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RESUMO

A hipertensao arterial sistémica (HAS) é uma doenca multifatorial, que além da
disfungéo autondmica, a inflamagéo parece desempenhar importante papel no
desenvolvimento e manutencdo dos elevados niveis de presséo arterial. Devido
a sua crescente relagdo com graves repercussoées clinicas cardiovasculares,
dentre elas o infarto agudo do miocéardio (IAM), a busca de novos conhecimentos
sobre a via anti-inflamatéria colinérgica emerge na literatura devido ao seu
potente efeito na modulagéo da resposta inflamatéria via nervo vago. Objetivo:
Avaliar os efeitos da estimulacdo parassimpética, por meio da administracao do
antagonista farmacolégico brometo de piridostigmina, sobre o remodelamento
ventricular e a polarizagcdo de macréfagos na fase subaguda do infarto do
miocardio em ratos SHR. Métodos: O estudo foi realizado em uma fase
subaguda pés 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 coronaria esquerda nos grupos IC e IP e inicio 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 presséao arterial (PA), modulacéo
auton6mica cardiovascular (Variabilidade da frequéncia cardiaca e sistolica) e
avaliacdo da fungdo ventricular com a técnica de ecoDoplercardiografia.
Posteriormente, os animais foram eutanasiados para a coleta do tecido cardiaco,
para as avaliacbes de imunohistoquimica. Analise estatistica: Para a
comparacao entre os grupos, foi utilizado a anélise de variancia (ANOVA)

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



valores de PAM em relagéo ao CS (IP:139+7 vs CS:172+6), melhorou a funcao
sistdlica evidenciadas através da fracdo de encurtamento e de ejecdo, e
aumentou a concentracdo de macrofagos do tipo 2 (IP:67+7 vs IC:50+4), ndo
foram observados diferencas nos parametros de modulacdo autondmica
cardiaca e colageno total. Conclusdo: Estes resultados evidencia uma
abordagem farmacolégica envolvendo a inibi¢do da acetilcolinesterase induzindo
efeitos benéficos sobre o perfil hemodindmico, funcdo cardiaca e modulacéo

inflamatoria subaguda apds o IAM em ratos espontaneamente hipertensos.

Palavra-chave: Hipertensao, Infarto do miocéardio, brometo de piridostigmina,

Colinérgicos, Neuroimunomodulacao.
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1. INTRODUCAO

1.1 Doencas cardiovasculares

As doencas cardiovasculares (DCV) sdo as principais causas de
mortalidade e morbidade por doencgas ndo transmissiveis 1. Segundo dados da
Organizacdo Mundial da Saude 2, no ano de 2012, 17,5 milhdes de pessoas
morreram em decorréncia destas doencas representando 31% das causas de
mortalidade no mundo. E no Brasil, as taxas de mortalidade por DCV apresentam
indices semelhantes aos dados mundiais da salde, representando cerca de 33%
destas34.

Levantamentos epidemiolégicos, obtidos através do seguimento
longitudinal de grandes populacdes, a hipertensdo arterial sistémica (HAS) foi
apontada como um dos principais fatores determinantes de morbimortalidade
cardiovascular. De fato, sequelas cardiovasculares, incluindo acidente vascular
cerebral e infarto do miocardio, ocorreram com frequéncia global 2 a 3 vezes
maior em hipertensos, quando comparados com normotensos da mesma idade
5.

Isso porque a HAS é uma doenca crbnica, associada a alteracdes
funcionais e/ou estruturais vasculares, como a disfungcao endotelial, que por sua
vez, apresenta um importante papel patogénico no desenvolvimento inicial da
aterosclerose e sindromes coronarianas®.

Diante disso, e considerando que a HAS é um fator de risco bem
estabelecido para o desenvolvimento de importantes manifestacdes clinicas
cardiovasculares, € indiscutivel a importancia dos fatores relacionados a

compreensao da sua fisiopatologia, bem como definir novas estratégias



terapéuticas que visam um melhor prognéstico da HAS associada as suas
comorbidades’. Como por exemplo, o infarto agudo do miocérdio, foco de nosso

estudo.

1.2Sindrome Coronariana Aguda e Inflamagéo

A sindrome coronariana aguda (SCA) se caracteriza por um grupo
variado de agravos cardiovasculares, dos quais se destaca o infarto agudo do
miocardio (IAM) por ser um evento abrupto, de elevada mortalidade e morbidade
mundial®?®.

O termo IAM se refere a lesdo isquémica originaria de uma reducao
severa ou completa do aporte sanguineo para os cardiomiécitos, provocando
morte celular'®!12 A evolucédo da necrose isquémica depende da extensdo e
duracdo da isquemia, da intensidade de circulacdo colateral e do estado prévio
do miocéardio®. Uma isquemia cardiaca por menos de cinco minutos ja é
suficiente para causar anormalidades funcionais durante 48 horas nos
cardiomiécitos, mas sendo reversivel e apresentar pouca ou nenhuma reacao
inflamatérial4.

O processo inflamatério causado pelo IAM se faz necessario para
promover a reparacdo tecidual da area necroética e formacdo da cicatriz, a
alterando assim a matriz extracelular (MEC), que influencia decisivamente na
forma cardiaca. Este rompimento inicial na zona acometida, promove
precocemente a expansao do infarto que é seguido pela deposicédo de colageno
em substituicdo no parénquima. Nesta fase, as forgcas mecanicas e respostas
inflamatorias sobre a MEC, influenciam decisivamente a estabilidade e

impactando no prejuizo da formacao da cicatriz*®.



Além disso, 0 estresse mecanico promove a manuten¢cdo do processo
inflamatdrio, por gerar elevadas concentragdes de citocinas IL-6 (atua como uma
citocina pré-inflamatoéria. E produzida pelos macréfagos ativos e por linfocitos T),
TNFa (grupo de citocinas capaz de provocar a apoptose de células tumorais e
que possuem uma vasta gama de acgdes pro-inflamatdrias. E secretado
principalmente por macréfagos) e IL-1B (secretada pelos macrofagos, mondcitos
e linfécitos B, participa na regulacdo das respostas imunes, reacdes
inflamatodrias) na area acometida. O TNFa e IL-1B induzem a expresséo de
citocinas secundarias tais como IL-6 e IL-8. As IL-6 e IL-8 estimulam a migragao
de leucécitos, os quais aumentam a concentracéo de citocinas IL-1B e IL-816:17,

Simultaneamente a necrose miocardica, ha um processo de
remodelamento ventricular, embora no inicio o remodelamento possa ser
adaptativo e permita manter a funcdo miocéardica, o remodelamento progressivo
inevitavelmente leva a piora da funcéo e a um pior prognésico*®.

Nesse sentido, o remodelamento e reparacdo miocardica dependem da
eficiéncia do sistema imunoldgico na zona do infarto. A qualidade da cicatriz, por
sua vez, impacta nas alteracdes clinicas posteriores. Sendo assim, a
compreensao do processo inflamatério e atuacdo do sistema imune neste
processo, € um potencial, no desenvolvimento de novas estratégias

terapéuticas.

1.3 Resposta imune inata e Adaptativa pds infarto do miocardio

O macrofago € uma importante célula do sistema imunologico que tem
sua participacdo na imunidade inata e adaptativa, através da fagocitose de

particulas desconhecidas, na funcdo de apresentacdo de antigenos, acao



microbicida !° e da sua capacidade de produzir mediadores que interferem na
fungdo imunoldgica 2°.

O processo de resposta do sistema imunoldgico é compreendido por
duas respostas que se relacionam entre si. Uma delas é de amplo espetro,
denominada de resposta imunoldgica inata ou natural. E mais imediata e com
um espectro de acdo alargado, atuando na presenca de estruturas moleculares
conservadas presentes em agentes patogénicos 2122, Alguns estudos
recentemente demonstraram que o niumero de leucécitos no sangue periférico,
e a razdo polimorfonucleares / linfécitos, nas primeiras horas de infarto tem forte
valor preditivo de morte em pacientes com infarto agudo do miocardio 232425,
Outros mostraram que neutrofila e em menor extensdo monocitose e linfopenia
também sdo marcadores de progndstico pés infarto 2627,

A segunda resposta imunoldégica mais especifica € denominada de
resposta imunoldgica adaptativa ou adquirida, levando mais tempo a
desenvolver-se e é resultado da ativacdo de uma série de células (linfocitos) e
moléculas sollaveis, que interagem e funcionam de uma forma sinérgica e
especifica para eliminar ou apenas neutralizar um estimulo agressor 2.

No IAM os macréfagos sao funcionalmente heterogéneos e podem ser
classificados respectivamente em M1 e M2, baseados na expressao de
marcadores de superficie. A transicdo a partir da fase inflamatéria inicial e
cicatrizagdo é denominada inflamatoria de neutrofilos, mondcitos e macréfagos
M1.

Os macrofagos M1 sao predominantes no terceiro dia pos IAM e exibem
altos niveis de expressdo de mediadores pro-inflamatérios. Ja na fase de

resolucdo do processo inflamatorio, fase tardia, temos os macrofagos M2. Os



macrofagos M2, predominam no quinto dia pés IAM, e expressam, além de
genes pro inflamatorios, altos niveis de citocinas anti-inflamatdérias IL-10 e altos
niveis de genes de reparacdo. Este pode ser atrasada ou deficiente em muitos
pacientes 2°. Assim, as funcdes tipicas do macréfago M2 durante a reparacéo
pode ser insuficiente. Cada vez mais, acredita-se que a transi¢ao de polarizacao
de macrofagos do M1 a M2 é um evento chave na reparacdo no processo do
IAM 20,

Heidt e cols (2014), utilizando um modelo experimental, demonstraram
uma prevaléncia de mondocitos na fase precoce de cicatrizacdo, adicionalmente,
estes mondcitos se diferenciam em células M2 que secretam mediadores
envolvidos na resolugdo da inflamacdo. E estes macr6fagos derivados de
mondcitos tem grande capacidade de proliferacdo in situ 1. Importante ressaltar
que macréfagos, mondécitos e mastocitos sdo grandes secretores de citocinas e
fatores de crescimento necessarios para a proliferacdo de fibroblastos e
angiogénese 323334,

Estudo realizado em nosso grupo com ratos normotensos, Wistar
demonstrou que ao final do sétimo dia ap6és infarto, os animais tratados com PIR
apresentaram uma relacdo dos tipos de macréfagos M1/M2 mais reduzida no
grupo IP (grupo infartado com tratamento) quando comparado com 0 grupo néao
tratado CS (grupo controle SHAM), demonstrando a prevaléncia de uma
caracteristica anti-inflamatéria. Foram observados também reducdo das
concentracbes de citocinas proé-inflamatérias (IL-1B8, IL-6 e TNF-a) e anti-

inflamatérias (IL-10) no VE de ratos apés infarto do miocardio °.



1.4 Via anti-inflamatadria colinérgica

Considerando a intima relacdo entre lesdo isquémica do IAM e a
resposta inflamatéria, podemos ressaltar que a compreensdo mais ampla desta
relacdo e da modulagdo da resposta inflamatéria pode resultar em melhorias
terapéuticas neste tipo de agravo cardiovascular. H4 uma necessidade da
compreensao da existéncia de uma via de comunicagéo entre o sistema imune
(SI) e o sistema nervoso central (SNC) na modulagéo da resposta inflamatoria,
via sistema nervoso autondmico parassimpatico. Esta interacdo faz parte de um
complexo reflexo que ficou conhecido como ‘“reflexo anti-inflamatério
colinérgico™e.

Como todo o reflexo, este apresenta duas vias: uma aferente e outra
eferente. Na via aferente temos o sistema imune que na presenca de antigeno
libera produtos inflamatérios que sao detectadas pelos ramos sensitivos
aferentes vagais que por sua vez sao transmitidos a centros integradores
centrais desencadeando uma modulacdo da sintese de citocinas inflamatérias®’.
A via eferente do reflexo anti-inflamatério colinérgico que, compreende além do
vago motor, células do sistema imune e mediadores humorais, atua modulando
a inflamacao e prevenindo assim danos secundéarios. O marcador quimico mais
comum para avaliar o efeito da estimulagédo vagal numa resposta inflamatéria é
0 TNF-a 3839,

Em resumo, verificou-se que mediadores inflamatérios (citocinas)
produzidos em tecidos periféricos “sinalizam” o SNC da presenca de inflamacao
no organismo, por acdo direta em areas centrais ou por estimulacdo de
aferéncias do nervo vago. Nas areas centrais ocorre a integracédo dos sinais e

desencadeamento da resposta inflamatéria global, incluindo a ativacdo da via



eferente do parassimpatico, mediado pelo nervo vago. O nervo vago, cujo
neurotransmissor é acetilcolina (via colinérgica) inerva varios componentes ou
orgdos do sistema imunoldgico (sistema reticulo endotelial), como linfonodos,
figado e baco. A ativacao do vago leva a reducao da producéo de citocinas pelo
baco de forma significativa, e como consequéncia uma reducgdo intensa da
resposta inflamatéria. No reflexo inflamatorio, o vago € o elemento mais
importante no mecanismo eferente°.

Dentre as vias de sinalizacdo e as células envolvidas nesse processo,
descreveu-se o importante papel dos macréfagos (resposta imunolégica inata).
Estudos em animais indicam que o neurotransmissor liberado pelo nervo vago,
a acetilcolina, € capaz de inibir a producdo de citocinas pelos macrofagos
localizados no baco, ligando-se aos receptores do tipo nicotinico, mais
especificamente, receptores a-7 nicotinicos. Ainda que ambos os receptores
para acetilcolina, nicotinicos e muscarinicos, sejam encontrados nos
macrofagos, somente os receptores a7 nicotinicos exercem fungéo relevante na
via anti-inflamatéria colinérgica®!.

No que se refere ao neurotransmissor acetilcolina (Ach), investigacdes
demonstraram que neste reflexo a Ach n&o era de origem neural, e sim oriunda
de um subconjunto de linfocitos T presentes no baco. Desta forma temos uma
fonte continua de Ach mesmo apdés algum tempo da cessédo do estimulo e um
mecanismo ndo neural para comunicacédo ndo neural do vago para o bago 4243,
Pode-se supor que a grande migracao de linfocitos circundantes para o bacgo
num quadro inflamatério** pode estar envolvida nesta via ndo neural.

Sustentando esta teoria vemos que anatomicamente o vago tem grande



quantidade de proje¢cbes pds ganglionares para o trato gastrointestinal, que é
rico em tecido linfoide secundario, apesar de nédo haver projecées para o baco®.

Durante um estimulo elétrico do vago, as fibras vagais aferentes e
eferentes estimulam um ou mais depdsitos de linfocitos de origem
gastrointestinal e do timo que s&o mobilizadas para o bago 4647

A importancia da via anti-inflamatéria colinérgica est4 se expandindo
para modelos experimentais de doencas cardiovasculares, onde a resposta
inflamatoria estd bem estabelecida #84% A estimulacédo colinérgica no modelo
animal de injaria isquemia/reperfusdo miocardica se associou a diminuicdo dos
niveis de citocinas pro-inflamatérias TNFa e HMGB136 e promoveu redugéo da
area de infarto e melhora de parametros funcionais do ventriculo esquerdo 5051,

Portanto, apds a reperfusdo miocardica, a “lesdo residual” mediada por
aumento do estresse oxidativo e liberacdo de citocinas pré inflamatérias, pode

ser modulada pela ativagdo do Sistema Nervoso Autdnomo (SNA).

1.5 Estimulagéo Colinérgica com Piridostigmina (PIR)

O brometo de piridostigmina (PIR) € um composto aménico quaternario
que inibe a hidrolise de acetilcolina pela ligacdo reversivel com a
acetilcolinesterase, permitindo entdo que o neuromediador conservar-se por
mais tempo na fenda sinaptica. E clinicamente utilizado no tratamento de
Miastenia Gravis, assim como na profilaxia contra a intoxicagdo por
organofosforatos e como suposto tratamento para doenca cardiaca 524,

Com relagéo as suas ac¢des cardiovasculares, existem evidéncias que a
PIR reduz a frequéncia cardiaca, aumenta a funcéo diastolica ventricular e reduz

a disperséo do intervalo QT em individuos normais®-8, Ainda nesse sentido,



estudos experimentais realizados por nosso grupo, também demonstrou que o
tratamento cronico com PIR, em ratos normotensos Wistar, submetidos a
isquemia miocardica crbnica, apresentam reducdo da area de acinesia (maior
que 80%), melhora das funcdes sistodlica e diastdlica, com normalizacdo da
pressdo diastdlica final e das derivadas de contracdo e relaxamento®®. Alem
desses resultados, nosso grupo também registrou a primeira evidéncia de que a
estimulacdo vagal indireta modula o processo inflamatério no IAM por meio da
mobilizacdo de linfécitos T CD4 + e CD8 +, em especial, pelo aumento de
linfécitos reguladores (Foxp3+) 62.

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 tbnus vagal, sem alteracao da
frequéncia cardiaca intrinseca, melhora da sensibilidade barorreflexa, atenuagéo
do remodelamento cardiaco e melhora da funcdo sistdlica do ventriculo
esquerdo.

Diante dessas evidéncias, fica claro que a via anti-inflamatéria
colinérgica é um novo avanco terapéutico, visando a modulacédo da resposta
inflamatdria e controle na liberacao de citocinas. E nesse sentido, a estimulacéo
do nervo vago pode representar um novo caminho para modulacao da producéo
de TNF e citocinas, evitando dessa forma uma exacerbacéao inflamatoria.

Vale ressaltar que essas alteracdes estdo bem documentadas em
modelos experimentais desprovidos de uma patologia de base. Em
contrapartida, na hipertenséao essas modificacdes morfofuncionais associadas a
inflamacé&o sdo menos conhecidas e ndo existem informacgdes sobre o papel da

estimulacdo colinérgica no remodelamento ventricular e polarizacdo de
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macrofagos no miocardio, principalmente quando associada a comorbidades,
como IAM. Ficando claro a importancia de se investigar, na hipertensao a
influéncia da estimulacao vagal nas adaptacdes cardiacas e inflamatorias. O que
por sua vez, podera nos trazer uma melhor compreensdo dessas respostas e

novas estratégias terapéuticas.
1.6 Modelo experimental de HAS e IAM

Neste trabalho, utilizamos um modelo genético de hipertenséo
espontanea (SHR) em ratos que apresenta respostas hemodinamicas, neurais,
vasculares e lesdes de 6rgaos-alvo semelhantes a hipertenséo primaria humana
6264 Esse modelo foi desenvolvido por Okamoto e Aoki (1963) através de
retrocruzamento envolvendo irmaos e irmas de ratos da linhagem Wistar Kyoto
gue apresentavam pressao arterial elevada, resultando em animais naturalmente
hipertensos em 100 % dos seus descendentes®. A partir de entdo, o modelo
SHR é amplamente utilizado e considerado uma excelente ferramenta para
estudo da histéria natural, determinantes genéticos e alteracdes fisiopatoldgicas

da hipertenséao arterial®®.

A insuficiéncia cardiaca em animais de experimentacao, induzida pelo
IAM por ligadura da artéria coronaria, também vem sendo bastante utilizada por
varios pesquisadores que visam uma melhor compreenséo da evolu¢éo do 1AM
e suas complicacdes®’. Devido a sua importante relevancia em pesquisas
experimentais e relativa facilidade metodologica, a indu¢cdo do IAM em ratos
SHRs, torna-se um modelo interessante para se investigar a resposta

neuroimunomoduladora na fase subaguda pos isquemia miocardica.
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando que a resposta inflamatéria € um importante mecanismo
no remodelamento ventricular pés IAM, a busca de terapéuticas que visem
modular os mecanismos inflamatorios, devera iniciar uma nova era na prevencao
da insuficiéncia cardiaca apés eventos isquémicos do miocardio.

Potencialmente, o sistema nervoso autbnomo parassimpatico € capaz
de interferir na resposta inflamatdria 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 cenario, realizamos um estudo
gue visa investigar como a neuroimunomudalacdo pode agir sobre o grau de
ativacdo da polarizacdo de macréfagos na area isquémica do miocardio em ratos

SHR.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da estimulagcdo parassimpatica, por meio da

administracdo do antagonista farmacoldgico da acetilcolinesterase (brometo de

piridostigmina), sobre o remodelamento ventricular e a polarizacdo de

macrofagos na fase subaguda do infarto do miocardio em ratos SHR.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar no 7° dia p6s IAM em ratos SHR e Wistar, tratados com PIR e

sem tratamento, 0s seguintes parametros:

Avaliacdo no 7° dia pés IAM em ratos SHR, nos grupos SHAM
(CS), infarto + medicacéo (IP) e infarto (IC) a influéncia de forma
positiva e consequéncias do padrdo de remodelamento e funcéo
ventricular em ratos tratados com PIR e sem tratamento.
Hemodindmicos (pressado arterial e frequéncia cardiaca) e a
variabilidade da frequéncia cardiaca.

Parametros morfofuncionais do coracdo meio do exame de
ecoDopplercardiograma.

Quantificacdo de macréfagos (Total e M2) no tecido cardiaco por
meio da técnica de imunohistoquimica.

Analises quantitativa das fibras de coldgeno no tecido cardiaco.

Andlise morfolégica do coracao.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Sequéncia Experimental

Para a realizacdo deste estudo foram utilizados 40 ratos da linhagem
SHR, machos, provenientes do biotério da Universidade de S&o Paulo. Agua e
racao (Nuvilab da marca Nuvital, peletizada) foram oferecidas de modo irrestrito,
dieta normoprotéica (12% de proteinas), 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 principios éticos da experimentacdo animal da Sociedade
Brasileira da Ciéncia de Animais de Laboratério (SBCAL/COBEA). Comité de
ética N° AN0019.2014.

O brometo de piridostigmina (sigma) foi administrado aos animais na
concentracdo de 0,2 mg/ml e na dose de 40 mg/kg/dia, conforme protocolo prévio
de nosso laboratorio.

A fase experimental foi iniciada quando os animais completaram 12 a 16
semanas, na qual a hipertensdo comeca a se bem estabelecida no modelo SHR.
A partir de entdo, os animais foram pesados e divididos de forma aleatéria da
seguinte forma: Infarto + Medicacgéo (Piridostigmina) (IP), Infarto (IC) e SHAM

(CS). Foi realizada a sequéncia experimental ilustrada abaixo (Fig. 1).
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Ratos SHR (N:40)
(250-300q)

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

IAM / Inicio do tratamento

Canulagao

Registro PA e Analise da Modulagao Autondémica

ECO

Eutanasia (Perfusao tecidual)
Coleta de tecidos
Imunohistoquimica

Figural. 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
decubito dorsal e entubados (Gelko-14G). Um pequeno corte foi realizado na
pele e os musculos peitorais afastados. Os animais foram submetidos a
respiracdo artificial e realizada uma toracotomia esquerda no quarto espaco
intercostal, sendo colocado um afastador entre as costelas para permitir a melhor
visualizagdo. O pericardio foi seccionado e o atrio esquerdo afastado para
visualizacdo da artéria coronaria esquerda. Esta foi ligada (fio mononylon 6.0)
provocando a isquemia miocardica. ApoOs a ligadura da coronaria a inciséo
toracica foi fechada (fio mononylon 5.0) e o pneumotorax retirado mediante a

succao do ar com uma agulha (5x7) conectado a uma seringa de 10ml. Logo
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apos, o animal foi retirado da ventilacao artificial e estimulada a respiragédo. Os
musculos afastados foram reposicionados pela pele suturada (fio mononylon
4.0). Os animais receberam 30000 Ul de benzi penicilina benzatina (Penretard,
Cibran, Tanqua, RJ, Brasil, i.m.) e colocados em ambiente aquecido para

recuperacao.

5.3 Canulagéao

Os animais foram anestesiados com ketamina (80 mg.kg) e xilazina (12
mg.kg) e submetidos a colocacgéo de cateter de polietileno (PE-10, com diametro
interno de 0,01 mm que foi conectado ao PE-50, com diametro interno de 0,05
mm). A canula foi preenchida com soro fisiologico, e posicionadas no interior da
aorta abdominal, através da artéria femoral esquerda para registro de pressao
arterial e frequéncia cardiaca. Através de uma pequena incisdo na regiao
inguinal esquerda em direg&o ao feixe vasculo-nervoso, a extremidade da canula

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

A céanula foi fixada com fio de algoddo na artéria, sua extremidade mais
calibrosas foi passada subcutaneamente, exteriorizadas no dorso da regiédo
cervical e fixada com fio de algodé&o na pele. Cada rato foi mantido em uma caixa
(Plexiglas, 25x15x10 cm) durante a realizacdo do experimento. Apds o término
da cirurgia os animais foram tratados com uma Unica injecdo de penicilina

(Benzetacill, Fontoura-Wyeth, 60.000 U).
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5.4 Registros de pressao arterial

Vinte e quatro horas apés a canulacao, com o animal acordado, a canula
arterial foi conectada a uma extensdo de 20 cm (PE-50), permitindo livre
movimentacdo do animal pela caixa, durante todo o periodo do experimento.
Esta extenséo 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 periodo
de 30 minutos em um microcomputador equipado com um sistema de aquisi¢cao
de dados (Windag, 2Kz, DATAQ Instruments, EUA), permitindo anélise dos
pulsos de pressao, batimento-a-batimento, com uma frequéncia de amostragem
de 2000 Hz por canal, para estudo dos valores de pressao arterial sistélica
(PAS), pressdo arterial diastolica (PAD), pressdo arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC) (Fig. 2). Os valores de FC foram determinados a partir
do intervalo entre dois picos sistolicos. As planilhas de dados obtidas foram
analisadas em programa comercial para analise (Excel 10.0), onde se
calcularam a média e o desvio padrdao da PAM, PAS, PAD e FC para cada
animal. Os valores de cada variavel foram calculados, utilizando-se a média dos

desvios padrdes de cada animal estudado.

Transdutor e

amplificador de
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Figura 2. Esquema do sistema de registro de pressao arterial. (Desenho: S.
Lacchini modificado).

5.5 Modulagédo Autonémica Cardiovascular

Os parametros para analise no dominio do tempo consistiram em calcular
os valores médios do intervalo de pulso e PAS. A variabilidade desses
parametros foi quantificada pela variancia (IP e PAS).

Para analise no dominio da frequéncia, a poténcia 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 sobreposicdo (MATLAB 6.0, Mathworks, Inc). As
poténcias para as bandas muito baixa (MBF, 0,0-0,20 Hz; modulacdo humoral),
baixa (LF, 0,20-0.75 Hz; modulacdo simpatica) e alta (HF, 0.75-4.0 Hz;
modulacdo parassimpatica) frequéncias foram calculadas pela integracdo da
poténcia nas bandas de interesse e apresentadas como valores absolutos e
normalizados. Para a normalizacéo, as poténcias das bandas de LF e HF foram

divididas pela variancia subtraida da poténcia na banda MBF®8,

5.6 AvaliacOes da area infartada por Ecodopplercardiografia
O exame ecocardiografico foi realizado para a quantificacdo da area

infartada e avaliacéo da funcéo ventricular.

Apo6s anestesia com uma solucao intraperitoneal Ketamina (80 mg/kg) e
Xilazina (12mg/kg), os animais tiveram a regido toracica devidamente
tricotomizada e foram mantidos em decubito lateral para a realizagcdo do exame
no aparelho SEQUOIA 512 (ACUSON, Corporation, Mountain View, CA-EUA),

com transdutor linear multifrequéncial (10-14mHz), que permite imagens



18

bidimensional e monodimensional simultaneas, além da analise de fluxo por
efeito Doppler espectral eletrocardiografico, mediante a colocacdo de trés
eletrodos para a derivacao DIl. A profundidade de imagem trabalhada foi de 02
cm.

Foram utilizadas as janelas longitudinais paraesternal direita para
obtencdo dos cortes longitudinal e transversal e a longitudinal paraesternal
esquerda para a obtencéo dos cortes apical (duas, quatro e cinco camaras). As
medidas lineares foram realizadas nas imagens obtidas pelo modo-M®°. Foram
feitas medidas de area e eixo longitudinal do VE. Tais medidas morfométricas,
foram fornecidas pelo Modo-M, sempre guiado pelo modo bidimensional®.

A funcao sistolica foi avaliada pela fracdo de ejecédo (FE%) pelo método
Simpson modificado, por se mostrar mais fidedigno em coragdes infartados e
pela velocidade de encurtamento circunferencial (VEC-circ/seg), cujas formulas
estdo a sequir.

Simpson modificado:v = G) 20 a;bix (%) onde L = comprimento do
ventriculo esquerdo dividido em 20 discos (i= 1 a i= 20) da base ao apice, com o
didmetro de cada disco determinado em duas visdes apicais (a e b). Com este
procedimento feito tanto na didstole como na sistole, obtivemos os respectivos
volumes (diastélico e sistélico), o que permitiu o calculo da fracédo de ejecéo: FE
= (volume diastdlico final — volume sistdlico final / volume diastdlico final) x 100%.
Desta maneira também obtivemos as medidas do comprimento do ventriculo,

assim como a area do mesmo.

__ (VEDIA-VESIS)

VEC = , onde TE = tempo de ejecado. A funcéo diastdlica foi
(VEDIA+TE)

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

diastolico mitral e do fluxo sistélico da via de saida do ventriculo esquerdo
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obtidos pela técnica de Doppler pulsatil. A curva de velocidade do fluxo diastolico
foi obtida a partir da imagem apical quatro camaras, posicionando-se o aparelho
proximo a face ventricular da valva mitral. Foram determinadas: relacdo E/A -
razao entre a velocidade maxima da onda E e a velocidade maxima da onda A,
tempo de desaceleracdo da onda E (DESAC E) tempo em milissegundos (ms)
entre o pico da onda E e o ponto em que a rampa de desaceleragéo intercepta
a linha de base da curva de velocidade do fluxo diastolico mitral. A curva de
velocidade dos fluxos para analise do tempo de relaxamento isovolumétrico
(TRIV) foi obtida posicionando-se o volume amostra numa posi¢ao intermediaria
entra a valva mitral e a via de saida do ventriculo esquerdo. Foi determinado o
TRIV em ms, entre o final do fluxo sistdlico na via de saida do ventriculo esquerdo
e 0 inicio do fluxo diastélico mitral. O DESAC E e o TRIV, posteriormente
corrigidos pela frequéncia cardiaca (DESAC ECORR e TRIVCORR), dividindo-
se seus valores pela raiz quadrada dos respectivos intervalos R-R.

Entretanto, além das avaliacdes das funcbes sistélica e diastolica em
separado, foi utilizado outro método de avaliagdo funcional combinado, o indice
de desempenho miocéardico (IPM), derivado de intervalos obtidos pelo Doppler
pulsatil, validado para ratos e camundongos’. Todas as medidas seguiram as

recomendacgdes da Sociedade Americana de Ecocardiografia.

5.7 Eutanasia e coleta dos tecidos

A eutanasia dos animais foi realizada por dose letal de anestésico, 0s
animais foram anestesiados com Ketamina e Xilazina para a realizacado da
perfusdo cardiaca. O coracao foi parado em diéstole pelo uso de solugéo com
cloreto de potassio (14 mmol em solucao fisiolégica), perfundido com presséo

constante de 80-90 mmHg por um periodo de 10 a 15 minutos. Apés, o animal
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foi perfundido com formol 4% tamponado por mais 10 a 15 minutos.

Procedimento obedecendo os principios éticos da experimentag¢do animal.
ApGs o experimento, os animais foram armazenados em sacos leitosos

com identificacdo e refrigerados, para serem encaminhados posteriormente a

incineragao.

5.8 Analise Histopatoldogica da Area do infarto e Processamento
Histoldgico

A preparacdo histologica do coracdo se deu apoOs anestesia letal e
perfusdo conforme descrito anteriormente.

Os fragmentos ap0s fixacdo foram processados histologicamente. Estes
foram desidratados em concentracdes crescentes de etanol, diafanizados em
xilol e incluido em blocos de Paraplast ® (Leica, Germany). Cada bloco conteve
2 cortes, foram realizados cortes transversais na porcdo média do ventriculo
esquerdo, na altura dos musculos papilares, com espessura de 03 um. Para
posterior confeccdo das laminas, o material seccionado seguiu o protocolo de
desparafinizacdo em xilol, hidratacdo em concentra¢cdes decrescentes em etanol
e hidratacdo em agua filtrada. ApGs a coloracéo, a desidratacdo ocorreu em
concentracfes crescentes de etanol, diafanizacdo em xildis e montagem em
meio de resina Permount ® (Fisher Scientific, Fair Law, New Jersey, USA).

Para a caracterizacdo morfolégica do tecido cardiaco foi utilizado
coloracdo com hematoxilina e eosina (HE) (Fig.3).

As laminas foram examinadas com microscopio éptico (Axiolab, Carl
Zeiss Inc, Germany). Todas as andlises foram efetuadas de forma cega, ou seja,

0 pesquisador ndo soube qual grupo experimental estava sendo avaliado.
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Figura 3. Laminas coradas com HE.

5.9 AvaliacGes da expressdo de macrofagos na area do IAM por meio da
imunohistoquimica

Para a imunohistoquimica utilizou-se anticorpos monoclonais com
método indireto de deteccéo, através do complexo Avidina-Biotina-Peroxidase
(ABC). A avidina tem a capacidade de se ligar a quatro moléculas de biotina, de
forma ndo imunolégica, a forte afinidade d4 ao método uma excelente

sensibilidade (Fig. 4).



22

X.X. Complexo

Avidina-Biotina

X<.> e
Anticorpo \

Secundario

[Blotmllado] / v v

Anticorpo
Pr1mar|0

Antlgeno

Figura 4. Método indireto de Imunohistoquimica pelo complexo Avidina-
Biotina-Peroxidase (retirada do site
http:/www.anticorpos.com.br/exames/imuno-histoquimica.aspx
cessado em 09/10/2014).

Para a desparafinizacdo, as laminas 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 hidratac&o consistiu de banhos
rapidos em recipientes cada um contendo alcool absoluto, alcool 90°C e alcool
70°C, lavando em seguida em agua corrente e agua destilada. Para a digestao
ou recuperacao antigénica consistiu de 15 minutos a 80°C em agua morna, logo
apos imersdao em solucéo de recuperacdo antigénica (Citrato pH 6), o bloqueio
da peroxidade enddégena foi realizada com imersdo das laminas em agua
oxigenada de 20 volumes/ metanol por 10 minutos repetidos por 3 vezes, em
seguida lavado sequencialmente em agua corrente, agua destilada e tampdes
de lavagem PBS (tampao fosfato salino) ou TBS. O bloqueio da IGg inespecificas
foi realizado com albumina 5% por 15 minutos em temperatura ambiente. Os

anticorpos primarios foram diluidos adequadamente e previamente titulados em
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tampao de diluicdo. As titulacGes utilizadas foram para CD68 1:500 (anticorpo
Anti-CD68 antibody ab31630) e CD2061:1000 (anticorpo Anti-Mannose
Receptor antibody ab8918). As laminas foram secas ao redor dos cortes e
colocadas em camera Umida, e pipetadas os anticorpos individualmente e
diluidos sobre os cortes, e incubados em camera Umida em geladeira durante a
noite. A seguir, foram lavadas com PBS ou TBS por 03 minutos, incubadas em
camara umida com anticorpos secundarios (Histofine — anti- mouse and rabit-
SAKURA) e deixadas por 30 minutos a 37°C, retirados e colocadas em TBS;
apos, foram mergulhadas em solucdo de cromoégeno (Kit DAB Vector - DaKo),
por 06 minutos, lavadas em agua corrente por mais 10 minutos e contra coradas
com hematoxilina de Harris e lavadas em agua. A montagem final consistiu em
desidratar em banho de alcool absoluto e estufa, e cobrir com laminula e resina
sintética.

As andlises foram realizadas em microscépio LEICA acoplado ao
software LEICA Q WIN V3. Durante analise microscépica foram avaliadas as
areas infartadas (subendocardica e intersticial). Destas areas foram
selecionados 10 campos por lamina. Em cada campo, foram selecionadas as
areas de marcacédo especificas, e foi excluida a marcacao inespecificas. Apos
esta selecao, foi realizada a quantificacdo das células individualmente através
da marcacéo pelo software especifico programa de dominio publico ImageJ®

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

5.10 Avaliagfes do tamanho do infarto

Para as avaliacdes morfometrias foram utilizadas fotos obtidas com o
uso de uma camera digital Fuijifilm de 7,2 Mp. As fotos apresentavam 1280 x 960
pixels de dimensdes e cerca de 600 kb. Para o calculo do tamanho de infarto foi
utilizado apenas o corte transversal e o programa Image J (NIH, EUA).

O infarto foi definido como correspondendo a regido da parede
ventricular esquerda, entre as bordas externas e internas, onde foi identificado a
presenca de infiltrado de células inflamatorias e areas de cicatrizacdo. O
tamanho do infarto foi estimado calculando-se a porcentagem de area acometida
em relacdo a area total da parede ventricular. O infarto externo foi calculado pela
razao percentual entre o comprimento da superficie epicardica com infarto e o

comprimento total da superficie epicardica do ventriculo esquerdo. O infarto
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interno foi calculado pela razdo percentual entre o comprimento da superficie

endocardica com infarto e o comprimento total da superficie endocardica do

ventriculo esquerdo 2.

Figura 6. Mensuragdo do tamanho do infarto: PE IAM (perimetro externo do
infarto), PI IAM (perimetro interno do infarto), AE VE (area externa do ventriculo
esquerdo), Al VE (area interna do ventriculo esquerdo).

Area do infarto (%) =

PE IAM + Pl IAM

2

AE VE + Al VE
2

X 100

Figura 7. Férmula para calculo da area de infarto.



26

5.11 Analises quantitativa das fibras colagenas

Cortes adicionais foram corados com Picrosirius Red (Sigma, St. Louis,
MO, EUA), seguindo o método descrito por JUNQUEIRA et al.”® e foram
examinados com auxilio de microscopio 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 &rea relativa ocupada pelas fibras coldgenas foi calculada em

relacdo a area total do corte, conforme descrito por HADI et al”.
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Figura 8. Contagem de colageno % area.
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6. ANALISE DOS DADOS

Os valores dos grupos, para cada parametro avaliado, foram
apresentados como média + erro padrdo da média. Os resultados foram
avaliados por analise de variancia (ANOVA) multifatorial, usando o programa
GraphPad Prism com teste Bonferoni, sendo que p < 0,05 foi considerado

significativo.
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/. RESULTADOS

7.1 Composicao 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 relacéo ao grupo CS.

Tabela 1. Peso corporal inicial dos animais estudados.

CS IC P P
(N=10) (N=15) (N=15)
Peso 275 + 12 296 + 12 283 + 14 0,001

Grupo controle: CS: Controle, IC: Infarto controle e IP: Infarto Piridostigmina. Os
resultados estdo apresentados como média + erro padrdo 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 indice de
mortalidade do primeiro ao terceiro dia pés 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. Nao foram

observados 6bitos no grupo SHAM (CS) (N inicial e final= 10).
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Figura 9. Curva de mortalidade dos animais SHR

7.3 Andlises da Variabilidade da Presséo Arterial e Frequéncia cardiaca

As avaliacbes hemodinamicas 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 0 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 mmHQ)

comparado com o CS (172 +6 mmHg). A FC néo foi diferente entre os grupos.
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Tabela 2. Valores representativos das varidveis hemodindmicas dos grupos

estudados.
Grupos
Variaveis CS IC IP P
(N=10) (N=10) (N=11)
PAS (mmHg) 201 +8 157+58 163 +8* 0,0057
PAD (mmHg) 145+ 6 116+38 118+6* 0,0001
PAM (mmHg) 17246 136+48 139+7* 0,0001
FC (bpm) 352 +15 339+10 344 + 16 0.0820

PAS: Pressao arterial sistélica, PAD: Pressao arterial diastolica e PAM: Pressédo
arterial média, FC: Frequéncia cardiaca. Os dados representam média * erro
padrdo; 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 analise da variabilidade no dominio da frequéncia, o %LF, importante
indicador da modulacéo simpatica cardiaca, 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 modulacdo
da atividade parassimpatica cardiaca, observamos uma reducdo que nao foi
estatisticamente significante no grupo IP (78,10+£3,29%) quando comparado com
0s grupos CS (80,40+2,79%) e IC (81,20 + 2,28%).

A relacao LF/HF, que reflete o equilibrio simpatico-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 dominio do tempo e da frequéncia
dos grupos hipertensos, controle SHAM (CS), infartados controle (IC) e infartado
tratado com PIR (IP).

CS IC IP P
(N=10) (N=10) (N=11)
Pressao arterial

sistolica

VARPAS (mmHg?)  10,10+0,46  6,85+0,61§ 5,89+ 0,54*  0,0015

LF Abs (mmHg2) 16,31+ 2,32 5,15+ 1,508 5,40+1,63* 00,0273

Dominio 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
Dominio da

frequéncia

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

VARPAS: Variancia da PAS; LF Abs:Componente de baixa frequéncia em
unidades absolutas. SDNN: Desvio padrao de valores sucessivos. RMSSD: Raiz
quadrada da média da soma dos quadrados das diferencas entre 0s sucessivos
valores de intervalo de pulso. LF nu: Baixa frequéncia normalizada. HF nu: Alta
frequéncia normalizada. LF/HF: Balanco autonémico. Apresentados em meédia
dos valores * erro padrdao. ANOVA-one way post roc bonferroni. *p<0,05 IP vs
CS. #p<0,05 IP vs IC. 8§ p<0,05 IC vs CS.
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7.4 Anélise Ecocardiogréfica

As analises ecocardiograficas, apresentados na Tabela 4, foi observado
a presenca de areas de hipo/acinesia no ventriculo esquerdo, de moderada a
grande extensdo, em ambos 0s grupos que sofreram ligadura da artéria
coronaria esquerda (IC e IP). Associada a essas alteracdes, podemos observar
gue houve reducéo significativa na fracdo de ejecéo do ventriculo esquerdo dos
grupos infartados quando comparados ao grupo controle SHAM (CS).

Entretanto o brometo de PIR (IP) foi capaz de melhorar a funcéo sistélica
em dois parametros, fracdo de ejecao e fracdo de encurtamento, em relacdo ao
grupo IC. A funcao diastélica, avaliada através da relacao E/A e do TRIV, apesar
de ndo observarmos diferencas estatisticamente significantes entre os grupos IP
e IC, foi evidenciado um aumento nos valores da E/A e TRIV no grupo IP (Tabela

4).



Tabela 4: Dados ecocardiograficos avaliados sete dias ap6s o IAM

33

Variaveis SHAM IC P P
(N=10) (N=10) (N=11)
Area acinética - 0,172+ 0,02 0,180 0,06 0,9097
ou hipocinética
do VE
% Area de IAM - 0,366 £ 0,03 0,350 + 0,41 0,6842
Area 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
Relacao 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

AE: Atrio esquerdo, LVDIA: cavidade do ventriculo esquerdo na diastole, LVSIS:
cavidade do ventriculo esquerdo na sistole, LV(%) FS: fracdo de encurtamento,
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FE: fracdo de ejecao do ventriculo esquerdo, Relacdo E/A: relacao dos indices
de velocidade de relaxamento rapido e tardio do ventriculo esquerdo, TRIV:
enchimento isovolumétrico ventricular, IPM: indice de performance miocardica,
FC: frequéncia cardiaca, DC: débito cardiaco, VE: ventriculo esquerdo. Os
resultados estdo apresentados como média +erro padrdao da média. Para analise
dos dados, foi utilizado ANOVA- one way post roc bonferroni. #p<0,05 IP vs IC.

7.5 Imunohistoquimica do coracéao
Para cada animal foram preparados cortes histolégicos para marcacao do

receptor de membrana para deteccdo especifica do macrofago total (CD 68) e
CD 206 para deteccdo de macrofago tipo M2. Foram utilizadas de 6/7 laminas

por grupo.

Macroéfagos total (CD68+)

A marcacédo dos macroéfagos total (CD68+) foi realizada pelo programa de
andlise de imagens Image J® versdo 1.48v 17 (free software, NIH, Bethesda,
Maryland, EUA) que quantificou em pixel as areas castanhas, reveladas pela

diaminobenzidina.

Figura 10. Marcacéo dos macréfagos total
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Ao avaliarmos a marcacdo dos macréfagos total, observamos uma
guantidade 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. Quantificacdo de Macréfagos total no tecido cardiaco dos grupos (CS,
IC e IP). Dados apresentados em média dos valores * erro padrédo. 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 macréfagos totais estiveram espalhados em toda area de lesao no
grupo IC, enquanto que no grupo IP estavam mais concentrados na borda do
tecido infartado de macrofagos total, no grupo tratado (IP) quando comparado

com o grupo infartado controle (IC) (Fig.12).
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400X 400X

Figura 12. Padrdo observado de distribuicdo de infiltrado de macréfagos
totais no tecido cardiaco.

Macroéfagos tipo M2 (CD206+)
A marcacgéo dos macréfagos M2, foi observada pela presenca do receptor
para manose (CD206+), que € uma glicoproteina transmembrana, incluida na
familia de receptores de reconhecimento padrdes que € de fundamental

importancia na defesa do organismo.

400X 400X 400X

Figura 13: Marcacao dos macré6fagos M2
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Ao avaliarmos a polarizacdo dos macréfagos do tipo M2, foi observado
diferenca 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 macrofago M2, os

quais sao responsaveis diretos pelo remodelamento e reparo tecidual.
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Figura 14: Quantificagdo de Macrofagos M2 no tecido cardiaco do rato SHR
(CS, IC e IP). Dados apresentados em média dos valores + erro padrdo. 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 AvaliacOes da area do infarto

Na figura 15, podemos observar o tamanho do infarto avaliados das
seguintes formas: perimetro externo do infarto, perimetro interno do infarto, area
externa do ventriculo esquerdo e area interna do ventriculo esquerdo. Nao foram
observadas diferengas estatisticamente significante entre 0s grupos nas

diferentes analises da aréa infartada.
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Figura 15: Mensuracdo do tamanho do infarto: PE IAM (perimetro externo do
infarto), PI IAM (perimetro interno do infarto), AE VE (area externa do ventriculo
esquerdo), Al VE (érea interna do ventriculo esquerdo). Dados apresentados em
média dos valores * erro padrdo. ANOVA-one way post roc bonferroni.

7.7 Andlises quantitativa das fibras de colageno

Conforme o esperado, o IAM (IC e IP) induziu o aumento do colageno
total cardiaco ao compararmos ao grupo CS (IC: 84 £ 7, IP: 66 £ 9vs CS: 24 +
4). O grupo IP, apesar de apresentar uma leve reducéo, néo foi estatisticamente

significante em relagéao ao grupo IC.
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Colageno Total

Figura 16. Quantificacdo de colageno total no tecido cardiaco do rato SHR (CS,
IC e IP). Dados apresentados em média dos valores + erro padrdo. ANOVA-one
way post roc bonferroni. *p<0,05 IP vs CS. 8§ p<0,05IC vs CS.
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8. DISCUSSAO

Na busca da melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos nas
adaptacdes morfofuncionais apos IAM em animais hipertensos, objetivou-se no
presente trabalho avaliar os efeitos da estimulacdo parassimpatica, por meio da
administracdo do antagonista farmacolégico da acetilcolinesterase (brometo de
piridostigmina), sobre o0 remodelamento ventricular e a polarizacdo de

macrofagos na fase subaguda do infarto do miocardio em ratos SHR.

Varios grupos de pesquisas tém demonstrado interesse na busca de
novos conhecimentos sobre a via anti-inflamatéria colinérgica®3:58:59.75.77  Entre
esses, podemos destacar o trabalho de Keven J. Tracer (2009), que enfatiza que
o sistema nervoso através de um reflexo inflamatério do nervo vago, modulando
a liberacao de citocinas e, assim, prevenindo a lesédo tecidual exacerbada. A via
de sinalizacdo neuronal eferente € denominada a via colinérgica anti-

inflamatadria’.

De fato, alguns autores demonstraram papel da modulagdo vagal na
reducao da resposta inflamatoria e na melhora do prognéstico em varios modelos
experimentais de sindromes inflamatérias como: sepse’®, artrite reumatéide’”,
miocardite viral’®7®, pancreatite®®, choque hemorragico®!, entre outras
patologias. Estudos recentes também comecaram a investigar a relacdo entre
modulacdo vagal, modulacdo da resposta inflamatéria e remodelamento
cardiaco em modelos de infarto do miocardio em diferentes espécies
animais®®8283 Os resultados foram promissores e levaram ao inicio de estudos
clinicos em paciente com quadro de insuficiéncia cardiaca congestiva. A base

tedrica para indicacdo dessa terapéutica encontra-se no conceito que o sistema
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nervoso autdbnomo, mais especificamente o parassimpatico, pode reduzir o

processo inflamatério crénico que caracteriza os portadores de ICC8.

InvestigagcBes experimentais do nosso grupo, ja avaliou em ratos Wistar,
normotensos, submetidos a IAM e tratados com PIR (40mg/kg/dia) 4 dias antes
do IAM e apds IAM por 3 dias, que a estimulacdo vagal através da PIR interfere
na mobilizacdo de linfocitos tanto a nivel regional quanto sistémico nessa fase
precoce do IAM. No miocardio, esta a¢ao propiciou um aumento da concentracéo
de linfécitos T CD4 e T CD8 na é&rea infartada e reduziu a concentracdo de
linfécitos T CD4 em éreas peri-infarto. Além disso, como efeito sistémico a
administrac@o de PIR reduziu o ndmero de linfécitos T convencionais CD4+ e
CD8+ e aumentou o numero de linfécitos T reguladores CD4+ e CD8+ no
sangue. Essas respostas em conjunto favoreceram a modulagcéo da resposta
inflamatéria. Concordando com a literatura, estes resultados sugerem que o
aumento da atividade vagal induziu a uma melhor modulacdo da resposta
inflamatéria, repercutindo também na melhora dos parametros ecocardiograficos
morfofuncionais e melhora do desempenho ventricular encontrados em trabalhos

anteriores 1,

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 relacédo as células inflamatorias na area infartada, em
especial, influenciando a relacdo de macrofagos M1/M2 e na reducao das
concentracbes de citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, IL-6 e TNF-a), como

também da citocina anti-inflamatorio (IL-10) no VE de ratos apds IAM. Somado
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a isso também foi demonstrado o efeito farmacoldgico da PIR na modulagéo

vagal, pela melhora em parametros da VFC no dominio da frequéncia®®.

Em nossos achados utilizando ratos da linhagem SHR, nao foi possivel
observar resultados semelhantes em relagdo a modulacdo autondémica
cardiovascular observados previamente em ratos normotensos. Varias hipoteses
podem ser sugeridas, dentre elas, podemos citar a auséncia de uma patologia
de base nos diferentes modelos experimentais utilizados, o que exclui a
hiperatividade simpética e, associado a isto, o curto periodo de tratamento

parece ser ineficiente para alterar a modulagéo autonémica.

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 tbnus vagal cardiaco e reducdo do diametro dos
cardiomiécitos e densidade de coldgeno, mas néo alterou os niveis de citocinas

no coracao e no plasma®®.

Em nossos achados, apesar de ndo observarmos alteracdo na
modulacao cardiovascular, a administracdo da PIR por 7 dias incrementou o
namero de macréfagos do tipo 2, melhorou a funcédo sistélica 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 polarizacdo de macréfagos M2, responsaveis 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 modulagéo vagal e
inflamatdria. E importante salientar que a proposta do nosso trabalho n&o era

propor uma nova terapia anti-hipertensiva ou anti-inflamatéria com drogas, mas
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evidenciar a estimulacéo colinérgica como uma ferramenta para compreender 0s

processos adaptativos envolvidos na hipertensao e suas comobirdades.

Fazendo uma revisdo translacional, da bancada a clinica, Zarei et al
(2011) investigou o efeito agudo da PIR em humanos adultos saudaveis, ndo
fumantes, ap6s dose Unica de PIR, seguido por exame sanguineo e
eletrocardiograma (ECG) em 11 momentos diferentes. Observaram
concentracdo maxima da PIR em 150 minutos apds administragdo, aumento da
banda HF em 300 minutos, e aumento na VFC no dominio da frequéncia. Porém
neste estudo apos a administracdo de PIR nao foi observado decréscimo na

RMSSD?®.

Ainda nesse sentido, Behling et al (2003) investigaram a acao aguda da
PIR (30mg) em humanos com insuficiéncia cardiaca (IC), medicados a cada 8
horas, monitorados ap6s 24 horas da primeira dose, por 24 horas. Foram
verificados redugao da FC e aumento da VFC. Reduzindo de forma expressiva

a arritmia ventricular nestes pacientes®’.

Importante salientar que em todos estes estudos citados anteriormente,
pouco ou nenhum efeito colateral foi referido, demonstrando seguranga na

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

Em relacdo as andlises da funcdo ventricular por meio da
ecoDopplercardiografia, notamos reducéo significativa da fracdo de ejecédo nos
grupos infartados, fato este ja esperado devido ao IAM. Entretanto o grupo
tratado com PIR, apresentou uma melhora da fracdo de encurtamento e do

relaxamento ventricular.
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Apesar da dificuldade de acharmos trabalhos com avaliagbes
ecocardiograficas utilizando tratamento com PIR, alguns autores, como Lu et al
(2014) relataram uma melhora da funcao cardiaca através da avaliagdo direta do
ventriculo esquerdo. Esse autor utilizando ratos da linhagem Sprague-Dawley
infartados e tratados com PIR por 14 semanas apos 7 dias de |IAM, com uma
dose semelhante a utilizada em nosso estudo, foi observado uma melhora da
pressao diastolica final do ventriculo esquerdo (LVEDP); reducdo da éarea
infartada; reducdo do volume total de coldgeno e tecido cardiaco mais

complacente®.

A disfuncao ventricular e insuficiéncia cardiaca sdo complicactes
frequentes do IAM e estdo associados a um mau prognoéstico. E importante
salientar que o conhecimento dos mecanismos relacionados e caracteristicas
clinicas sao essenciais para o diagnéstico e tratamento da disfuncéo ventricular
esquerda e insuficiéncia cardiaca ap6s IAM89-92,

Apos o IAM, a necrose das células miocérdicas, da inicio a uma cascata
inflamatdria que repara a area infartada de tecido morto de células e da matriz e
promove o reparo do tecido, com a formacédo de uma cicatriz. Esse reparo
cardiaco leva a alteragbes na arquitetura do ventriculo, denominadas em
conjunto como “remodelamento ventricular”. Alteracdes celulares e moleculares
associadas ao remodelamento ventricular afetam a area necrética e também
segmentos nao infartados dos ventriculos. E como manifestagao clinica, além de
alteracdo da geometria do ventriculo, pode ocorrer comprometimento da funcéo
e desenvolvimento de IC. A extensdo do remodelamento depende da éarea

infartada como também € afetada pelas altera¢des estruturais decorrentes da
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cicatrizagdo. Diante disso, a resposta inflamatéria que segue a injaria isquémica
é de fundamental importancia®3.

Os macrofagos sdo importantes células na resposta do sistema
imunoldgico, estes sdo amplamente reconhecidos por dois tipos principais de
macréfagos, este é de acordo com a sua expressdo fenotipica, que sdo: o
macréfago M1, pré-inflamatério e o macréfago M2, anti-inflamat6ério?.

Na inflamacdo desencadeada apdés IAM podemos observar, um
crescente aumento populacional de macréfagos M1 no tecido lesado, com pico
no 1-3 dia, semelhante a populacdo de neutréfilos, com grande decréscimo ja no
quinto dia®°. A populagdo de macréfagos M1 representa cerca de 70% da
populacdo de macréfagos envolvida®®, e expressam grande quantidade de
mediadores inflamatoérios®’.

A resposta tardia se inicia gradualmente no quinto dia, com aumento
gradual dos macréfagos M2, marcando assim a fase reparativa®®. A populacédo
de macréfagos M2 representa cerca de 20% da populacdo de macrofagos
envolvida®, e expressam grande quantidade de mediadores anti-
inflamatérios©9:101 O pico populacional de células dendriticas, células B, Natural
Killer (NK), Natural Killer T (NKT) e células T reg acontece em torno do sétimo

dial0z,

Os macrofagos apresentam uma sobrevida de apenas algumas horas no
tecido. Contudo sua reducéo na area inflamada parece ser estavel, devido a
elevada taxa de deslocamento de novas células do baco, da medula Ossea e
proliferacédo local. Diferentemente do estado néo ativado, em que o macrofago

pode sobreviver meses no tecido. Cada vez mais, acredita-se que a transicéo de
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polarizagdo de macréfagos do M1 classica direcdo em menor fenotipo

inflamatério M2 é um evento chave na reparagéo do IAM193.104,

A presenca de células do sistema imune s&80 essenciais para o
processo de cicatrizacao apos IAM. Portanto o desajuste deste processo, como
0 aumento da presenca destas células em regido peri-infarto pode levar a uma
resposta “autoimune” patolégica com aumento de danos e piora no
remodelamento ventriculari®,

Em nosso estudo foi demonstrado uma maior polarizagéo de macrofagos
totais no gupo infartado com tratamento (IP) e também maior polarizagdo de
macréfagos do tipo M2, seguidos dos ratos apenas infartados (IC), mostrando
que o infarto aumenta a quantidade de macrofago M2, os quais sdo responsaveis
diretos pelo remodelamento e reparo tecidual.

Inimeras evidéncias tém demonstrado que a resposta autoimune
exerce uma importante funcdo no processo de remodelamento ventricular,
grandes expectativas tém se criado em torno da supressao ou regulacéo deste
processo inflamatério. Alguns ensaios clinicos usando metilprednisolona em
pacientes pds IAM, mostrou resultados catastroficos, com reducéo da infiltracédo
de leucécitos, atraso do processo de deposicdo de colageno e cicatrizacéo,
aumento da incidéncia de arritmias ventriculares e aumento da éarea de
infarto?°6197 Varias drogas anti-citocinas quando usadas em larga escala tem

mostrado resultados desapontadores®®.

No entanto, drogas cardiovasculares, como as estatinas, IECA e
bloqueadores do canal de calcio, tem mostrado reducdo da producdo de
citocinas e melhora da funcdo e o remodelamento do VE apo6s IAM, mas o

mecanismo de acdo ainda ndo é totalmente conhecido, mas parcialmente
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dependente de modulacgédo inflamatérial®. A sinvastatina atenua a producéo de
citocinas inflamatorias nas areas infartada e ndo infartada, reduzindo o depésito
de colageno e melhora da fungéo 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 insuficiéncia cardiaca pés IAM10,

Portanto a efeito benéfico da ativacdo da via anti-infamatoria colinérgica
em um modelo genético de hipertensdo espontanea (SHR) associado a uma das
suas comorbidades como IAM, nos abre horizontes para futuras estratégias

terapéuticas sobre a resposta neuroimunomoduladora.
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9. CONCLUSOES

Em conclusé@o a estimulagéo colinérgica com PIR (40mg/kg/dia) por 7 dias
em ratos SHR associado ao IAM evidencia uma abordagem farmacoldgica
envolvendo a inibicdo da acetilcolinesterase induzindo efeitos benéficos sobre o
perfil hemodinamico, funcéo cardiaca e modulagéo inflamatéria subaguda apés
o IAM em ratos espontaneamente hipertensos, ndo repercutindo na modulagéo

autondmica.

Entretanto atenuou a disfuncdo ventricular promovida pelo 1AM,
provavelmente, devido ao processo inflamatdrio e polarizacdo de macréfagos do
tipo M2. Estes resultados nos fornece evidéncias de uma abordagem
farmacoldgica envolvendo a inibicdo da acetilcolinesterase induzindo efeitos

benéficos sobre a modulacéo inflamatéria aguda apos o IAM.



49

10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. World Health Organization, Health statistics and informatics Department.
Causes of death 2008 summary tables.

http://apps.who.int/ghodata/vid=10015, 2001.

2. World Health Organization, Health statistics and informatics Department.
Cardiovascular diseases (CVDs). Fact sheet N°317.

Updated January 2015. http://www.who.int/mediacentre/factsheets.

3. Lima e Costa MFF, Guerra HL, Barreto SM, Guimardes RM. Diagnostico
da situacdo de saude da populacdo idosa brasileira: um estudo da
mortalidade e das internacdes hospitalares publicas. Informe
Epidemiolégico do SUS 2000.

4. Veterans Administration Coopertative Study Group on Antyhipertensive
Agents. Effects of treatment on morbidity in hipertension: results in
patients with diastolic blood pressure averagings 115 through 129 mmHg.
JAMA 1997.

5. lIrigoyen, et al. Hypertension, Blood Pressure Variability, and Target Organ
Lesion. Curr Hypertens Rep 2016.

6. Wilson Pwf et al. Twelve-year incidence of coronary heart disease in
middle-aged adults during the era of hypertensive therapy: The
Framingham Offspring Study. Am J Med 90: 11-16, 1991.

7. Nobre, F.; Ribeiro, A. B.; Mion, D., JR. [Control of arterial pressure in
patients undergoing anti-hypertensive treatment in Brazil: Controlar Brazil.

Arq Bras Cardiol, v. 94, n. 5, p. 663-70, May 2010.


http://apps.who.int/ghodata/vid=10015

50

8. Irigoyen, M. C. et al. The relationship between renal sympathetic nerve
activity and arterial pressure after selective denervation of baroreceptors

and chemoreceptors. Braz J Med Biol Res, v. 24, n. 2, p. 219-22, 1991.

9. Paul A, Heidenreich PA, Trogdon JG, Khavjou OA, Butler J, Dracup K,
Ezekowitz MD, Finkelstein EA, Hong Y, Johnston SC, Khera A, Lloyd-
Jones DM, Nelson SA, Nichol G, Orenstein D, Wilson PWF, Woo YJ.
Forecasting the future of cardiovascular disease in the United States: a
policy statement from the American Heart Association, Circulation 2011.

10.Bloom DE, Cafiero, E.T., Jané-Llopis, E., Abrahams-Gessel, S., Bloom,
L.R., Fathima, S., Feigl, A.B., Gaziano, T., Mowafi, M., Pandya, A.,
Prettner, K., Rosenberg, L., Seligman, B., Stein, A., & Weinstein, C. The
Global Economic Burden of Non-communicable Diseases 2001; Geneva:
World Economic Forum.

11.Tsujita K, Kaikita K, Soejima H, Sugiyama S, Ogawa H. [Acute coronary
syndrome-initiating factors]. Nihon rinsho Japanese journal of clinical
medicine 2010.

12.Tennant R, Wiggers CJ. The effect of coronary occlusion on myocardial
contraction. American Journal of Phisiology 1935.

13. Pfeffer MA. Left ventricular remodeling after acute myocardial infarction.
Annu. Rev. Med. 1995.

14.Schenke-Layland K, Stock UA, Nsair A, Xie J, Angelis E, Fonseca CG,
Larbig R, Mahajan A, Shivkumar K, Fishbein CM, MacLellan WR.
Cardiomyopathy is associated with structural remodeling of heart valve

extracellular matrix. European Heart Journal; 2009.



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

51

Wong SP, French JK, Lydon AM, Manda SO, Gao W, Ashton NG, et al.
Relation of left ventricular sphericityto 10-year survival after acute
myocardial infarction. Am J Cardiol. 2004.

Nathan C. Points of control in inflammation. Nature 2002.

Bolli R. Oxygen - derived free radicals and post ischemic myocardial
dysfunction (‘stunned myocardium’). J Am Coll Cardiol 1988.

Picard MH, Wilkins GT, Gillam LD, et al. Immediate regional endocardial
surface expansion following coronary occlusion in the canine left ventricle:
disproportionate effects of anterior versus inferior ischemia. Am. Heart J.
1991.

Elomaa, O.; Sankala, M.; Pikkarainen, T., et al. Structure of the Human
Macrophage MARCO Receptor and Characterization of Its Bacteria-
binding Region. The journal of biological chemistry. 1998.

De La Torre, E.; Genaro, A. M.; Ribeiro, M. L., et al. Proliferative actions
of muscarinic receptors expressed in macrophagesderived from normal
and tumor bearing mice. Biochimica et Biophysica, 2008.

Appelberg, R. As células Fagociticas.In C. Avevedo. Biologia Celular e
molecular. Lisboa, 2005.

Takeda, K. e Akira, S. Toll-like receptors in innate immunity. International
Immunology, 17, 2005.

Pacheco, F. C. e Cardoso, E. M. Imunidade inata e inflamagéo.In F. A.
Arosa; Cardoso, E. M. e Pacheco, F. C. Fundamentos de imunologia.
Lisboa, 2012.

Akpek M, Kaya MG, Lam YY, Sahin O, Elcik D, Celik T, Ergin A, Gibson

CM. Relation of neutrophil/lymphocyte ratio to coronary flow to in-hospital



52

major adverse cardiac events in patients with ST-elevated myocardial
infarction undergoing primary coronary intervention. Am J Cardiol. 2012.

25.Nufiez J, Nuiiez E, Bodi V. Usefulnes of the neutrophil to lymphocyte ratio
in predicting long-term mortality in ST segment elevation myocardial
infarction. Am J Cardiol. 2008.

26.Sanchis J, Bodi V, Nufiez J. Prognostic usefulness of white-blood cell
count on admission and one-year outcome in patients with non-ST
elevation acute chest pain. Am J Cardiol. 2006.

27.Horne BD. Which while blood cell subtypes or edict increased
cardiovascular risk. J Am Coll Cardiol. 2005.

28.Dragu R, Zuckerman R, Suleiman M. Predictive value of White blood cell
subtypes for long-term outcome following myocardial infarction.
Atherosclerosis. 2008.

29.Nahrendorf M, Swirski FK. Monocyte and macrophage heterogeneity in
the heart. Circ Res 2013.

30.Frangogiannis NG. Regulation of the inflammatory response in cardiac
repair. Circ Res 2012.

31.Heidt T, Courties G, Dutta P, Sager H, Sebas M, Iwamoto Y, et al.
Differential Contribution of Monocytes to Heart Macrophages in Steady-
State and After Myocardial Infarction. Circulation research 2014.

32.Metcalfe DD, Baram D, Mekori YA. Mast cells. Physiol Rev 1997.

33.Ruoss SJ, Hartmann T, Caughey GH Mast cell tryptase is a mitogen for
cultured fibroblasts. J Clin Invest 1991.

34.Valen G, Yan ZQ, Hansson GK. Nuclear factor kappa-B and the heart. J

Am Coll Cardiol. 2001.(Review)



53

35.Bezerra O, Franga C, et al. Cholinergic stimulation improves redox state
and decreases inflammatory cytokine production after Myocardial
Infarction in rats. Clinical Science. Submiss&o 30/06/2016.

36.Blalock JE. The immune system as the sixth sense. J Intern Med. 2005.

37.Schaper W. Angiogenesis in the adult heart. Basic Res Cardiol 1991.

38.Czubryt MP. Common threads in cardiac fibrosis, infarct scar formation,
and wound healing. Fibrogenesis & tissue repair 2012.

39.Sutton MG, Sharpe N. Left ventricular remodeling after myocardial
infarction: pathophysiology and therapy. Circulation 2000.

40.Tracey KJ. Physiology and immunology of the cholinergic anti-
inflammatory pathway. J Clin Invest 2007.

41.Pfeffer MA. Left ventricular remodeling after acute myocardial infarction.
Annu. Rev. Med. 1995.

42.Schenke-Layland K, Stock UA, Nsair A, Xie J, Angelis E, Fonseca CG,
Larbig R, Mahajan A, Shivkumar K, Fishbein CM, MacLellan WR.
Cardiomyopathy is associated with structural remodeling of heart valve
extracellular matrix. European Heart Journal; 2009.

43.Erlebacher JA, Weiss JL, Weisfeldt ML, Bulkley BH. Early dilation of the
infarcted segment in acute transmural myocardial infarction: role of infarct
expansion in acute left ventricular enlargement. J. Am. Coll. Cardiol; 1984.

44 .Eaton LW, Weiss JL, Bulkley BH, et al. Regional cardiac dilatation after
acute myocardial infarction. Recognition by two-dimensional

echocardiography. New Engl. J. Med. 1979.



54

45.Gaudron P, Eilles C, Kugler I, Ertl G. Progressiveleft ventricular
dysfunction and remodeling after myocardial infarction: potential
mechanisms and early predictors. Circulation. 1993.

46.Melguizo C, Prados J, Velez C, Aranega AE, Marchal JA, Aranega A.
Clinical significance of antiheart antibodies after myocardial infarction. Jpn
Heart J 1997.

47.Picard MH, Wilkins GT, Gillam LD, et al. Immediate regional endocardial
surface expansion following coronary occlusion in the canine left ventricle:
disproportionate effects of anterior versus inferior ischemia. Am. Heart J.
1991.

48.Capasso jm, li p, zhang x, anversa p. Heterogeneity of ventricular
remodeling after acute myocardial infarction in rats. Am j physiol 1992.

49.Gaballa MA, Goldman S. Ventricular remodeling in heart failure. J Card
Fail. 2002.

50.Anand IS. Ventricular remodeling without cellular contractile dysfunction.
J Card Fail 2002.

51.Mann D. Basic mechanisms of left ventricular remodeling: the contribution
of wall stress. J card Fail 2002.

52.Breyer-Pfaff U, Schumm F. Pyridostigmine kinetics in healthy subjects and
patients with myasthenia gravis. Clin Pharmacol Ther. 1985.

53.Nobrega AC, dos Reis AF, Moraes RS, Bastos BG, Ferlin EL, Ribeiro JP.
Enhancement of heart rate variability by cholinergic stimulation with
pyridostigmine in healthy subjects. Clin Auton Res. 2001.

54.Sueta CA. Heart rate variability in chronic heart failure: target for therapy.

Am Heart J. 2003.



55

55.Castro RRT, Porphirio G, Serra SM, N6brega ACL. Cholinergic stimulation
with pyridostigmine reduces the QTc interval in coronary artery disease.
Braz J Med Biol Res 2002.

56.Sant’'anna ID, Nobrega AC. Cardiac function during mental stress:
cholinergic modulation with pyridostigmine in healthy subjects. Clin Sci
2003.

57.Raj SR, Black BK, Bianggioni |, Harris PA, Robertson D.
Acetylcholinesterase inhibition improves tachycardia in postural
tachycardia syndrome. Circulation 2005.

58.De La Fuente RN, Rodrigues B, Moraes-Silva IC, Souza LE, Sirvente R,
Mostarda C, De Angelis K, Soares PP, Lacchini S, Consolim-Colombo F,
Irigoyen MC. Cholinergic stimulation with pyridostigmine improves
autonomic function in infarcted rats. Clin Exp Pharmacol Physiol. 2013.

59.De La Fuente RN, Irigoyen MC ET AL. Enhancement of vagal-mediated
heart rate responsiveness by cholinergic stimulation in rats. Journal of
Hypertension 2004.

60.Seals, D. R. etal. Exercise and aging: autonomic control of the circulation.
Med Sci Sports Exerc, v. 26, n. 5, p. 568-76, May 1994.

61.Aparecida JR, et al. Increase in cholinergic modulation with pyridostigmine
induces anti-inflammatory cell recruitment soon after acute myocardial
infarction in rats. American Journal of Physiology. 2016.

62.Sharma, A. et al. Involvement of catecholamines and serotonin in human
hypertension. Pharmacol Res Commun, v. 17, n. 6, p. 565-74, Jun 1985.

63.Trippodo, N. C.; Frohlich, E. D. Similarities of genetic (spontaneous)

hypertension. Man and rat. Circ Res, v. 48, n. 3, p. 309-19, Mar 1981.



56

64.Frohlich, E. D.; Pfeffer, M. A. Adrenergic mechanisms in human
hypertension and in spontaneously hypertensive rats. Clin Sci Mol Med
Suppl, v. 2, p. 225s-238s, Jun 1975.

65.0kamoto, K. et al. Further observations of the development of a strain of
spontaneously hypertensive rats. Jpn Circ J, v. 30, n. 6, p. 703-16, Jun
1966.

66.Elser D, Riegger GAJ. Characteristics and clinical relevance of animal
models of heart failure. Cur Opin Cardiol. 1995.

67.Blankesteiin WM, Creemers E, Lutgens E, Cleutiens JP, Daemen
MJ,Smits JF. Dynamic of cardiac wound healing following myocardial
infartion: observations in genetically altered mice. Acta Physiol Scand.
2001.

68.Pagani, M. et al. Power spectral analysis of heart rate and arterial
pressure variabilities as a marker of sympatho-vagal interaction in man

and conscious dog. Circ Res, v. 59, n. 2, p. 178-93, Aug 1986.

69.Schiller NB, Acquatella H, Ports TA, Drew D, Goerke J, Ringertz H,
SilvermanNH,Brundage B, Botvinick EH, Boswell R, Carlsson E, Parmley
WW. Left ventricular volume from paired biplane two dimensional

echocardiography. Circulation. 1979.

70.Fard A, Wang CY, Takuma S, Skopicki HA, Pinsky DJ, Di TullioMR,
Hommas. Noninvasive assess ment and necropsy validation of changes
in left ventricular mass in ascending aortic banded mice. J Am. Soc.

Echocardiogr. 2000.

71.Broberg, C. S., Pantely, G. A, Barber, B. J., Mack, G. K., Lee, K., Thigpen,

T., Davis, L. E., Sahn, D. andHohimer, A. R. (2003). Validation of the



57

myocardial performance index by echocardiography in mice: a
noninvasive measure of left ventricular function.J. Am. Soc.

Echocardiog. 16,814 -823.2003.

72.Koike, MK; Frimm CC; Cdari, M. Low coronary driving pressure early in the
course of myocardial infarction is associated with subendocardial
remodelling and left ventricular dysfunction. Int J Exp Pathol; 88(4):279-

90, 2007.

73.Junqueira LC, Montes GS, Sanchez EM (1982) The influence of tissue
section thickness on the study of collagen by the Picrosirius-polarization

method. Histochemistry 74:153-6.1992.

74.Hadi AM, Mouchaers KT, Schalij I, Grunberg K, Meijer GA, Vonk-
Noordegraaf A et al (2011) Rapid quantification of myocardial fibrosis: a

new macro-based automated analysis. Cell Oncol (Dordr). 2011.
75.Tracey KJ. Reflex control of immunity. Nat Rev Immunol. 2009.

76.Wang H, Liao H, Ochani M. Cholinergic agonist inhibit HMGB1 release

and improve survival in experimental sepsis. Nat Med. 2004.

77.Koopman FA, Schuurman PR, Vervoordeldonk MJ, Tak PP. Vagus nerve
stimulation: A new bioelectronics approach to treat rheumatoid arthritis?

Best Practice & Research Clinical Rheumatology 2014.

78.Levine YA, Koopman FA, Faltys M, Caravaca A, Bendele A, Zitnik R,
Vervoordeldonk MJ, TakPP.Neurostimulation of the cholinergic anti-
inflammatory pathway ameliorates disease in rat collagen-induced

arthritis. PLoS One 2014.



79.

80.

81.

82.

83.

58

Cheng Z, Li-Sha G, Jing-Lin Z, Wen-Wu Z, Xue-Si C, Xing-Xing C, Yue-
Chun L. Protective role of the cholinergic anti-inflammatory pathway in a
mouse model of viral myocarditis. PLoS One 2014.

Minutoli L, Squadrito F, Nicotina PA, Giuliani D, Ottani A, Polito F, Bitto A,
Irrera N, Guzzo G, Spaccapelo L, Fazzari C, Macri A, Marini H, Guarini S,
Altavilla D. Melanocortin 4 receptor stimulation decreases pancreatitis
severity in rats by activation of the cholinergic anti-inflammatory pathway.
Critical Care Med. 2011.

Du MH, Luo HM, Hu S, Lv Y, Lin ZL, Ma L. Electroacupuncture improves
gut barrier dysfunction in prolonged hemorrhagic shock rats through vagus

anti-inflammatory mechanism. World Journal Gastroenterol. 2013.

Lujan HL, Janbaih H, Feng H-Z, Jin J-P, DiCarlo SE. Myocardial ischemia,
reperfusion, and infarction in chronically instrumented, intact, conscious,
and unrestrained mice. American Journal of Physiology - Regulatory,
Integrative and Comparative Physiology 2012.

Zhang R, Wugeti N, Sun J, et al. Effects of vagus nerve stimulation via
cholinergic anti-inflammatory pathway activation on myocardial
ischemia/reperfusion injury in canine. International Journal of Clinical and

Experimental Medicine 2014.

84.Leib C, Katus HA, Kaya Z. cholinergic control of inflammatory in

85.

cardiovascular diseases. Thrends in cardiovascular medicine 2013.
Lataro, et, al. Acetylcholinesterase Inhibition Attenuates the Development
of Hypertension and Inflammation in Spontaneously Hypertensive Rats.

American Journal of Hypertension. 2015.



59

86.Zarei AA, Foroutan SA, Foroutan SM, Erfanian Omidvar A. Enhancement
of Frequency Domain Indices of Heart Rate Variability by Cholinergic
Stimulation  with  Pyridostigmine  Bromide. Iranian Journal of

Pharmaceutical Research: IJPR 2011.

87.Behling A, Moraes RS, Rohde LE, Ferlin EL, Nobrega AC, Ribeiro JP.
Cholinergic stimulation with pyridostigmine reduces ventricular arrhythmia
and enhances heart rate variability in heart failure. Am. Heart J. 2003.

88.Lu Y, Liu JJ, Bi XY, Yu XJ, Kong SS, Qin FF, Zhou J, Zang WJ.
Pyridostigmine ameliorates cardiac remodeling induced by myocardial
infarction via inhibition of the transforming growth factor-1/TGF-1 —
activated kinase pathway. J CardiovascPharmacol 2014.

89.Cleland JGF, Torabi A, Khan NK: Epidemiology and management of heart
failure and left ventricular systolic dysfunction in the aftermath of a
myocardial infarction. Heart, 2005.

90.Minicucci MF, Azevedo PS, Polegato BF et al: Heart failure after
myocardial infarction: clinical implications and treatment. Clin Cardiol,
2011.

91.Gheorghiade M, Fonarow GC: Management of post-myocardial infarction
patients with left ventricular systolic dysfunction. Am J Med, 2007.

92.Azevedo, et al. Early echocardiographic predictors of increased left
ventricular end-diastolic pressure three months after myocardial infarction

in rats. Med Sci Monit, 2012.

93.Anzai T. Post-infarction inflammation and left ventricular remodeling.

Review. Circ J. 2013.



60

94.0Orlic D, Kajstura J, Chimenti S, et al. Bone marrow cells regenerate

infarcted myocardium. Nature 2001.

95.Yan X, Anzai A, Katsumata Y, Matsuhashi T, Ito K, Endo J, Yamamoto T,
Takeshima A, Shinmura K, Shen W, Fukuda K, Sano M. Temporal
dynamics of cardiac immune cell accumulation following acute myocardial
infarction. J Mol Cell Cardiol 2013.

96.Vandervelde S, van Amerongen MJ, Tio RA, Petersen AH, van Luyn MJ,
Harmsen MC (2006) Increased inflammatory response and
neovascularization in reperfused vs. non-reperfused murine myocardial
infarction. Cardiovasc Pathol 2006.

97.1smahil MA, Hamid T, Bansal SS, Patel B, Kingery JR, Prabhu SD.
Remodeling of the mononuclear phagocyte network underlies chronic
inflammation and disease progression in heart failure: critical importance
of the cardiosplenic axis. Circ Res 2014.

98.Hayashi Y, Sawa Y, Ohtake S, Fukuyama N, Nakazawa H, Matsuda H.
Peroxynitrite formation from human myocardium after ischemia-
reperfusion during open heart operation. Ann Thorac Surg 2001.

99. Halade GV, Jin YF, Lindsey ML. Matrix metalloproteinase (MMP)-9: a
proximal biomarker for cardiac remodeling and a distal biomarker for
inflammation. Pharmacol Ther 2013.

100. Troidl C, Mollmann H, Nef H, Masseli F, Voss S, Szardien S, et al.
Classically and alternatively activated macrophages contribute to tissue
remodelling after myocardial infarction. Journal of cellular and molecular

medicine 2009.



61

101. Ismahil MA, Hamid T, Bansal SS, Patel B, Kingery JR, Prabhu SD.
Remodeling of the mononuclear phagocyte network underlies chronic
inflammation and disease progression in heart failure: critical importance
of the cardiosplenic axis. Circ Res 2014.

102. Halade GV, Jin YF, Lindsey ML. Matrix metalloproteinase (MMP)-
9: a proximal biomarker for cardiac remodeling and a distal biomarker for
inflammation. Pharmacol Ther 2013.

103. Leuschner F, Rauch PJ, Ueno T, Gorbatov R, Marinelli B, Lee WW,
et al. Rapid monocyte kinetics in acute myocardial infarction are sustained
by extra medullary monocytopoiesis. The Journal of experimental
medicine 2012.

104. Jonge WJ, van der Zanden EP, The FO, Bijlsma MF, van Westerloo
DJ et al. Stimulation of the vagus nerve attenuates macrophage activation

by activating the Jak2-STAT3 signaling pathway. Nat Immunol 2005.

105. Liao YH, Cheng X. Autoimmunity in myocardial infarction. Int J
Cardiol. 2006.
106. Roberts R, DeMello V, Sobel BE. Deleterious effects of

methylprednisolone in patients with myocardial infarction. Circulation.

1976.

107. Kloner RA, Fishbein MC, Lew H, Maroko PR, Braunwald E.
Mummification of the infracted myocardium by high dose corticosteroids.

Circulation. 1978.

108. Chung ES, Packer M, Lo KH. Randomized, double-blind,
placebocontrolled, pilot trial of infliximab, a chimeric monoclonal antibody

to tumor necrosis factor-alpha, in patients with moderate-to-severe heart



62

failure: results of the anti-TNF therapy against congestive heart failure

(ATTACH) trial. Circulation. 2003.

1009. Mann DL, Mcmurray JJ, Packer M. Targered anticytokine therapy
in patients with chronic heart failure: results of the Randomized Etanercept

Worldwide Evaluation (RENEWAL). Circulation. 2004.

110. Zhang J, Chen X, Liao YH. Simvastatin regulates myocardial
cytokine expression and improves ventricular remodeling in rats after

acute myocardial infarction. Cardiova



