 

inflamatória está bem estabelecida 48,49. A estimulação colinérgica no modelo 

animal de injúria isquemia/reperfusão miocárdica se associou a diminuição dos 

níveis de citocinas pró-inflamatórias TNFα e HMGB136 e promoveu redução da 

área de infarto e melhora de parâmetros funcionais do ventrículo esquerdo 50,51. 

Portanto, após a reperfusão miocárdica, a “lesão residual” mediada por 

aumento do estresse oxidativo e liberação de citocinas pró inflamatórias, pode 

ser modulada pela ativação do Sistema Nervoso Autônomo (SNA).    

 

1.5 Estimulação Colinérgica com Piridostigmina (PIR) 

O brometo de piridostigmina (PIR) é um composto amônico quaternário 

que inibe a hidrólise de acetilcolina pela ligação reversível com a 

acetilcolinesterase, permitindo então que o neuromediador conservar-se por 

mais tempo na fenda sináptica. É clinicamente utilizado no tratamento de 

Miastenia Gravis, assim como na profilaxia contra a intoxicação por 

organofosforatos e como suposto tratamento para doença cardíaca 52-54.  

Com relação as suas ações cardiovasculares, existem evidências que a 

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

a dispersão do intervalo QT em indivíduos normais55-58. Ainda nesse sentido, 
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estudos experimentais realizados por nosso grupo, também demonstrou que o 

tratamento crônico com PIR, em ratos normotensos Wistar, submetidos a 

isquemia miocárdica crônica, apresentam redução da área de acinesia (maior 

que 80%), melhora das funções sistólica e diastólica, com normalização da 

pressão diastólica final e das derivadas de contração e relaxamento59. Álem 

desses resultados, nosso grupo também registrou a primeira evidência de que a 

estimulação vagal indireta modula o processo inflamatório no IAM por meio da 

mobilização de linfócitos T CD4 + e CD8 +, em especial, pelo aumento de 

linfócitos reguladores (Foxp3+) 61. 

Corroborando com nossos achados, Lataro (2011) utilizando o mesmo 

modelo experimental de IAM, em ratos normotensos Wistar, tratados 

cronicamente com PIR, observou o aumento do tônus vagal, sem alteração da 

frequência cardíaca intrínseca, melhora da sensibilidade barorreflexa, atenuação 

do remodelamento cardíaco e melhora da função sistólica do ventrículo 

esquerdo. 

Diante dessas evidências, fica claro que a via anti-inflamatória 

colinérgica é um novo avanço terapêutico, visando à modulação da resposta 

inflamatória e controle na liberação de citocinas. E nesse sentido, a estimulação 

do nervo vago pode representar um novo caminho para modulação da produção 

de TNF e citocinas, evitando dessa forma uma exacerbação inflamatória. 

Vale ressaltar que essas alterações estão bem documentadas em 

modelos experimentais desprovidos de uma patologia de base. Em 

contrapartida, na hipertensão essas modificações morfofuncionais associadas a 

inflamação são menos conhecidas e não existem informações sobre o papel da 

estimulação colinérgica no remodelamento ventricular e polarização de 
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macrófagos no miocárdio, principalmente quando associada a comorbidades, 

como IAM.  Ficando claro a importância de se investigar, na hipertensão a 

influência da estimulação vagal nas adaptações cardíacas e inflamatórias. O que 

por sua vez, poderá nos trazer uma melhor compreensão dessas respostas e 

novas estratégias terapêuticas.  

1.6 Modelo experimental de HAS e IAM 

Neste trabalho, utilizamos um modelo genético de hipertensão 

espontânea (SHR) em ratos que apresenta respostas hemodinâmicas, neurais, 

vasculares e lesões de órgãos-alvo semelhantes à hipertensão primária humana 

62-64. Esse modelo foi desenvolvido por Okamoto e Aoki (1963) através de 

retrocruzamento envolvendo irmãos e irmãs de ratos da linhagem Wistar Kyoto 

que apresentavam pressão arterial elevada, resultando em animais naturalmente 

hipertensos em 100 % dos seus descendentes65. A partir de então, o modelo 

SHR é amplamente utilizado e considerado uma excelente ferramenta para 

estudo da história natural, determinantes genéticos e alterações fisiopatológicas 

da hipertensão arterial66. 

A insuficiência cardíaca em animais de experimentação, induzida pelo 

IAM por ligadura da artéria coronária, também vem sendo bastante utilizada por 

vários pesquisadores que visam uma melhor compreensão da evolução do IAM 

e suas complicações67. Devido a sua importante relevância em pesquisas 

experimentais e relativa facilidade metodológica, a indução do IAM em ratos 

SHRs, torna-se um modelo interessante para se investigar a resposta 

neuroimunomoduladora na fase subaguda pós isquemia miocárdica. 
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2. JUSTIFICATIVA  

Considerando que a resposta inflamatória é um importante mecanismo 

no remodelamento ventricular pós IAM, a busca de terapêuticas que visem 

modular os mecanismos inflamatórios, deverá iniciar uma nova era na prevenção 

da insuficiência cardíaca após eventos isquêmicos do miocárdio. 

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. Diante deste cenário, realizamos um estudo 

que visa investigar como a neuroimunomudalação pode agir sobre o grau de 

ativação da polarização de macrófagos na área isquêmica do miocárdio em ratos 

SHR. 
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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 o remodelamento ventricular e a polarização de 

macrófagos na fase subaguda do infarto do miocárdio em ratos SHR. 

 

4. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Avaliar no 7º dia pós IAM em ratos SHR e Wistar, tratados com PIR e 

sem tratamento, os seguintes parâmetros:  

 Avaliação no 7º dia pós IAM em ratos SHR, nos grupos SHAM 

(CS), infarto + medicação (IP) e infarto (IC) a influência de forma 

positiva e consequências do padrão de remodelamento e função 

ventricular em ratos tratados com PIR e sem tratamento. 

 Hemodinâmicos (pressão arterial e frequência cardíaca) e a 

variabilidade da frequência cardíaca. 

 Parâmetros morfofuncionais do coração meio do exame de 

ecoDopplercardiograma. 

 Quantificação de macrófagos (Total e M2) no tecido cardíaco por 

meio da técnica de imunohistoquímica. 

 Análises quantitativa das fibras de colágeno no tecido cardíaco. 

 Análise morfológica do coração. 
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5. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 Sequência Experimental 

 

Para a realização deste estudo foram utilizados 40 ratos da linhagem 

SHR, machos, provenientes do biotério da Universidade de São Paulo. Água e 

ração (Nuvilab da marca Nuvital, peletizada) foram oferecidas de modo irrestrito, 

dieta normoprotéica (12% de proteínas), com controle de temperatura (22 a 24 

C°) e luminosidade (12h de claro e 12h de escuro). O manejo dos animais foi de 

acordo com os princípios éticos da experimentação animal da Sociedade 

Brasileira da Ciência de Animais de Laboratório (SBCAL/COBEA). Comitê de 

ética Nº AN0019.2014. 

O brometo de piridostigmina (sigma) foi administrado aos animais na 

concentração de 0,2 mg/ml e na dose de 40 mg/kg/dia, conforme protocolo prévio 

de nosso laboratório. 

A fase experimental foi iniciada quando os animais completaram 12 a 16 

semanas, na qual a hipertensão começa a se bem estabelecida no modelo SHR. 

A partir de então, os animais foram pesados e divididos de forma aleatória da 

seguinte forma: Infarto + Medicação (Piridostigmina) (IP), Infarto (IC) e SHAM 

(CS). Foi realizada a sequência experimental ilustrada abaixo (Fig. 1). 
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Figura1. Desenho Experimental 

 

5.2 Modelo Experimental (IAM) 

Os animais foram pesados e anestesiados com uma mistura de 

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

decúbito dorsal e entubados (Gelko-14G). Um pequeno corte foi realizado na 

pele e os músculos peitorais afastados. Os animais foram submetidos a 

respiração artificial e realizada uma toracotomia esquerda no 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 10ml. Logo 

IC (N=15) CS (N=10) 

IP 

Dia 0 

Dia 3 Canulação  

IAM / Início do tratamento 

Ratos SHR (N:40) 
(250-300g) 

IP (N=15) 

Dia 4 Registro PA e Análise da Modulação Autonômica 

Dia 7 

Eutanásia (Perfusão tecidual)  
Coleta de tecidos  

 Imunohistoquímica  

 
 

ECO Dia 6 
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após, o animal foi retirado da ventilação artificial e estimulada a respiração. Os 

músculos afastados foram reposicionados pela pele suturada (fio mononylon 

4.0). Os animais receberam 30000 UI de benzi penicilina benzatina (Penretard, 

Cibran, Tanquá, RJ, Brasil, i.m.) e colocados em ambiente aquecido para 

recuperação. 

 

5.3 Canulação  

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

mg.kg) e submetidos a colocação de cateter de polietileno (PE-10, com diâmetro 

interno de 0,01 mm que foi conectado ao PE-50, com diâmetro interno de 0,05 

mm). A cânula foi preenchida com soro fisiológico, e posicionadas no interior da 

aorta abdominal, através da artéria femoral esquerda para registro de pressão 

arterial e frequência cardíaca. Através de uma pequena incisão na região 

inguinal esquerda em direção ao feixe vasculo-nervoso, a extremidade da cânula 

com menor calibre (PE-10) foram introduzidas na artéria femoral.  

A cânula foi fixada com fio de algodão na artéria, sua extremidade mais 

calibrosas foi passada subcutâneamente, exteriorizadas no dorso da região 

cervical e fixada com fio de algodão na pele. Cada rato foi mantido em uma caixa 

(Plexiglas, 25x15x10 cm) durante a realização do experimento. Após o término 

da cirurgia os animais foram tratados com uma única injeção de penicilina 

(Benzetacil1, Fontoura-Wyeth, 60.000 U). 
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5.4 Registros de pressão arterial 

Vinte e quatro horas após a canulação, com o animal acordado, 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. 

Esta extensão foi conectada a um transdutor eletromagnético (Kent Instruments, 

EUA) que, por sua vez, foi conectado a um pré-amplificador (Stemtech BPMT-2 

Quintron Instrumnet Inc, EUA). Sinais de PA foram gravados durante um período 

de 30 minutos em um microcomputador equipado com um sistema de aquisição 

de dados (Windaq, 2Kz, DATAQ Instruments, EUA), permitindo análise dos 

pulsos de pressão, batimento-a-batimento, com uma frequência de amostragem 

de 2000 Hz por canal, para estudo dos valores de pressão arterial sistólica 

(PAS), pressão arterial diastólica (PAD), pressão arterial média (PAM) e 

frequência cardíaca (FC) (Fig. 2). Os valores de FC foram determinados a partir 

do intervalo entre dois picos sistólicos. As planilhas de dados obtidas foram 

analisadas em programa comercial para análise (Excel 10.0), onde se 

calcularam a média e o desvio padrão da PAM, PAS, PAD e FC para cada 

animal. Os valores de cada variável foram calculados, utilizando-se a média dos 

desvios padrões de cada animal estudado. 

 

Windaq, 
Transdutor e 

amplificador de 
Rato 
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Figura 2. Esquema do sistema de registro de pressão arterial. (Desenho: S. 

Lacchini modificado). 

 

5.5 Modulação Autonômica Cardiovascular 

 Os parâmetros para análise no domínio do tempo consistiram em calcular 

os valores médios do intervalo de pulso e PAS. A variabilidade desses 

parâmetros foi quantificada pela variância (IP e PAS). 

Para análise no domínio da frequência, a potência foi obtida usando o 

método do Periodograma de Welch em séries de 16384 pontos das séries 

temporais decimadas de intervalo de pulso e PA, com uma janela Hanning de 

512 pontos e com 50% de sobreposição (MATLAB 6.0, Mathworks, Inc). As 

potências para as bandas muito baixa (MBF, 0,0-0,20 Hz; modulação humoral), 

baixa (LF, 0,20-0.75 Hz; modulação simpática) e alta (HF, 0.75-4.0 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 MBF68. 

 

5.6 Avaliações da área infartada por Ecodopplercardiografia 

O exame ecocardiográfico foi realizado para a quantificação da área 

infartada e avaliação da função ventricular. 

Após anestesia com uma solução intraperitoneal Ketamina (80 mg/kg) e 

Xilazina (12mg/kg), os animais tiveram a região torácica devidamente 

tricotomizada e foram mantidos em decúbito lateral para a realização do exame 

no aparelho SEQUOIA 512 (ACUSON, Corporation, Mountain View, CA-EUA), 

com transdutor linear multifrequêncial (10-14mHz), que permite imagens 
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bidimensional e monodimensional simultâneas, além da análise de fluxo por 

efeito Doppler espectral  eletrocardiográfico, mediante a colocação de três 

eletrodos para a derivação DII. A profundidade de imagem trabalhada foi de 02 

cm. 

Foram utilizadas as janelas longitudinais paraesternal direita para 

obtenção dos cortes longitudinal e transversal e a longitudinal paraesternal 

esquerda para a obtenção dos cortes apical (duas, quatro e cinco câmaras). As 

medidas lineares foram realizadas nas imagens obtidas pelo modo-M69. Foram 

feitas medidas de área e eixo longitudinal do VE. Tais medidas morfométricas, 

foram fornecidas pelo Modo-M, sempre guiado pelo modo bidimensional70.  

A função sistólica foi avaliada pela fração de ejeção (FE%) pelo método 

Simpson modificado, por se mostrar mais fidedigno em corações infartados e 

pela velocidade de encurtamento circunferencial (VEC-circ/seg), cujas fórmulas 

estão a seguir. 

Simpson modificado:𝑣 = (
𝜋

4
) ∑ 𝑎𝑖𝑏𝑖𝑥

20
𝑖=1 (

𝐿

20
),  onde L = comprimento do 

ventrículo esquerdo dividido em 20 discos (i= 1 a i= 20) da base ao ápice, com o 

diâmetro de cada disco determinado em duas visões apicais (a e b). Com este 

procedimento feito tanto na diástole como na sístole, obtivemos os respectivos 

volumes (diastólico e sistólico), o que permitiu o cálculo da fração de ejeção: FE 

= (volume diastólico final – volume sistólico final / volume diastólico final) x 100%. 

Desta maneira também obtivemos as medidas do comprimento do ventrículo, 

assim como a área do mesmo.  

𝑉𝐸𝐶 =  
(𝑉𝐸𝐷𝐼𝐴−𝑉𝐸𝑆𝐼𝑆)

(𝑉𝐸𝐷𝐼𝐴∗𝑇𝐸)
, onde TE = tempo de ejeção. A função diastólica foi 

avaliada utilizando-se os índices derivados da curva de velocidade de fluxo 

diastólico mitral e do fluxo sistólico da via de saída do ventrículo esquerdo 
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obtidos pela técnica de Doppler pulsátil. A curva de velocidade do fluxo diastólico 

foi obtida a partir da imagem apical quatro câmaras, posicionando-se o aparelho 

próximo à face ventricular da valva mitral. Foram determinadas: relação E/A - 

razão entre a velocidade máxima da onda E e a velocidade máxima da onda A, 

tempo de desaceleração da onda E (DESAC E) tempo em milissegundos (ms) 

entre o pico da onda E e o ponto em que a rampa de desaceleração intercepta 

a linha de base da curva de velocidade do fluxo diastólico mitral. A curva de 

velocidade dos fluxos para análise do tempo de relaxamento isovolumétrico 

(TRIV) foi obtida posicionando-se o volume amostra numa posição intermediária 

entra a valva mitral e a via de saída do ventrículo esquerdo. Foi determinado o 

TRIV em ms, entre o final do fluxo sistólico na via de saída do ventrículo esquerdo 

e o início do fluxo diastólico mitral. O DESAC E e o TRIV, posteriormente 

corrigidos pela frequência cardíaca (DESAC ECORR e TRIVCORR), dividindo-

se seus valores pela raiz quadrada dos respectivos intervalos R-R.  

Entretanto, além das avaliações das funções sistólica e diastólica em 

separado, foi utilizado outro método de avaliação funcional combinado, o índice 

de desempenho miocárdico (IPM), derivado de intervalos obtidos pelo Doppler 

pulsátil, validado para ratos e camundongos71. Todas as medidas seguiram as 

recomendações da Sociedade Americana de Ecocardiografia. 

 

5.7 Eutanásia e coleta dos tecidos 

A eutanásia dos animais foi realizada por dose letal de anestésico, os 

animais foram anestesiados com Ketamina e Xilazina para a realização da 

perfusão cardíaca. 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, o animal 
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foi perfundido com formol 4% tamponado por mais 10 a 15 minutos. 

Procedimento obedecendo os princípios éticos da experimentação animal.  

Após o experimento, os animais foram armazenados em sacos leitosos 

com identificação e refrigerados, para serem encaminhados posteriormente à 

incineração. 

 

5.8 Análise Histopatológica da Área do infarto e Processamento 

Histológico 

A preparação histológica do coração se deu após anestesia letal e 

perfusão conforme descrito anteriormente.  

Os fragmentos após fixação foram processados histologicamente. Estes 

foram desidratados em concentrações crescentes de etanol, diafanizados em 

xilol e incluído em blocos de Paraplast ® (Leica, Germany). Cada bloco conteve 

2 cortes, foram realizados cortes transversais na porção média do ventrículo 

esquerdo, na altura dos músculos papilares, com espessura de 03 µm. Para 

posterior confecção das lâminas, o material seccionado seguiu o protocolo de 

desparafinização em xilol, hidratação em concentrações decrescentes em etanol 

e hidratação em água filtrada. Após a coloração, a desidratação ocorreu em 

concentrações crescentes de etanol, diafanização em xilóis e montagem em 

meio de resina Permount ® (Fisher Scientific, Fair Law, New Jersey, USA). 

Para a caracterização morfológica do tecido cardíaco foi utilizado 

coloração com hematoxilina e eosina (HE) (Fig.3).  

As lâminas foram examinadas com microscópio óptico (Axiolab, Carl 

Zeiss Inc, Germany). Todas as análises foram efetuadas de forma cega, ou seja, 

o pesquisador não soube qual grupo experimental estava sendo avaliado. 
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Figura 3. Lâminas coradas com HE. 

 

5.9 Avaliações da expressão de macrófagos na área do IAM por meio da 

imunohistoquímica 

Para a imunohistoquímica utilizou-se anticorpos monoclonais com 

método indireto de detecção, através do complexo 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 (Fig. 4).  
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Figura 4. Método indireto de Imunohistoquímica pelo complexo Avidina- 

Biotina-Peroxidase (retirada do site 

http:/www.anticorpos.com.br/exames/imuno-histoquimica.aspx 

cessado em 09/10/2014). 

 

Para a desparafinização, as lâminas sinalizadas foram deixadas na 

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

minutos, resfriadas com 3 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 destilada e tampões 

de lavagem PBS (tampão fosfato salino) 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 
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tampão de diluição. As titulações utilizadas foram para CD68 1:500 (anticorpo 

Anti-CD68 antibody ab31630) e CD2061:1000 (anticorpo Anti-Mannose 

Receptor antibody ab8918). 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 – anti- mouse and rabit- 

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 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 LEICA acoplado 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 inespecíficas. Após 

esta seleção, foi realizada a quantificação das células individualmente através 

da marcação pelo software específico programa de domínio público ImageJ® 

versão 1.48v 17 (Fig. 5). 
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Figura 5. Imagem no programa ImageJ para contagem das células. 

 

5.10 Avaliações do tamanho do infarto 

 Para as avaliações morfometrias foram utilizadas fotos obtidas com o 

uso de uma câmera digital Fujifilm de 7,2 Mp. As fotos apresentavam 1280 x 960 

pixels de dimensões e cerca de 600 kb. Para o cálculo do tamanho de infarto foi 

utilizado apenas o corte transversal e o programa Image J (NIH, EUA). 

 O infarto foi definido como correspondendo à região da parede 

ventricular esquerda, entre as bordas externas e internas, onde foi identificado a 

presença de infiltrado de células inflamatórias e áreas de cicatrização. O 

tamanho do infarto foi estimado calculando-se a porcentagem de área acometida 

em relação a área total da parede ventricular. O infarto externo foi calculado pela 

razão percentual entre o comprimento da superfície epicárdica com infarto e o 

comprimento total da superfície epicárdica do ventrículo esquerdo. O infarto 
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interno foi calculado pela razão percentual entre o comprimento da superfície 

endocárdica com infarto e o comprimento total da superfície endocárdica do 

ventrículo esquerdo 72. 

 

 

 

Figura 6. Mensuração do tamanho do infarto: PE IAM (perímetro externo do 

infarto), PI IAM (perímetro interno do infarto), AE VE (área externa do ventrículo 

esquerdo), AI VE (área interna do ventrículo esquerdo). 

 

 

 

 

Figura 7. Fórmula para cálculo da área de infarto. 
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5.11 Análises quantitativa das fibras colágenas  

Cortes adicionais foram corados com Picrosirius Red (Sigma, St. Louis, 

MO, EUA), seguindo o método descrito por JUNQUEIRA et al.73 e foram 

examinados com auxílio de microscópio de luz polarizada Pol-Interferencial 

Photomicroscope (Modelo 61282, Carl Zeiss, Alemanha). As imagens também 

foram analisadas pelo programa Image J (National Institute of Health - NIH, 

EUA), no qual a área relativa ocupada pelas fibras colágenas foi calculada em 

relação à área total do corte, conforme descrito por HADI et al74. 

 

 

Figura 8. Contagem de colágeno % área. 
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6. ANÁLISE DOS DADOS 

Os valores dos grupos, para cada parâmetro avaliado, foram 

apresentados como média ± erro padrão da média. Os resultados foram 

avaliados por análise de variância (ANOVA) multifatorial, usando o programa 

GraphPad Prism com teste Bonferoni, sendo que p ≤ 0,05 foi considerado 

significativo. 
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7. RESULTADOS 

 

7.1 Composição Corporal 

A tabela 1, ilustra o peso corporal inicial dos animais hipertensos 

estudados com idade de 12 a 16 semanas. Os grupos IC e IP apresentaram os 

pesos estatisticamente maiores em relação ao grupo CS.  

 

Tabela 1. Peso corporal inicial dos animais estudados. 

Grupo controle: CS: Controle, IC: Infarto controle e IP: Infarto Piridostigmina. Os 

resultados estão apresentados como média  erro padrão da média. ANOVA-

one way post roc bonferroni (* p≤0,05). 

 

 

7.2 Curva de mortalidade  

 De acordo com a curva de mortalidade (Fig.9), podemos observar que os 

animais infartados sem tratamento (N inicial= 15) apresentaram maior índice de 

mortalidade do primeiro ao terceiro dia pós IAM (N final= 10). Os animais 

infartados tratados com PIR (N inicial= 15) apresentaram uma mortalidade mais 

tardia (N final= 11), evidenciada a partir do terceiro ao sexto dia. Não foram 

observados óbitos no grupo SHAM (CS) (N inicial e final= 10). 

  CS IC IP P 

(N=10) (N=15) (N=15) 

Peso 275 ±  12 296 ±  12 283 ±  14 0,001 
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Figura 9. Curva de mortalidade dos animais SHR 

 

 

7.3 Análises da Variabilidade da Pressão Arterial e Frequência cardíaca  

As avaliações hemodinâmicas constaram dos registros da PAS, PAD, 

PAM e FC. Na tabela 2, a PAS foi estatisticamente menor quando comparamos 

o grupo IP (163± 8 mmHg) e IC (157 ± 5 mmHg) com o grupo CS (201 ± 8 mmHg). 

A PAD também apresentou o mesmo comportamento no grupo IP (118 ± 6 

mmHg) e grupo IC (116 ± 3 mmHg) quando comparado com o grupo CS (145 ± 

6 mmHg). A PAM foi menor no grupo IP (139 ± 7 mmHg) e IC (136 ± 4 mmHg) 

comparado com o CS (172 ±6 mmHg). A FC não foi diferente entre os grupos.  

  

N final= 10 

N final= 10 

N final= 11 
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Tabela 2. Valores representativos das variáveis hemodinâmicas dos grupos 

estudados. 

                            Grupos   

Variáveis CS  

(N=10) 

IC 

(N=10) 

IP 

(N=11) 

P 

PAS (mmHg) 201 ± 8 157±5§ 163 ±8* 0,0057 

PAD (mmHg) 145 ± 6 116±3§ 118±6* 0,0001 

PAM (mmHg) 172±6 136±4§ 139±7* 0,0001 

FC (bpm) 352 ± 15 339±10 344 ± 16 0.0820 

PAS: Pressão arterial sistólica, PAD: Pressão arterial diastólica e PAM: Pressão 

arterial média, FC: Frequência cardíaca. Os dados representam média ± erro 

padrão; CS = Controle SHAM. IC = Infartado controle; IP = Infartado tratado; 

*p<0,05 IP vs CS. #p<0,05 IP vs IC. § p<0,05 IC vs CS. ANOVA-one way post 

roc bonferroni. 

 
 

Na análise da variabilidade no domínio da frequência, o %LF, importante 

indicador da modulação simpática cardíaca, foi estatisticamente menor quando 

comparamos os grupos IP (21,90 ± 3,29%) e IC (18,80±2,28%) com o grupo CS 

(19,60±2,79%). Da mesma forma, ao avaliarmos o HF%, indicador de modulação 

da atividade parassimpática cardíaca, observamos uma redução que não foi 

estatisticamente significante no grupo IP (78,10±3,29%) quando comparado com 

os grupos CS (80,40±2,79%) e IC (81,20 ± 2,28%).  

A relação LF/HF, que reflete o equilíbrio simpático-vagal global, no grupo 

IP apresenta se elevada (0,34 ± 0,08) quando comparada aos grupos CS (0,29 

± 0,06) e IC (0,27 ± 0,04).  
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Tabela 3. Variabilidade do intervalo de pulso no domínio do tempo e da frequência 

dos grupos hipertensos, controle SHAM (CS), infartados controle (IC) e infartado 

tratado com PIR (IP). 

 

VARPAS: Variância da PAS; LF Abs:Componente de baixa frequência em 

unidades absolutas. SDNN: Desvio padrão de valores sucessivos. RMSSD: Raiz 

quadrada da média da soma dos quadrados das diferenças entre os sucessivos 

valores de intervalo de pulso. LF nu: Baixa frequência normalizada. HF nu: Alta 

frequência normalizada. LF/HF: Balanço autonômico. Apresentados em média 

dos valores ± erro padrão. ANOVA-one way post roc bonferroni. *p<0,05 IP vs 

CS. #p<0,05 IP vs IC. § p<0,05 IC vs CS. 

  

CS  

(N=10) 

 

          IC  

       (N=10) 

 

IP 

 (N=11) 

 

P 

Pressão arterial 

sistólica 

    

 

VARPAS (mmHg2) 

 

10,10 ± 0,46 

 

     6,85± 0,61§ 

 

    5,89± 0,54 * 

        

0,0015 

 

LF Abs (mmHg2) 

 

16,31± 2,32 

 

     5,15± 1,50§ 

 

    5,40± 1,63 * 

        

0,0273 

 

Domínio do tempo 

    

 

SDNN (ms) 

 

13,63± 1 

 

  14,35± 1,39 

 

13,17± 1,81 

 

0.2000 

 

RMSSD (ms) 

 

9,87± 0,82 

 

  9,69± 0,96 

 

9,64± 1,67 

 

0.9050 

 

Domínio da 

frequência  

    

 

LF nu (%) 

 

19,60± 2,79 

 

  18,80± 2,28  

 

21,90 ± 3,29  

 

0,4908 

 

HF nu (%) 

 

80,40± 2,79 

 

  81,20± 2,28  

 

78,10± 3,29   

 

0,7239 

 

LF/HF 

 

0,29± 0,06 

 

  0,27± 0,04 

 

0,34± 0,08  

 

0,7033 
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7.4 Análise Ecocardiográfica 

As análises ecocardiográficas, apresentados na Tabela 4, foi observado 

a presença de áreas de hipo/acinesia no ventrículo esquerdo, de moderada a 

grande extensão, em ambos os grupos que sofreram ligadura da artéria 

coronária esquerda (IC e IP). Associada a essas alterações, podemos observar 

que houve redução significativa na fração de ejeção do ventrículo esquerdo dos 

grupos infartados quando comparados ao grupo controle SHAM (CS).  

Entretanto o brometo de PIR (IP) foi capaz de melhorar a função sistólica 

em dois parâmetros, fração de ejeção e fração de encurtamento, em relação ao 

grupo IC. A função diastólica, avaliada através da relação E/A e do TRIV, apesar 

de não observarmos diferenças estatisticamente significantes entre os grupos IP 

e IC, foi evidenciado um aumento nos valores da E/A e TRIV no grupo IP (Tabela 

4). 
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Tabela 4: Dados ecocardiográficos avaliados sete dias após o IAM 

 

AE: Átrio esquerdo, LVDIA: cavidade do ventrículo esquerdo na diástole, LVSIS: 

cavidade do ventrículo esquerdo na sístole, LV(%) FS: fração de encurtamento, 

 

Variáveis 

 

SHAM  

(N=10) 

 

IC 

(N=10) 

 

IP 

(N=11) 

 

P 

Área acinética 
ou hipocinética 
do VE 

 

- 0,172±  0,02 0,180 ± 0,06     0,9097 

% Área de IAM 

 

- 0,366 ± 0,03 0,350 ± 0,41     0,6842 

Área total do VE 

 

- 0,492 ± 0,03 0,470 ± 0,05 

 

    0,8205 

 AE (cm) 0,32 ± 0,02 0,40 ±  0,02 0,34 ± 0,02    0,4360 

 LVDIA 

 

0,61 ±  0,03 0,64 ±  0,03 0,68 ±  0,04    0,9392 

 LVSIS 

 

0,32 ±  0,03 0,44 ± 0,02 0,43 ± 0,03 

 

   0,0539 

 LV(%)FS 

 

46,68 ±  2,10 30,69±  0,63 35,64 ± 2,56#     0,0001 

FE SIMPSON 

 

0,83 ±  0,02 0,64 ± 0,01 0,71 ±  0,03#     0,0001 

Relação E/A 

 

2,16 ±  0,18 

 

3,07 ± 0,35 

 

1,67  ± 0,24 

 

    0,0075 

TRIV(ms) 

 

25 ±  1,43 

 

20 ± 1,33 

 

27,50 ± 2,49 

 

     0,2785 

IPM 

 

0,50  ±  0,05 

 

0,65 ± 0,13 

 

0,43 ± 0,10 

 

     0,1634 

FC 

 

267 ±  17,99 

 

270 ±  14,3 

 

242 ±  15,86 

 

    0,2785 

DC 

 

50 ±  3,22 

 

32 ± 4,12 

 

39 ± 5,07 

 

   0,2191 
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FE: fração de ejeção do ventrículo esquerdo, Relação E/A: relação dos índices 

de velocidade de relaxamento rápido e tardio do ventrículo esquerdo, TRIV: 

enchimento isovolumétrico ventricular, IPM: índice de performance miocárdica, 

FC: frequência cardíaca, DC: débito cardíaco, VE: ventrículo esquerdo. Os 

resultados estão apresentados como média erro padrão da média. Para análise 

dos dados, foi utilizado ANOVA- one way post roc bonferroni.  #p<0,05 IP vs IC.  

 

7.5 Imunohistoquímica do coração 

Para cada animal foram preparados cortes histológicos para marcação do 

receptor de membrana para detecção específica do macrófago total (CD 68) e 

CD 206 para detecção de macrófago tipo M2. Foram utilizadas de 6/7 lâminas 

por grupo. 

 

Macrófagos total (CD68+) 

 

A marcação dos macrófagos total (CD68+) foi realizada pelo programa de 

análise de imagens Image J® versão 1.48v 17 (free software, NIH, Bethesda, 

Maryland, EUA) que quantificou em pixel as áreas castanhas, reveladas pela 

diaminobenzidina.  

 

Figura 10.  Marcação dos macrófagos total 
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Ao avaliarmos a marcação dos macrófagos total, observamos uma 

quantidade aumentada no grupo IP (126 ± 20) comparado ao grupo IC (114 ± 7). 

Conforme podemos observar na figura baixo (Fig.11). 
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Figura 11. Quantificação de Macrófagos total no tecido cardíaco dos grupos (CS, 

IC e IP). Dados apresentados em média dos valores ± erro padrão. ANOVA-one 

way post roc bonferroni *p<0,05 IP vs CS. § p<0,05 IC vs CS. # p<0,05 IP vs IC. 

 

 

Os macrófagos totais 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 total, no grupo tratado (IP) quando comparado 

com o grupo infartado controle (IC) (Fig.12). 
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Figura 12. Padrão observado de distribuição de infiltrado de macrófagos 

totais no tecido cardíaco. 

 

Macrófagos tipo M2 (CD206+) 

A marcação dos macrófagos M2, foi observada pela presença do receptor 

para manose (CD206+), que é uma glicoproteína transmembrana, incluída na 

família de receptores de reconhecimento padrões que é de fundamental 

importância na defesa do organismo.  

 

 

Figura 13: Marcação dos macrófagos M2 
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Ao avaliarmos a polarização dos macrófagos do tipo M2, foi observado 

diferença quando comparamos IC (50 ± 4) e IP (67 ± 7) vs CS (2 ± 0,4) conforme 

podemos observar na figura baixo (Fig. 14). 

Evidenciando que o infarto aumenta a quantidade de macrófago M2, os 

quais são responsáveis diretos pelo remodelamento e reparo tecidual.  
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Figura 14: Quantificação de Macrófagos M2 no tecido cardíaco do rato SHR  

(CS, IC e IP). Dados apresentados em média dos valores ± erro padrão. ANOVA-

one way post roc bonferroni *p<0,05 IP vs CS. § p<0,05 IC vs CS. # p<0,05 IP 

vs IC. 

 

7.6 Avaliações da área do infarto  

  Na figura 15, podemos observar o tamanho do infarto avaliados das 

seguintes formas: perímetro externo do infarto, perímetro interno do infarto, área 

externa do ventrículo esquerdo e área interna do ventrículo esquerdo. Não foram 

observadas diferenças estatisticamente significante entre os grupos nas 

diferentes análises da aréa infartada.  
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Figura 15: Mensuração do tamanho do infarto: PE IAM (perímetro externo do 

infarto), PI IAM (perímetro interno do infarto), AE VE (área externa do ventrículo 

esquerdo), AI VE (área interna do ventrículo esquerdo). Dados apresentados em 

média dos valores ± erro padrão. ANOVA-one way post roc bonferroni. 

 

 

7.7 Análises quantitativa das fibras de colágeno 

 Conforme o esperado, o IAM (IC e IP) induziu o aumento do colágeno 

total cardíaco ao compararmos ao grupo CS (IC: 84 ± 7, IP: 66 ± 9 vs CS: 24 ± 

4). O grupo IP, apesar de apresentar uma leve redução, não foi estatisticamente 

significante em relação ao grupo IC.  
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Figura 16. Quantificação de colágeno total no tecido cardíaco do rato SHR (CS, 

IC e IP).   Dados apresentados em média dos valores ± erro padrão. ANOVA-one 

way post roc bonferroni. *p<0,05 IP vs CS.  § p<0,05 IC vs CS. 
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8.  DISCUSSÃO 

 

Na busca da melhor compreensão dos mecanismos envolvidos nas 

adaptações morfofuncionais após IAM em animais hipertensos, objetivou-se no 

presente trabalho avaliar os efeitos da estimulação parassimpática, por meio da 

administração do antagonista farmacológico da acetilcolinesterase (brometo de 

piridostigmina), sobre o remodelamento ventricular e a polarização de 

macrófagos na fase subaguda do infarto do miocárdio em ratos SHR. 

Vários grupos de pesquisas têm demonstrado interesse na busca de 

novos conhecimentos sobre a via anti-inflamatória colinérgica53,58,59,75,77. Entre 

esses, podemos destacar o trabalho de Keven J. Tracer (2009), que enfatiza que 

o sistema nervoso através de um reflexo inflamatório do nervo vago, modulando 

a liberação de citocinas e, assim, prevenindo a lesão tecidual exacerbada. A via 

de sinalização neuronal eferente é denominada a via colinérgica anti-

inflamatória75. 

De fato, alguns autores demonstraram papel da modulação vagal na 

redução da resposta inflamatória e na melhora do prognóstico em vários modelos 

experimentais de síndromes inflamatórias como: sepse76, artrite reumatóide77, 

miocardite viral78,79, pancreatite80, choque hemorrágico81, entre outras 

patologias. 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 

animais59,82,83. Os resultados foram promissores e levaram ao início de estudos 

clínicos em paciente com quadro de insuficiência cardíaca congestiva. A base 

teórica para indicação dessa terapêutica encontra-se no conceito que o sistema 
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nervoso autônomo, mais especificamente o parassimpático, pode reduzir o 

processo inflamatório crônico que caracteriza os portadores de ICC84. 

Investigações experimentais do nosso grupo, já avaliou em ratos Wistar, 

normotensos, submetidos a IAM e tratados com PIR (40mg/kg/dia) 4 dias antes 

do IAM e após IAM por 3 dias, que a estimulação vagal através da PIR interfere 

na mobilização de linfócitos tanto a nível regional quanto sistêmico nessa fase 

precoce do IAM. No miocárdio, esta ação propiciou um aumento da concentração 

de linfócitos T CD4 e T CD8 na área infartada e reduziu a concentração de 

linfócitos T CD4 em áreas peri-infarto. Além disso, como efeito sistêmico a 

administração de PIR reduziu o número de linfócitos T convencionais CD4+ e 

CD8+ e aumentou o número de linfócitos T reguladores CD4+ e CD8+ no 

sangue. Essas respostas em conjunto favoreceram a modulação da resposta 

inflamatória. Concordando com a literatura, estes resultados sugerem que o 

aumento da atividade vagal induziu a uma melhor modulação da resposta 

inflamatória, repercutindo também na melhora dos parâmetros ecocardiográficos 

morfofuncionais e melhora do desempenho ventricular encontrados em trabalhos 

anteriores 61. 

Posteriormente ao trabalho realizado por Aparecida e cols.(2016), outro 

estudo realizado pelo nosso grupo com ratos Wistar normotensos, também 

submetidos ao IAM e tratados com PIR por 7 dias (dose 40mg/kg/dia) mostrou o 

efeito modulador em relação as células inflamatórias na área infartada, em 

especial, influenciando a relação de macrófagos M1/M2 e na redução das 

concentrações de citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6 e TNF-α), como 

também da citocina anti-inflamatório (IL-10) no VE de ratos após IAM. Somado 
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a isso também foi demonstrado o efeito farmacológico da PIR na modulação 

vagal, pela melhora em parâmetros da VFC no domínio da frequência35. 

Em nossos achados utilizando ratos da linhagem SHR, não foi possível 

observar resultados semelhantes em relação a modulação autonômica 

cardiovascular observados previamente em ratos normotensos. Várias hipóteses 

podem ser sugeridas, dentre elas, podemos citar a ausência de uma patologia 

de base nos diferentes modelos experimentais utilizados, o que exclui a 

hiperatividade simpática e, associado a isto, o curto período de tratamento 

parece ser ineficiente para alterar a modulação autonômica. 

Em contrapartida, Lataro (2015), também utilizando ratos SHR machos 

e Ratos Wistar-Kyoto, tratados por 16 semanas com PIR (1,5 mg/kg/dia via s.c), 

evidenciou um aumento do tônus vagal cardíaco e redução do diâmetro dos 

cardiomiócitos e densidade de colágeno, mas não alterou os níveis de citocinas 

no coração e no plasma85.  

Em nossos achados, apesar de não observarmos alteração na 

modulação cardiovascular, a administração da PIR por 7 dias incrementou o 

número de macrófagos do tipo 2, melhorou a função sistólica e diminuiu os 

valores da PAS e PAD.  Estes resultados foram semelhantes aos achados de 

Bezerra e cols (2016), evidenciando que ratos infartados e tratados com PIR 

aumentam a polarização de macrófagos M2, responsáveis diretos pelo 

remodelamento e reparo tecidual. 

Estes resultados em conjunto, demonstram que a PIR é um potente 

inibidor da acetilcolinesterase, sendo efetiva no aumento da modulação vagal e 

inflamatória. É importante salientar que a proposta do nosso trabalho não era 

propor uma nova terapia anti-hipertensiva ou anti-inflamatória com drogas, mas 
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evidenciar a estimulação colinérgica como uma ferramenta para compreender os 

processos adaptativos envolvidos na hipertensão e suas comobirdades.  

Fazendo uma revisão translacional, da bancada a clínica, Zarei et al 

(2011) investigou o efeito agudo da PIR em humanos adultos saudáveis, não 

fumantes, após dose única de PIR, seguido por exame sanguíneo e 

eletrocardiograma (ECG) em 11 momentos diferentes. Observaram 

concentração máxima da PIR em 150 minutos após administração, aumento da 

banda HF em 300 minutos, e aumento na VFC no domínio da frequência. Porém 

neste estudo após a administração de PIR não foi observado decréscimo na 

RMSSD86.  

Ainda nesse sentido, Behling et al (2003) investigaram a ação aguda da 

PIR (30mg) em humanos com insuficiência cardíaca (IC), medicados a cada 8 

horas, monitorados após 24 horas da primeira dose, por 24 horas. Foram 

verificados redução da FC e aumento da VFC. Reduzindo de forma expressiva 

a arritmia ventricular nestes pacientes87.  

Importante salientar que em todos estes estudos citados anteriormente, 

pouco ou nenhum efeito colateral foi referido, demonstrando segurança na 

administração da PIR em humanos e seu potente efeito modulador vagal. 

 Em relação as análises da função ventricular por meio da 

ecoDopplercardiografia, notamos redução significativa da fração de ejeção nos 

grupos infartados, fato este já esperado devido ao IAM. Entretanto o grupo 

tratado com PIR, apresentou uma melhora da fração de encurtamento e do 

relaxamento ventricular.  
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Apesar da dificuldade de acharmos trabalhos com avaliações 

ecocardiográficas utilizando tratamento com PIR, alguns autores, como Lu et al 

(2014) relataram uma melhora da função cardíaca através da avaliação direta do 

ventrículo esquerdo. Esse autor utilizando ratos da linhagem Sprague-Dawley 

infartados e tratados com PIR por 14 semanas após 7 dias de IAM, com uma 

dose semelhante a utilizada em nosso estudo, foi observado uma melhora da 

pressão diastólica final do ventrículo esquerdo (LVEDP); redução da área 

infartada; redução do volume total de colágeno e tecido cardíaco mais 

complacente88.  

A disfunção ventricular e insuficiência cardíaca são complicações 

frequentes do IAM e estão associados a um mau prognóstico. É importante 

salientar que o conhecimento dos mecanismos relacionados e características 

clínicas são essenciais para o diagnóstico e tratamento da disfunção ventricular 

esquerda e insuficiência cardíaca após IAM89-92.  

 Após o IAM, a necrose das células miocárdicas, dá início a uma cascata 

inflamatória que repara a área infartada de tecido morto de células e da matriz e 

promove o reparo do tecido, com a formação de uma cicatriz. Esse reparo 

cardíaco leva a alterações na arquitetura do ventrículo, denominadas em 

conjunto como “remodelamento ventricular”. Alterações celulares e moleculares 

associadas ao remodelamento ventricular afetam a área necrótica e também 

segmentos não infartados dos ventrículos. E como manifestação clínica, além de 

alteração da geometria do ventrículo, pode ocorrer comprometimento da função 

e desenvolvimento de IC. A extensão do remodelamento depende da área 

infartada como também é afetada pelas alterações estruturais decorrentes da 
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cicatrização. Diante disso, a resposta inflamatória que segue à injúria isquêmica 

é de fundamental importância93. 

 Os macrófagos são importantes células na resposta do sistema 

imunológico, estes são amplamente reconhecidos por dois tipos principais de 

macrófagos, este é de acordo com a sua expressão fenotípica, que são: o 

macrófago M1, pró-inflamatório e o macrófago M2, anti-inflamatório20.  

 Na inflamação desencadeada após IAM podemos observar, um 

crescente aumento populacional de macrófagos M1 no tecido lesado, com pico 

no 1-3 dia, semelhante a população de neutrófilos, com grande decréscimo já no 

quinto dia94,95. A população de macrófagos M1 representa cerca de 70% da 

população de macrófagos envolvida96, e expressam grande quantidade de 

mediadores inflamatórios97. 

 A resposta tardia se inicia gradualmente no quinto dia, com aumento 

gradual dos macrófagos M2, marcando assim a fase reparativa98. A população 

de macrófagos M2 representa cerca de 20% da população de macrófagos 

envolvida99, e expressam grande quantidade de mediadores anti-

inflamatórios100,101. O pico populacional de células dendríticas, células B, Natural 

Killer (NK), Natural Killer T (NKT) e células T reg acontece em torno do sétimo 

dia102.  

Os macrófagos apresentam uma sobrevida de apenas algumas horas no 

tecido. Contudo sua redução na área inflamada parece ser estável, devido à 

elevada taxa de deslocamento de novas células do baço, da medula óssea e 

proliferação local. Diferentemente do estado não ativado, em que o macrófago 

pode sobreviver meses no tecido. Cada vez mais, acredita-se que a transição de 
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polarização de macrófagos do M1 clássica direção em menor fenótipo 

inflamatório M2 é um evento chave na reparação do IAM103,104. 

 A  presença de células do sistema imune são essenciais para o 

processo de cicatrização após IAM. Portanto o desajuste deste processo, como 

o aumento da presença destas células em região peri-infarto pode levar a uma 

resposta “autoimune” patológica com aumento de danos e piora no 

remodelamento ventricular105. 

Em nosso estudo foi demonstrado uma maior polarização de macrofagos 

totais no gupo infartado com tratamento (IP) e também maior polarização de 

macrófagos do tipo M2, seguidos dos ratos apenas infartados (IC), mostrando 

que o infarto aumenta a quantidade de macrófago M2, os quais são responsáveis 

diretos pelo remodelamento e reparo tecidual.  

 Inúmeras evidências têm demonstrado que a resposta autoimune 

exerce uma importante função no processo de remodelamento ventricular, 

grandes expectativas têm se criado em torno da supressão ou regulação deste 

processo inflamatório. Alguns ensaios clínicos usando metilprednisolona em 

pacientes pós IAM, mostrou resultados catastróficos, com redução da infiltração 

de leucócitos, atraso do processo de deposição de colágeno e cicatrização, 

aumento da incidência de arritmias ventriculares e aumento da área de 

infarto106,107. Várias drogas anti-citocinas quando usadas em larga escala tem 

mostrado resultados desapontadores108.  

No entanto, drogas cardiovasculares, como as estatinas, IECA e 

bloqueadores do canal de cálcio, tem mostrado redução da produção de 

citocinas e melhora da função e o remodelamento do VE após IAM, mas o 

mecanismo de ação ainda não é totalmente conhecido, mas parcialmente 
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dependente de modulação inflamatória109. A sinvastatina atenua a produção de 

citocinas inflamatórias nas áreas infartada e não infartada, reduzindo o depósito 

de colágeno e melhora da função ventricular. A atorvastatina pode suprimir a 

resposta TH1 mas sem afetar a resposta TH2 em pacientes com IAM, o que pode 

ser o mecanismo pelo qual ela previne a insuficiência cardíaca pós IAM110. 

Portanto a efeito benéfico da ativação da via anti-infamatória colinérgica 

em um modelo genético de hipertensão espontânea (SHR) associado a uma das 

suas comorbidades como IAM, nos abre horizontes para futuras estratégias 

terapêuticas sobre a resposta neuroimunomoduladora.  
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9. CONCLUSÕES 

 

Em conclusão a estimulação colinérgica com PIR (40mg/kg/dia) por 7 dias 

em ratos SHR associado ao IAM evidencia uma abordagem farmacológica 

envolvendo a inibição da acetilcolinesterase induzindo efeitos benéficos sobre o 

perfil hemodinâmico, função cardíaca e modulação inflamatória subaguda após 

o IAM em ratos espontaneamente hipertensos, não repercutindo na modulação 

autonômica. 

Entretanto atenuou a disfunção ventricular promovida pelo IAM, 

provavelmente, devido ao processo inflamatório e polarização de macrófagos do 

tipo M2. Estes resultados nos fornece evidências de uma abordagem 

farmacológica envolvendo a inibição da acetilcolinesterase induzindo efeitos 

benéficos sobre a modulação inflamatória aguda após o IAM. 
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