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RESUMO 

 

 

 



Rocha JA. Interação da atividade autonômica e resposta imunomoduladora 
na fase aguda do infarto do miocárdio experimental [tese]. São Paulo: 
Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2013. 
 
INTRODUÇÃO: A atuação do sistema nervoso parassimpático em células 
imunes é conhecida como “Via Anti-inflamatória Colinérgica”. Trabalhos 
prévios demonstraram que a estimulação vagal reduz a inflamação e 
melhora a sobrevida em modelos experimentais com sepse. Neste estudo 
avaliamos se o uso do anticolinesterásico piridostigmina: altera o número de 
linfócitos T (CD4+ e CD8+) convencionais (CD25+Foxp3-) e reguladores 
(CD25+Foxp3+) no sangue periférico, no baço e no miocárdio; modifica a 
concentração de citocinas (interleucina 1, interleucina 6, TNFα) no 
miocárdio; e influencia a função ventricular após infarto agudo do miocárdio 
experimental (IAM) em ratos. MÉTODOS: Utilizamos ratos machos adultos 
da linhagem Wistar, com peso variando entre 200 e 250 g, divididos em 3 
grupos de 20 animais cada: grupo controle (GC), grupo infartado sem 
tratamento (IC) e grupo infartado tratado com piridostigmina (IP). O infarto 
agudo do miocárdio (IAM) foi obtido com a técnica da ligadura da artéria 
coronária esquerda, e o grupo IP recebeu piridostigmina na dose de 
40mg/kg/dia na água de beber, iniciada 4 dias antes do IAM. Todos os 
animais foram submetidos à canulação da artéria femoral no dia seguinte ao 
IAM para registro das curvas de pressão arterial, e posterior análise dos 
componentes da variabilidade da freqüência cardíaca (VFC), domínio do 
tempo (SDNN e RMSSD) e da freqüência (componentes LF e HF); o estudo 
ecocardiográfico foi realizado no segundo dia pós IAM. No terceiro dia pós 
IAM, os ratos foram divididos em subgrupos de 10 animais, e sacrificados de 
forma específica para coleta de materiais: 500 μl de sangue periférico e baço 
fresco para realização da técnica de citometria de fluxo; ventrículo esquerdo 
para dosagem de citocinas pela técnica de ELISA; e ventrículo esquerdo 
para realização de imunohistoquímica. Foram usadas as técnicas 
padronizadas e de uso corrente nos laboratórios. Os resultados foram 
avaliados por análise de variância (ANOVA) multifatorial, usando o programa 
GraphPad Prism com teste post hoc de Tukey. RESULTADOS: O grupo IC 
comparado ao grupo controle apresentou queda significativa da pressão 
arterial e aumento da freqüência cardíaca. O grupo IP, comparado ao grupo 
IC, apresentou maior atividade vagal, caracterizada pela significante redução 
da FC e aumento da VFC (SDNN, 9,2±1,5 vs 5,2±0,5 p<0,05). Os 
parâmetros ecocardiográficos avaliados evidenciaram presença de área 
hipo/acinética e redução da fração de ejeção do ventrículo esquerdo nos 
grupos infartados, de igual magnitude. Com relação ao número de linfócitos 
T, verificamos que o grupo IC, comparado ao grupo controle, apresentou 
número significativamente menor de linfócitos reguladores (CD25+Foxp3+) 
no sangue periférico (CD4+: 63,5 ±1,4 vs 70,6 ±3,2%, e CD8+: 68,3 ±1,9 vs 
76,1 ±2,8%). O grupo IP, comparado ao grupo IC, apresentou significativa 
redução do número de linfócitos T convencionais no sangue periférico 
(respectivamente, CD4+: 1,5 ±0,2 vs 2,2 ±0,2 %; CD8+: 1,1 ± 0,1 vs 1,8 ±0,9 
%), e no baço houve redução somente do tipo CD4+ (respectivamente, 1,4 
±0,2 vs 2,2 ±0,2%), com aumento do tipo CD8+ (respectivamente, 1,2 ±0,1 



vs 0,7 ±0,1 %). O grupo IP também apresentou significativo aumento de 
linfócitos reguladores (CD25+Foxp3+) no sangue periférico (respectivamente, 
CD4+: 76,5 ±2,9 vs 63,5 ±1,4 %; CD8+: 75,1 ± 1,0 vs 68,3 ±1,9 %), e não 
apresentou diferenças significativas no número dessas células no baço. O 
grupo IC comparado ao grupo controle apresentou significativa marcação de 
anticorpos para CD4 e CD8 nas áreas infartada e peri-infarto por meio da 
análise de imunohistoquímica. O grupo IP comparado ao grupo IC, 
apresentou significativo aumento de CD4+ (respectivamente, 20,9 ± 6,5 vs 
12,2 ± 2,5, p<0,05) e de CD8+ (respectivamente, 17,9 ± 2,8 vs 5,8 ± 1,1%, 
p<0,05) na área infartada; observamos redução significativa na marcação de 
CD4+ (respectivamente, 6,0 ±1,2 vs 12,5 ±4,8) na área peri-infarto, sem 
alterações significativas na marcação de CD8+. CONCLUSÃO: O tratamento 
com piridostigmina em ratos com IAM está associado a aumento da 
atividade vagal, aumento do número de linfócitos reguladores 
(CD25+Foxp3+) no sangue periférico e maior mobilização de células 
inflamatórias (CD4+ e CD8+) para a área infartada no miocárdio, com 
redução de CD4+ na área peri-infarto, no entanto sem mudança de CD8+ 
nesta região. A mudança do perfil inflamatório decorrente do aumento da 
atividade vagal na fase aguda do IAM, pode ser um possível mecanismo 
para explicar os benefícios detectados no remodelamento cardíaco após o 
IAM, em especial, na redução da área de lesão e na melhora da função 
ventricular, com uso de anticolinesterásicos.  
 
Descritores: Infarto do Miocárdio; Estimulação nervo vago; Linfócitos-T; 
Neuroimunomodulação; Piridostigmina; Via Anti-inflamatória Colinérgica 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SUMMARY 

 

 



Rocha JA. Interaction of autonomic activity and immunomodulatory response 
in acute experimental myocardial infarction [thesis]. São Paulo: “Faculdade de 
Medicina, Universidade de São Paulo”; 2013.  
 
INTRODUTION: The role of the parasympathetic nervous system in immune 
cells is known as “Cholinergic anti-inflammatory pathway”. In previous work 
has demonstrated that vagal stimulation reduces inflammation and improves 
survival in experimental sepsis models. The aim of the present study evalued 
the use of anticholinesterase pyridostigmine: change the number of T 
lymphocytes (CD4+ and CD8+) conventional (CD25+Foxp3-) and regulatory 
(CD25+Foxp3+) in peripheral blood, spleen, and myocardium: modifies the 
concentration of cytokines (interleukin-1, interleukin-6, TNFα) in the 
myocardium, and influences ventricular function after experimental 
myocardial infarction (MI) in rats. METHODS: Adult male rats of Wistar strain, 
weighing between 200 and 250 g were divided into 3 groups of 20 animals 
each: control group (GC); untreated group without treatment (IC) and 
infarcted group treated with pyridostigmine (IP). Acute myocardial infarction 
(AMI) was obtained with the technique of ligation of the left coronary artery, 
and the IP group received pyridostigmine dose of 40 mg/Kg/day in drinking 
water starting 4 days before the AMI. All animals underwent cannulation of 
the femoral artery on the day following AMI to record the blood pressure 
curves, and subsequent analysis of the components of heart rate variability 
(HRV), the time domain (SDNN and RMSSD) and frequency (components LF 
and HF), the echocardiografic study was performed on the second day after 
AMI. On the third day post-MI, mice were divided into subgroups of 10 
animals, and were sacrificed in order to collet specific materials: 500 µl of 
fresh peripheral blood and spleen technique for performing flow cytometry left 
ventricle for measurement of cytokine ELISA, and the left ventricle to perform 
immunohistochemistry. Techniques used were standardized and commonly 
used in laboraties. The results were evaluated by analysis of variance 
(ANOVA) multifactorial, using the GraphPad Prism with Tukey post hoc test. 
RESULTS: The HF group compared to the control group showed a significant 
drop in blood pressure and increased heart rate. The IP group compared to 
the IC group showed higher vagal activity, characterized by a significant 
reduction in HR and increase HVR (SDNN, 9.2 ± 1.5 vs 5.2 ± 0.5, p< 0.05). 
The echocardiography parameters evaluated showed presence of area 
hypo/acinetic and reduced ejection fraction of the left ventricle in infracted 
groups of equal magnitude. Regarding the number of T lymphocytes, we 
found that the IC group compared with the control group showed significantly 
fewer lymphocytes regulators (CD25+Foxp3+) in peripheral blood (CD4+:63.5 
± 1.4 vs 70.6 ± 3.2% and CD8+ cells: 68.3 ± 1.9 vs 76.1 ± 2.8%). The IP 
group compared to the IC group showed a significant reduction in the number 
of conventional T lymphocytes in peripheral blood (CD4+:1.5 ± 0.2 vs 2.2 ± 
0.2%; CD8+: 1.1 ± 0.1 vs 1.8 ± 0.9%) and was reduced only in the spleen of 
the type CD4+(1.4 ± 0.2 vs 2.2 ± 0,2%) with increased CD8+(1.2 ± 0.1 vs 0.7 
± 0.1%). The IP group also showed a significant increase of lymphocytes 
regulators (CD25+Foxp3+) in peripheral blood (CD4+: 76.5 ± 2.9 vs 63.5 ± 
1.4%; CD8+:75.1 ± 1.0 vs 68.3 ± 1.9%), and no significant differences in the 



number of these cells in the spleen. The IC group compared to the control 
group showed significant labeling antibodies to CD4 and CD8 areas infarcted 
and peri-infarction by immunohistochemical analysis. The IP group compared 
to the IC group showed a significant increase in CD4 (20.9 ± 6.5 vs 12.2 ± 
2.5, p<0.05) and CD8 (17.9 ± 2.8 vs 5.8 ± 1.1%, p<0.05) in the infarcted 
area, and we observed a significant reduction in the labeling of CD4 (6.0 ± 
1.2 vs 12.5± 4.8) in the peri-infraction without significant changes in the 
marking of CD8. CONCLUSION: The treatment with pyridostigmine in rats 
with acute myocardial infarction is associated with increased vagal activity, 
increased number of regulatory lymphocytes (CD25+Foxp3+) in peripheral 
blood and increased mobilization of inflammatory cells (CD4 and CD8) to the 
infarcted myocardium, with reduction of these cells in the peri-infarction. The 
change of the inflammatory profile due to increased vagal activity may be a 
possible mechanism to explain the benefits in the evolution of myocardial 
infarction, especially in the improvement of cardiac remodeling and 
maintenance of ventricular function with anticholinesterase drugs.  
 
Descriptors: Myocardial infarction; T-lymphocytes; 
Neuroimmunomodulation; Vagal nerve stimulation; pyridostigmine; 
Cholinergic Anti-inflammatory Pathway. 
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As doenças cardiovasculares de origem aterosclerótica são 

atualmente as principais causas de morte e invalidez no Brasil e no mundo, 

com destaque para as doenças coronárias.1 Na Europa estima-se que 

existam por volta de oito milhões de indivíduos com angina do peito; nos 

Estados Unidos, esse número está em torno de doze milhões, com 

incidência anual de 150 mil novos casos.2 A Doença Arterial Coronariana 

(DAC) tem um amplo espectro de apresentações clínicas, mas, 

seguramente, as que mais despertam interesse são as Síndromes 

Coronarianas Agudas (SCAs), ou seja, a angina instável e o infarto agudo do 

miocárdio. Esse fato é perfeitamente compreensível, pois as SCAs se 

associam a índices elevados de morbidade e mortalidade.2 Dados referentes 

a 2008 estimam uma mortalidade anual de aproximadamente 7 milhões de 

indivíduos por DAC no mundo, por isso esta patologia é considerada a maior 

causa universal de morte.2 Cerca de 40% dos pacientes esperam quatro 

horas ou mais, antes de procurar socorro e significativo número de pacientes 

não chega ao hospital antes das 12 horas.2 Tem-se demonstrado que 50% 

das mortes por infarto agudo do miocárdio ainda ocorrem na primeira hora e 

talvez 80% nas primeiras 24 horas.2  

No Brasil, dados epidemiológicos mostram que em 1930 as doenças 

do aparelho circulatório representavam somente 12% das mortes da 

população e em 2003 já respondiam por cerca de 31% dos óbitos.3 Mais 

recentemente (2008), houve 318 mil mortes (152 mil mulheres e 166 mil 
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homens) por doenças do aparelho circulatório no país, das quais quase 75 

mil por ocorrência de IAM, com cerca de um milhão e cem mil internações 

devido a estas doenças, perfazendo gastos totais em torno de um bilhão e 

seiscentos milhões de reais.1 Assim, as doenças coronarianas têm um 

grande impacto financeiro sobre o sistema de saúde, constituindo-se em 

cerca de 5% dos gastos com internação.4 

 

 

1.1  A INFLAMAÇÃO COMO COMPONENTE CENTRAL DAS SCAS 

 

O processo inflamatório não apenas promove o inicio e evolução do 

ateroma, mas também contribui decisivamente para a precipitação das 

complicações trombóticas agudas. A inflamação produz uma cascata de 

eventos que desencadeia a infiltração de células imunes, ativação e adesão 

de plaquetas e ruptura da placa de ateroma, com oclusão arterial 

intermitente, levando a angina instável ou infarto do miocárdio.5-11 Dessa 

forma, a DAC pode ser considerada como uma interação entre a obstrução 

luminal e a inflamação intramural. 

Como em todo processo de agressão ao organismo, a injúria 

isquêmica do miocárdio desencadeia uma série complexa de reações 

imunológicas visando a reparação do tecido lesado.12 A resposta 

inflamatória aguda inicia-se entre 12 e 16 horas após a isquemia miocárdica, 

e é mediada por componentes da imunidade inata. Inicialmente, neutrófilos 

migram para a área infartada envolvendo e removendo os cardiomiócitos 
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mortos; a seguir, são recrutados macrófagos e linfócitos, que auxiliam os 

granulócitos na limpeza das células debrís, preparando a área para a 

cicatrização.13 A resposta inflamatória inicial pode ser amplificada, pela 

participação de elementos da resposta inflamatória celular e humoral que 

são mobilizados por citocinas produzidas por diferentes grupos celulares.13 

Foi demonstrado que, em conseqüência de sua destruição, as células 

cardíacas liberam antígenos constituintes (proteínas contráteis cardíacas, 

como miosina e actina), que se tornam os principais substratos para a 

formação de complexos antigênicos, que irão ativar linfócitos T (resposta 

celular) e estimular a produção de anticorpos (resposta humoral), 

importantes elementos do processo de reparação pós isquêmica.14-18 Vários 

estudos demonstram que o pior remodelamento ventricular pós infarto do 

miocárdio está diretamente relacionado com os níveis de marcadores 

inflamatórios liberados tais como PCR, TNFα e IL-6, assim como com a 

agressividade da resposta imune global.19,20 Na última década, inúmeros 

trabalhos de Tracey e cols. têm elucidado a interação do Sistema Nervoso 

Autônomo e o Sistema Imunológico. A atuação do sistema nervoso 

parassimpático em células imunológicas vem sendo denominada “via anti-

inflamatória colinérgica”.21,22,144 De forma breve, a ativação parassimpática 

utiliza o neurotransmissor acetilcolina para agir em um receptor específico, 

alfa 7 nicotínico, localizado em células inflamatórias.16 Intervenções que 

aumentam a atividade do nervo vago (estimulação elétrica ou por drogas) ou 

que aumentam a atividade da acetilcolina (uso de anticolinesterásicos) 

podem exercer um efeito imunossupressor, inibindo a síntese de citocinas 
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pró-inflamatórias em diferentes modelos experimentais de sepse21-

25,27,29,59,91,117,156 e inflamação asséptica.28,30 Entretanto, somente 

recentemente tem-se avaliado a participação da neuromodulação sobre o 

remodelamento cardiovascular.32-36,75  

Em estudo prévio de nosso grupo, demonstramos o impacto positivo 

desta droga sobre os aspectos morfofuncionais cardíacos em ratos 

infartados. 37 Fizemos a hipótese de que esses resultados satisfatórios estão 

vinculados a atuação da piridostigmina no processo inflamatório da fase 

aguda do IAM. Nesse sentido, e com o intuito de avançar nessa área do 

conhecimento, o presente trabalho visa testar a hipótese de que a 

administração de brometo de piridostigmina é capaz de modular a resposta 

inflamatória que se segue ao IAM, e assim influenciar de maneira positiva o 

remodelamento cardíaco, de forma a proteger a função do órgão. 
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2.1 SÍNDROME CORONARIANA AGUDA E INFLAMAÇÃO 

 

O endotélio pode ter influência direta no curso evolutivo e prognóstico 

das SCAs. Quando em disfunção, o endotélio facilita o desenvolvimento de 

processos inflamatórios no interior da placa aterosclerótica, provavelmente 

pela transcrição de genes pró-inflamatórios estimulada pela via do fator 

nuclear kapa B.38 Esta inflamação intraplaca induz a síntese de potentes 

metaloproteinases por macrófagos ativados na região subendotelial 

promovendo a proteólise da capa externa fibrosa, principal componente de 

estabilização da placa.39 O adelgaçamento da placa e a vasoconstrição 

paradoxal associada ao endotélio doente, podem predispor a placa a sua 

instabilização e precipitar o aparecimento das SCAs.5,40  

Em resposta à isquemia, as células endoteliais dos vasos localizados 

na área de risco do miocárdio, entram em estado de hiperatividade 

caracterizado por: exagerada produção de ROS, de citocinas inflamatórias, e 

de moléculas de adesão; e comprometimento das membranas intercelulares, 

com disfunção da barreira endotelial e aumento da permeabilidade.41 Estas 

alterações promovem e facilitam a migração de leucócitos e outras células 

inflamatórias para dentro do tecido miocárdico lesado.42 A célula endotelial 

também está capacitada a exercer uma função básica da resposta imune 

que é a apresentação de antígenos.43,89 Ela pode então, interagir com os 

linfócitos T CD4+, que participam do processo produzindo citocinas, 
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recrutando mais células, expandindo a resposta imune e migrando para o 

interior do tecido. A resposta inflamatória desencadeada pela lesão do 

endotélio, mediada principalmente por monócitos e linfócitos T no tecido, 

inicialmente protetora, pode se perpetuar, com recrutamento contínuo de 

novas células através da liberação de citocinas, quimiocinas, fatores de 

crescimento e enzimas líticas, indução de moléculas de adesão, migração 

de células musculares lisas e formação de tecido fibrótico.5,44  

A presença de neutrófilos e macrófagos no sítio da injúria aumenta da 

lesão das células endoteliais, de forma direta e mediada por proteases e 

pela produção de diferentes citocinas.45 Dentre várias citocinas envolvidas 

no IAM, podemos destacar: IL-1ß, IL-6, TNFα.  

Em modelos experimentais de ratos, observou-se que, 6 horas após a 

oclusão da artéria descendente anterior, há um aumento pronunciado na 

expressão de mRNA de IL-1ß e IL-6 na área infartada, e também na região 

não infartada. Essa expressão continua aumentando até 12h após oclusão, 

e depois declina rapidamente, não sendo detectado aumento significativo a 

partir do terceiro dia.46 Nesse mesmo estudo, ocorreu também um aumento 

significativo na expressão de mRNA de TNFα em área infartada e não 

infartada, chegando a incremento máximo ao redor do primeiro dia pós 

isquemia.46 A citocina TNFα facilita a mobilização do NF-kB para dentro do 

núcleo celular propiciando, dessa forma, a produção de outras citocinas pró-

inflamatórias.19,20 Isso ocorre nas células endoteliais, levando à disfunção 

endotelial, bem como ativação das células imunes, tendo como 

consequência, a amplificação da cascata inflamatória de maneira autócrina e 
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parácrina, resultando em um círculo inflamatório vicioso.47 Nesse contexto, 

durante o processo de injúria por isquemia/reperfusão, o TNFα contribui não 

apenas na injuria reversível, tais como disfunção endotelial e disfunção de 

contração miocárdica, mas também  na injúria irreversível, como no infarto 

do miocárdio.48  

A IL-6 não é produzida apenas pelas células imunes e células imunes 

acessórias incluindo monócitos e macrófagos, mas também pelas células 

endoteliais, células da musculatura lisa vascular e cardiomiócitos 

isquêmicos.49 O aumento dos níveis de IL-6 durante o processo de 

isquemia-reperfusão correlaciona-se com diminuição da contratilidade 

cardíaca, queda da fração de ejeção, redução da capacidade funcional, e 

pior prognóstico.49,50 A IL-6 e IL-1ß atuam sinergicamente promovendo a 

reabsorção de tecido necrótico, remodelamento da matrix e cicatrização. 

Além disso, elas podem estar envolvidas na indução precoce de fibrose e 

hipertrofia cardíaca compensatória do miocárdio não infartado; no entanto, 

parecem não exercer função importante a longo prazo no remodelamento 

cardíaco.46  

Ainda que o intenso processo inflamatório ocorra no miocárdio, é 

possível detectar aumento de mediadores inflamatórios no sangue periférico. 

Vários estudos têm documentado a reposta inflamatória  sistêmica ocorre 

em pacientes com IAM: há um estimulo para a expressão de IL-1, IL-6 e 

TNFα em leucócitos;51-53 observa-se níveis elevados de TNFα, que parece 

ser um importante indicador da severidade do IAM e da ocorrência de 

Insuficiência Cardíaca.54  
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2.1.1  Isquemia reversível 

 

Durante a evolução da isquemia miocárdica prolongada, o processo 

de reperfusão é um requisito primordial para salvar os cardiomiócitos, e uma 

terapia de reperfusão precoce é certamente a mais efetiva estratégia para 

reduzir o tamanho da lesão em pacientes com infarto agudo do miocárdio.55 

A restauração do fluxo sanguíneo, contudo, desencadeia uma série de 

eventos que eventualmente culmina em aceleração da apoptose, da qual 

pode paradoxalmente reduzir os efeitos benéficos da terapia de 

reperfusão.56 A reperfusão miocárdica produz lesão tecidual imediata que 

envolve duas fases inter-relacionadas: uma fase precoce desencadeada 

pelo endotélio, e uma mais tardia, que é amplificada pelos neutrófilos.57 O 

dano ao miocárdio devido a injúria por isquemia/reperfusão é primariamente 

causada por citocinas pró-inflamatórias tais como fator de necrose tumoral 

(TNF)-α58,59 e espécies reativas de oxigênio (ROS).35,41,45 O acúmulo de 

neutrófilos pode estar envolvido na patogênese da apoptose de 

cardiomiócitos pela liberação de várias citocinas.60 Durante ativação estes 

neutrófilos geram ROS, mas também secretam mieloperoxidase (MPO). A 

MPO é a mais abundante proteína nos leucócitos e potente oxidante 

envolvido na injuria tecidual e remodelamento61 e esta elevada em pacientes 

com IAM62 sendo fator de risco para mortalidade a longo  prazo.63 A injúria 

de reperfusão esta associada com uma cascata inflamatória que perpetua 

ainda mais os danos ao tecido cardíaco após o período de isquemia. Todo 

este processo leva a uma rápida ativação do fator de transcrição NF-kB, que 
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tem atuação em uma variedade de processos biológicos incluindo resposta 

imune, inflamação, proliferação e apoptose.45,64-67 Sob condições normais, o 

NF-kB é inativado pela subunidade inibitória IKappa B, mas quando há 

injúria tecidual, o NF-kB, pode ser ativado por várias substâncias locais, 

inclusive a ROS.68 A ativação do NF-kB induz a expressão coordenada de 

genes de vários mediadores inflamatórios, incluindo interleucinas, citocinas e 

moléculas de adesão69, responsáveis pela agregação de leucócitos no 

endotélio vascular.70 

 

2.1.2  Isquemia irreversível 

 

A injúria celular que resulta da isquemia irreversível leva a alterações 

da função tecidual responsáveis pelo fenômeno chamado de remodelamento 

ventricular. Estresse oxidativo e inflamação celular e humoral são elementos 

chaves deste processo. Em camundongos, assim como em humanos, a 

elevação dos marcadores de inflamação durante do infarto do miocárdio é 

preditora do desenvolvimento de miocardiopatia isquêmica e da evolução 

clinica adversa. 71-74 O tecido miocárdico irrigado pela artéria coronária 

ocluída consiste de um núcleo necrótico central que expande do endocárdio 

para o epicárdio durante a isquemia miocárdica, cercado pela área peri-

infarto com cardiomiócitos ainda isquêmicos. A reperfusão limita a 

progressão do núcleo necrótico central, e por outro lado dá inicio a eventos 

moleculares que causam lesão de reperfusão letal na zona peri-infarto. O 

núcleo necrótico, a área peri-infarto isquêmica e o miocárdio reperfundido 
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são fontes distintas de mediadores que podem ser reconhecidos por vias 

inflamatórias específicas.56 Além das alterações locais, existe também uma 

resposta sistêmica que consiste de mediadores liberados do miocárdio 

lesado e ativação de células circulantes.56  

O processo de cicatrização após infarto agudo do miocárdio resulta 

de uma combinação de danos entre cardiomiócitos necróticos, 

desestruturação da matriz extracelular e composição do colágeno. 

Blankesteijn e cols.13 relacionaram  o processo de restabelecimento cardíaco 

em quatro fases: de 6 horas a 4 dias ocorre a morte dos cardiomiócitos (fase 

1). Uma resposta inflamatória aguda começa em 12 a 16 horas após o início 

da isquemia (fase 2). Neutrófilos granulócitos migram para a área infartada , 

atingindo um pico em 24 a 48 hs após o infarto. A principal função dos 

granulócitos é fagocitar e remover os cardiomiócitos mortos. Em seguida, os 

macrófagos e linfócitos acompanham os granulócitos para dentro da área 

infartada e ajudam na limpeza das células debrís. Dois ou três dias após o 

infarto do miocárdio, a formação de tecido de granulação inicia-se na 

margem da área infartada (fase 3). Finalmente, o remodelamento e 

cicatrização da área infartada inicia-se de 2 a 3 semanas e continua por 1 

ano após o infarto do miocárdio (fase 4). A limpeza de células debrís pelos 

neutrófilos, monócitos e macrófagos é um componente crítico da cicatrização 

do infarto, no entanto, a modulação desta resposta inflamatória é importante 

para prevenir excessiva degradação tecidual levando à expansão do infarto 

e insuficiência cardíaca.75 O desenvolvimento de insuficiência cardíaca após 

IAM é determinado pelo: tamanho da área necrótica; resposta cicatricial que 
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ocorre nos dias e semanas após o evento e o remodelamento crônico da 

cicatriz do infarto, região peri-infarto e não infartada do ventrículo 

esquerdo.75,76 Remodelamento é um processo crônico, mediado por 

mudanças estruturais progressivas em cardiomiócitos e na matrix 

extracelular (MEC), levando a dilatação de VE, piora da função sistólica e 

potencialmente o desenvolvimento de arritmias ventriculares, insuficiência 

cardíaca e subsequente mortalidade cardiovascular77-79 Como durante o 

processo IAM ocorre ativação do NF-kB que medeia um inadequado 

remodelamento de VE e a deterioração funcional80, tem-se sugerido que o 

bloqueio da ativação do NF-kB seja uma nova abordagem para prevenir o 

remodelamento de VE adverso.33  

 

 

2.2   RESPOSTA IMUNE INATA PÓS-ISQUEMIA MIOCÁRDICA 

 

A fase inicial da inflamação pós-isquêmica é caracterizada pela 

ativação da resposta imune inata.56 Recentemente, trabalhos têm 

demonstrado 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.81-83 Outros 

estudos mostram que neutrofilia84 e em menor extensão monocitose e 

linfopenia também são marcadores de prognóstico pós infarto.85,86 Meissner 

e cols.87 relatam que o numero de polimorfonucleares é um biomarcador de 

prognóstico no remodelamento crônico do ventrículo esquerdo. 



Revisão da Literatura 

 
 

 

14

No IAM os macrófagos são funcionalmente heterogêneos e podem 

ser classificados respectivamente em M1 e M2, baseados na expressão de 

marcadores de superfície. Os macrófagos M1, de primeira resposta, são 

predominantes no terceiro dia pós IAM a exibem altos níveis de expressão 

de mediadores pró-inflamatórios; os macrófagos M2, de resposta tardia, 

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.88  

Como parte importante do sistema imune inato, os receptores Toll-like 

(TLRs), foram descritos em l997 por Medzhitov e cols.89 Esses receptores de 

sinalização encontram-se expressos em células apresentadoras de 

antígenos (macrófagos, células dendríticas) e vários tipos de células 

parenquimais, incluindo os cardiomiócitos e células endoteliais. Matzinger e 

cols90, já em 2002, descreveram um modelo de imunidade (danger model) 

baseado na idéia de que o sistema imune inato responde a entidades 

endógenas que causam injúria, ao invés de apenas a estímulos externos. A 

isquemia cardíaca induz a produção de “sinais de perigo endógeno”, refletida 

na expressão de diversas proteínas não reconhecidas como self, 

denominadas DAMPs (danger-associated molecular patterns), que ativam os 

TLRs para iniciar uma resposta inflamatória via NF-kB.56 A interação DAMPS 

– TLRs desencadeia uma reação inflamatória, envolvendo influxo de células 

inflamatórias e a produção e liberação de citocinas, via translocação nuclear 

do NF-kB. A inibição da sinalização dos TLR pode ser outra estratégia para 

modular a inflamação e melhorar a sobrevida no IAM. Ligantes endógenos 
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dos TLR, descritos como sinais de perigo ou danger-associated molecular 

patterns (DAMPs), são produzidos na miocardiopatia isquêmica e promovem 

recrutamento e ativação de células mieloides pro-inflamatórias após IAM.71 

Camundongos deficientes de TLR4 exibem uma diminuição no recrutamento 

de células mieloides, redução nos níveis de expressão de citocinas pró-

inflamatórias e diminuição nos níveis de atividade da matrix de 

metaloproteinases em área infartada após IAM. Esta resposta inflamatória 

diminuída esta associada com atenuação do remodelamento ventricular e 

melhora da função sistólica.92  

. 

 

2.3 RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA PÓS-ISQUEMIA MIOCÁRDICA 

 

A resposta imunológica adaptativa é acionada quando a resposta 

imunológica inata não está sendo suficiente para a erradicação “dos 

antígenos”. O fator de transcrição NF-kB, além de amplificar e estender a 

imunidade inata pela indução de moléculas efetoras e estimular a produção 

de ROS, também promove uma ligação molecular entre o sistema imune 

inato e adaptativo. Isto envolve uma maior produção de proteínas MHC e 

CD80/86 em células apresentadoras de antígenos resultando em resposta 

mediada pelos linfócitos T, que são as principais células envolvidas na 

resposta adaptativa.93,94 A função inflamatória do fator de transcrição NF-kB 

persisti através da resposta imune adaptativa, ativando ambos antígenos e 

receptores co-estimuladores em linfócitos B e T assim como estimulando o 
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fator de ativação da célula B (BAFF) para induzir diferenciação e sobrevida 

das células B.93-95  

As células T CD4+ podem ser subdivididas em subpopulações de 

células helper (Th1, Th2, Th17, Treg) devido aos diferentes padrões de 

secreção de citocinas. Células Th1 produzem citocinas pró-inflamatórias 

inteferon (IFN), interleucina (IL-2) e fator de necrose tumoral (TNF)-α, e são 

efetivas na indução de resposta imune celular pela ativação de macrófagos e 

início da inflamação.96,97 As células Th2 secretam IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, 

citocinas que promovem alergia e são muito efetivas para auxiliar as células 

B na produção de anticorpo, e, além disso, elas também suprimem a 

inflamação Th1 dependente.96,97 Em trabalho recente demonstrou-se que os 

subtipos de linfócitos T CD4+ predominantes no IAM são Th1 e células T 

reguladoras, portanto o subgrupo Th2 e Th17 encontram-se em menor 

quantidade.88 Em pacientes com IAM uma relação elevada entre Th1/Th2 

esta associada à dilatação ventricular, disfunção sistólica, e piora da classe 

funcional18 e é preditora de maiores eventos cardiovasculares.98 No IAM a 

causa da resposta autoimune patológica pode residir em uma quebra de 

tolerância, devido a uma regulação deficiente de um compartimento do 

linfócito T.99 Um novo componente das células T reguladoras conhecida 

como CD4+CD25+ Tregs é especializada na supressão de resposta imune 

patogênica Th1 contra antigênos próprios e não-próprios e controle da 

homeostase das células T.100 A maioria, senão todas as células Treg são 

células CD4+ e expressam a molécula CD25 (IL-2Rα). A expressão de CD25 

em células Treg é crucial para a geração, sobrevida e função dessas células. 
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Camundongos deficientes de IL-2 ou CD25 desenvolvem uma doença 

linfoproliferativa com manifestações autoimunes que pode ser revertida pela 

administração de IL-2 nestes animais.7 Estudos recentes sugerem que a 

expressão de um fator de transcrição Foxp3, independente da expressão de 

CD25 ou restrição de MHC, define naturalmente a ocorrência da linhagem 

de células Treg.101 Ao contrário de CD25 , a Foxp3 é exclusivamente 

expressa pelas células Tregs, mas não ativada pelas células T, por isso 

torna-se um marcador confiável para quantificação de células Treg em 

sangue periférico.102,103 Em pacientes com DAC, o subtipo T CD4+CD25+ 

foram divididos em dois grupos distintos Foxp3+ e Foxp3- .As células T 

CD4+CD25+Foxp3+ foram consideradas Tregs.104 A proporção de células 

Foxp3+ no total de CD4+CD25+ varia de 32.1% a 93.4%.104 As células 

CD4+CD25+Treg estão envolvidas na manutenção da auto-tolerância e 

suprimem respostas imunes aberrantes ou excessivas.105 As células 

dendríticas, células apresentadoras de antígenos profissionais, podem 

induzir e expandir as células Treg, sugerindo que o acúmulo de Treg 

depende de um estímulo periférico contínuo, talvez via apresentação de 

antígenos teciduais pelas células apresentadoras de antígenos residentes.106 

Dados da literatura sugerem que, em indivíduos com SCA, há redução e 

disfunção (comprometimento de sua função supressora sobre células T 

efetoras) do linfócito Treg CD4+CD25+ e redução da expressão de Foxp3, 

quando comparados com indivíduos normais e com angina estável.107 A 

redução dos linfócitos CD4+CD25+Foxp3+ foi consistente com a expansão de 

células Th1 em pacientes com angina instável. A relação inversa entre 
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CD4+CD25+Foxp3+ e células Th1 deve contribuir para a instabilização da 

placa de aterosclerose nestes pacientes.104 Em indivíduos com SCA ocorre 

um significativo aumento de Th17 e citocinas relacionadas e uma redução de 

Treg e citocinas relacionadas comparados aos indivíduos normais e com 

angina estável. Esta anormalidade é consequência de um desequilíbrio na 

relação Th17/Treg.108 e pode ser explicada pelo processo de apoptose das 

células Treg na angina instável e infarto agudo do miocárdio.109  

Com relação a linfócitos T CD8+, verificou-se que o pico de ação 

desta célula encontra-se no sétimo dia pós-IAM.88,110 Células T CD8+ que 

expressam receptores de angiotensina tipo 2 e células T reguladoras que 

expressam receptor de quimiocina CCR5 promovem efeitos anti-

inflamatórios e sustentam a cicatrização pós IAM em camundongos. O efeito 

destas células pode ser, em parte, pela liberação da citocina anti-inflamatória 

IL-10.165,166 Estudo recente com camundongo mostrou que além de células 

CD4+ , ocorre aumento da proliferação de células CD8+ no sétimo dia pós 

IAM. No entanto isto não ocorre em camundongo knockout de MHCII, o que 

sugere que as células CD4+ restritas da classe II do MHC são necessárias 

para que as células CD8+ tornem-se ativadas após o IAM. Em camundongos 

normais a ativação de células CD8+ mostrou-se ser importante no processo 

de cicatrização pós IAM, portanto a alteração na proporção de CD4+ e CD8 + 

em ratos knockout de MHCII ou de seus receptores, deve contribuir para o 

maior índice de ruptura ventricular e pior sobrevida pós infarto destes 

animais.110  
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A presença de auto-anticorpos contra proteínas contráteis cardíacas 

(miosina e actina) foi detectada em soro de pacientes com IAM, sendo estes 

anticorpos contra tais proteínas, considerados marcadores de resposta 

imune específica contra miocárdio após IAM.15,16,111-114 O complexo miosina 

cardíaca-linfócito T específico pode desencadear inflamação miocárdica e 

levar ao remodelamento ventricular, sugerindo que a miosina cardíaca pode 

ser o principal antígeno que desencadeia a resposta imune.17,115 Além disso, 

foram encontrados diferentes tipos de anticorpos cardíacos contra 

tropomiosina e actina em pacientes infartados durante 3 meses após o 

evento. Estes achados indicam que os anticorpos anti-miosina e 

tropomiosina cardíacas podem estar relacionados com o dano miocárdico e 

o desarranjo da função cardíaca, aventando que, a autoimunidade após IAM 

piora o remodelamento ventricular.14-18  

 

 

2.4  VIA ANTI-INFLAMATÓRIA COLINÉRGICA  

 

A ligação funcional entre o sistema nervoso parassimpático e o 

sistema imunológico foi sugerida há mais de 40 anos, quando foi descrita a 

atenuação da citotoxidade do linfócito T pela estimulação colinérgica 

muscarínica.116 Entretanto, somente na última década é que estão sendo 

identificadas as vias de sinalização, os grupos celulares, e potenciais 

mediadores que conectam esses dois importantes sistemas de homeostase 

do organismo. Estudos realizados pelo grupo de Tracey K e cols. 
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contribuíram enormemente para o conhecimento nessa 

área.21,22,27,91,117,118,119,144,151 Descreveram inicialmente que a ativação do 

nervo vago (elétrica ou com uso de agonistas colinérgicos) reduz a resposta 

inflamatória em modelos experimentais de sepse; em trabalhos 

subsequentes, esse grupo cunhou a teoria do “Reflexo Inflamatório”. Como 

todo arco reflexo mediado pelo sistema nervoso, é composto por uma via de 

informação aferente, áreas de integração no SNC e uma efetora eferente. 

De forma breve, verificou-se que mediadores inflamatórios (citocinas) 

produzidos em tecidos periféricos “notificam” 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 eferente do parassimpático, mediado em 

especial, 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 (em modelos de inflamação séptica e asséptica). No reflexo 

inflamatório, o vago é o elemento mais importante no braço eferente (Figura 

1). 
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Adaptação Tracey KJ.Nature 2002 

Figura 1 –  Neuro modulação: Reflexo Inflamatório 
 

 

Blalock e cols.120 sugeriram que o sistema imunológico, vinculado  ao 

sistema nervoso central, funcionaria como um “sexto sentido”, capaz de 

detectar a invasão microbiana e outras substâncias inflamatórias, de 

retransmitir estas informações ao cérebro, e de desencadear respostas que 

irão interferir no processo inicial.  

Recentes estudos têm relacionado a hiperatividade parassimpática, 

obtida por meio de drogas ou pela estimulação direta do nervo vago, como 

mecanismo contra-regulador da liberação de citocinas e EROs durante um 

processo inflamatório.22,32 (Figura 2).  
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Adaptação Tracey KJ.Nature 2002 

Figura 2 -  Interação entre via anti-inflamatória colinérgica e sistema 
retículo endotelial 

 

 

Dentre 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 α-

7 nicotínicos exercem função relevante na via anti-inflamatória 

colinérgica.16,27,121 Pesquisas com camundongos knockout para o receptor 

alfa7 nicotínico mostraram claramente, in vivo, o importante papel dessa 
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subunidade na via anti-inflamatória colinérgica: esses animais são mais 

sensíveis a estímulos inflamatórios porque liberam maiores quantidades de 

TNFα, IL-1, IL-6 no sangue quando comparados com animais selvagens; 

não se observa significativa redução da produção de citocinas no baço e no 

fígado (TNFα, IL-1, IL-6, IL-8, e HMGB1) por meio da estimulação elétrica do 

nervo vago16; macrófagos peritoniais isolados desses animais não 

respondem à acetilcolina nem à nicotina, e quando estimulados, continuam  

a produzir TNFα mesmo na presença desses ligantes.22  

 

 

Adaptação Wang H. 2004 

Figura 3 -  Mecanismo de ação da via anti-inflamatória colinérgica 
 

 

A ativação do receptor α-7 nicotínico desencadeia uma série de 

mecanismos de sinalização que em células inflamatórias exercem efeitos 

anti-inflamatórios diretos através da diminuição da translocação para o 

núcleo do fator de transcrição NF-kB ,ou indiretos através da ativação do 

fator transcricional STAT3, via fosforilação pela JAK2.122-125 O receptor de 

acetilcolina do subtipo α-7 nicotínico está presente em macrófagos, e 
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também pode ser identificado em outros importantes grupos celulares, como 

linfócitos e células endoteliais.118,126 Desta forma, o reflexo anti-inflamatório 

também tem importante influência na resposta imunológica adaptativa.  

A importância do via anti-inflamatória colinérgica está se expandindo 

para modelos experimentais de doenças cardiovasculares, onde a resposta 

inflamatória está bem estabelecida.21,23,34,110,127,135,164 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.36,37 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 Autonomo (SNA).  

 

 

2.5  ESTIMULAÇÃO COLINÉRGICA COM PIRIDOSTIGMINA 

 

O brometo de piridostigmina é um composto amônico quaternário que 

inibe a hidrólise de acetilcolina pela ligação reversível com a 

acetilcolinesterase, aumentando a permanência deste neuromediador na 

fenda sináptica. Ele é usado clinicamente no tratamento de Miastenia Gravis, 

assim como na profilaxia contra a intoxicação por organofosforatos128 e 

como suposto tratamento para doença cardíaca.129-131  
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Com relação as suas ações cardiovasculares, existe evidência que a 

piridostigmina reduz a frequência cardíaca, melhora a função diastólica 

ventricular e reduz a dispersão do intervalo QTc em indivíduos 

normais.130,132-134  

Em estudo prévio de nosso grupo, demonstramos que a 

administração de piridostigmina em ratos Wistar submetidos ao infarto do 

miocárdio por meio da ligadura da coronária esquerda: reduziu a área de 

acinesia (maior que 80%), verificada tanto pelo ecocardiograma, quanto pela 

histologia; e recuperou as funções sistólica e diastólica do ventrículo 

esquerdo, com normalização da pressão diastólica final e das derivadas de 

contração e relaxamento da cavidade. Esses efeitos foram observados em 

três diferentes momentos: 7, 21, e 42 dias após infarto do miocárdio.37  

 

 

2.6  JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE DO ESTUDO 

 

Considerando-se que: a resposta inflamatória é um mecanismo 

determinante no processo de remodelamento ventricular após IAM; uma 

intensa resposta inflamatória se associa a pior função ventricular pós IAM; o 

aumento da atividade vagal reduz a resposta inflamatória em diferentes 

modelos animais; novas abordagens são necessárias para prevenir o 

remodelamento e disfunção do miocárdio após o infarto agudo do miocárdio; 

fizemos a hipótese de que a estimulação parassimpática farmacológica é 

capaz de interferir precocemente na resposta inflamatória que se segue à 
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isquemia miocárdica no modelo de IAM no rato. Esse seria um dos 

potenciais mecanismos pelos quais ocorre a melhora da função miocárdica 

já descrita em estudo prévio do nosso grupo. 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  OBJETIVOS 
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3.1  OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar os efeitos do acetilcolinesterásico, brometo de piridostigmina, 

sobre a resposta inflamatória na fase aguda do infarto do miocárdio 

experimental em ratos. 

 

 

3.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Avaliar em ratos submetidos à ligadura da coronária esquerda, 

tratados ou não com piridostigmina, no terceiro dia após o procedimento, os 

parâmetros abaixo descriminados:  

 

1 -  pressão arterial sistólica e diastólica, frequência cardíaca e variabilidade 

da frequência cardíaca - inferidas por meio da análise de curvas de 

pressão arterial registradas de forma direta (intra-arterial);  

2 -  função sistólica, diastólica, e área de hipo/acinesia do ventrículo 

esquerdo, obtidos por meio do exame de ecoDopplercardiografia; 

4 -  concentração de IL-1ß, IL-6 e TNFα no ventrículo esquerdo, por meio da 

quantificação protéica com a técnica de ELISA;  
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5 -  a presença de linfócitos T, CD4+ e CD8+ no ventrículo esquerdo (área 

infartada e região peri-infarto), por meio da técnica de 

imunohistoquímica; 

6 -  número de linfócitos T CD4+ e CD8+ ativados no sangue periférico e em 

macerado do baço, e porcentagem dos subtipos convencionais (Foxp3-) 

e reguladores (Foxp3+), por meio da técnica de citometria de fluxo. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

 

 



Materiais e Métodos 

 
 

 

31

 

 

4.1  ANIMAIS  

 

Para realização deste estudo foram utilizados ratos da linhagem 

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

do biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo e 

mantidos no Biotério da Divisão de Experimentação do Instituto do Coração, 

em condições sanitárias de biotério convencional, com controle de 

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

escuro).  

A ração fornecida foi a Nuvilab da marca Nuvital, peletizada e que 

preenche todas as necessidades nutricionais de roedores. O manejo dos 

animais obedeceu aos princípios éticos da experimentação animal da 

Sociedade Brasileira da Ciência de Animais de Laboratório 

(SBCAL/COBEA).  

O Estudo foi aprovado pelo Comissão de Ética do Hospital das 

Clínicas e da Faculdade de Medicina da USP (CAPPesq) com registro de n* 

0629/09 e com apoio financeiro da CNPq . 
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4.2  SEQUÊNCIA EXPERIMENTAL 

 

Os animais foram separados em 3 grupos: 1 grupo controle e 2 

grupos infartados, para cada avaliação, no terceiro dia pós infarto: 

Grupo Controle (GC): animais sem tratamento e sem infarto 

Grupo Infartado: animais infartados sem tratamento (IC) e animais 

infartados tratados com brometo de piridostigmina (IP) 

 

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

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

prévio de nosso laboratório.37 

Conforme esquematizado na figura 4, iniciou-se o tratamento com 

piridostigmina quatro dias antes do infarto. A escolha deste tempo deveu-se 

a necessidade de evitar níveis séricos irregulares e prejuízo na ação 

farmacológica da droga, visto que o animal precisou ser anestesiado várias 

vezes para realização dos procedimentos descritos abaixo, interferindo desta 

forma, no nível de consciência e na ingestão de água com medicamento no 

período pós infarto.  

 

 

 

 

Figura 4 -  Sequência do experimento 
 

Inicio 
pirido 
dia - 4 

IAM 
dia 0 

VFC e ECO  
dia 2 

Canulação 
dia 1 

Sacrifício e 
Retirada de 
Sg/tecidos 

dia 3 
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O dia do infarto foi considerado dia “0”, e a canulação da artéria 

femural foi realizada no primeiro dia pós infarto (dia 1). No segundo dia (dia 

2) pela manhã foram realizados os registros das curvas de pressão arterial 

(para posterior análise da PA e da variabilidade da frequência cardíaca) com 

o animal alerta e à tarde foi realizado o estudo ecocardiográfico com o 

animal anestesiado. No terceiro dia pós IAM (dia 3) os animais eram 

anestesiados e submetidos a eutanásia para retirada de sangue e tecidos, 

de acordo com protocolos já estabelecidos: administração de dose letal de 

anestésico, seguida de retirada rápida de sangue, coração e baço (o 

material foi utilizado para análise de citometria de fluxo e dosagem de 

citocinas) ou anestesia  seguida de perfusão do animal com solução de 

cloreto de potássio (material coletado foi enviado para imunohistoquímica).  

 

 

4.3  MODELO EXPERIMENTAL DE IAM E CANULAÇÃO DA ARTÉRIA 

FEMORAL  

 

A indução do infarto do miocárdio foi realizada sob anestesia com 

ketamina (80 mg/Kg e xilazina 12 mg/Kg). Após o animal ser intubado e 

colocado em ventilação mecânica (Intermed, Inter 3, São Paulo, SP) foi 

realizada uma toracotomia esquerda no 4o espaço intercostal. O pericárdio 

foi aberto e o átrio esquerdo afastado para visualização da veia 

interventricular anterior como referência à artéria. Posteriormente induziu-se 

o IAM através da ligadura da artéria interventricular anterior à 2-3 mm da 
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ponta da aurícula esquerda com um fio prolene 6-0 (Figura 5). A realização 

bem sucedida do infarto foi constatada pela observação do desenvolvimento 

de uma cor pálida no miocárdio distal à região da ligadura.136  

                                         A                                         B  

       

Figura 5 -  Indução do Infarto do Miocárdio em rato Wistar. A: ligadura da 
artéria interventricular anterior, B: coloração pálida em área 
infartada 

 

No primeiro dia após infarto, os animais foram submetidos à 

implantação cateter de polivinil em artéria femoral. Os cateteres foram 

confeccionados em tubo de polivinil Tygon (15 cm) tendo uma das 

extremidades conectada a um outro tubo de polivinil com diâmetro menor 

(PV – 10) e 5 cm de extensão. Os ratos foram anestesiados por via 

intraperitoneal com Ketamina (80 mg/Kg) e Xilazina (12 mg/Kg). O animal foi 

colocado em decúbito dorsal e a tricotomia foi feita na região medial do 

membro posterior esquerdo. Após a realização da incisão, o cateter foi 

inserido na artéria femoral, passado subcutaneamente e exteriorizado no 

dorso do animal, próximo à região cervical. 

 



Materiais e Métodos 

 
 

 

35

4.4  ANÁLISE DA VARIABILIDADE DA FREQUÊNCIA CARDÍACA  

 

Os valores de PA, FC e variabilidade de frequência cardíaca foram 

calculados com as curvas de pressão registradas no segundo dia após o 

IAM, com o animal acordado. 

A cânula arterial foi conectada a um transdutor eletromagnético 

(Blood Pressure XDCR; Kent Scienticif, Torrington, CT) que, por sua vez, 

estava conectado a um pré-amplificador (Stemtech). Sinais de curvas de 

pressão foram gravados durante um período de 30 minutos em um 

microcomputador equipado com um sistema de aquisição de dados (Windaq, 

2-kHz, DATAQ, Springfield, OH), permitindo análise dos pulsos de pressão, 

batimento-a-batimento, com uma frequência de amostragem de 2000 Hz. Os 

valores de frequência cardíaca foram derivados do sinal pulsátil da pressão 

artérial.136  

Cada batimento cardíaco foi identificado através da utilização de 

algoritmo  implementado no Windaq/DATAC, que automaticamente realiza a 

detecção dos intervalos R-R da onda do evento sistólico e  da onda do sinal 

de pressão arterial. Após esta leitura automática, foi realizada uma 

verificação por inspeção visual, para identificar e/ou corrigir alguma 

marcação incorreta.  

Em seguida foi gerada a série temporal de cada sinal a ser estudado, 

isto é, o intervalo de pulso cardíaco (tacograma) e da pressão arterial 

sistólica (sistograma). Os dados foram armazenados em arquivos e 

utilizados posteriormente na análise espectral. A faixa de frequência de 
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interesse para análise espectral no rato encontra-se no intervalo que vai de 0 

até 3Hz.138,139  

A potência espectral foi integrada em três faixas de frequência de 

interesse: altas frequências (HF) entre 0,75 e 3,0 Hz, baixas frequências (LF) 

entre 0,20 e 0,75 Hz e muito baixas frequências (VLF) menores que 0,20 Hz. 

Devido ao nosso tempo de coleta dos sinais de interesse para a análise 

espectral, esse estudo não abordou as VLF. 

Os índices baseados na medida dos intervalos RR individualmente, 

como SDNN (desvio-padrão da média de todos os intervalos RR normais, 

expresso em milisegundos), representam a variabilidade global e refletem a 

atividade de ambos, parassimpático e simpático.137 A variável RMSSD (raiz 

quadrada da média das diferenças entre intervalos RR normais adjacentes, 

expressa em milisegundos, ou seja, o desvio-padrão das diferenças entre 

intervalos RR normais adjacentes) reflete predominantemente a modulação 

vagal para o coração. 

 

 

4.5  AVALIAÇÃO DA ÁREA INFARTADA POR ECOCARDIOGRAFIA 

 

O exame ecocardiográfico foi realizado no segundo dia pós infarto 

para a quantificação da área infartada, avaliação da função ventricular, e 

seguiu as recomendações da Sociedade Americana de Ecocardiografia.140 

Utilizou-se o equipamento SEQUOIA 512 (ACUSON Corporation, Mountain 

View, CA), com transdutor de 15 MHz. As imagens foram feitas a uma em 
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frequência de 13,0 MHz, para otimização da resolução e a penetração do 

animal. Para registro das imagens foi utilizado gel de transmissão para 

ultrassom de viscosidade média/alta (General Imaging Gel, ATL. Reedsville, 

USA). As imagens foram armazenadas em CDs, em discos ópticos (Sony 

128Mb) e em papel fotográfico, geradas através de impressão colorida 

(Sony, Color Video Printer Mavigraph UP-5600 MDU).  

Os exames foram realizados por um único observador, com os 

animais anestesiados com uma solução de ketamina (80 mg/Kg) e xilazina 

(12 mg/Kg), através de injeção intra-peritoneal. Após a sedação os animais 

foram colocados em decúbito dorsal, em uma mesa cirúrgica apropriada 

para o posicionamento do transdutor no hemitórax esquerdo do animal. A 

região de infarto foi delimitada de acordo com a cinética das paredes do 

miocárdio, avaliadas pelas seguintes janelas ecocardiográficas: longitudinal 

paraesternal direita, transversal (ao nível dos músculos papilares) e apical (2 

e 4 câmaras). Regiões hipocinéticas (espessamento sistólico abaixo do 

normal), acinéticas (ausência de espessamento durante a sístole) e 

discinéticas (movimentação paradoxal durante a sístole) foram consideradas 

como infartadas. A área de acinesia foi calculada como uma relação 

percentual entre a área da parede sem contração (acinética) e a área total 

do ventrículo esquerdo em corte transversal. 

Outra variável analisada pelo ecocardiograma foi o Tempo de 

relaxamento isovolumétrio (TRIV). Esse índice analisa basicamente a fase 

de relaxamento do miocárdio, que ocorre após o pico sistólico, no período 

entre o fechamento da valva aórtica e a abertura da valva mitral, no qual o 
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ventrículo esquerdo não altera seu volume. Esse parâmetro pode ser 

também obtido através do modo M, assim como pelo Doppler, com a 

aquisição simultânea das curvas de fluxo mitral e aórtico. Usualmente, 

quando o relaxamento torna-se prejudicado, o TRIV está prolongado, sendo 

o valor normal em humanos de aproximadamente 65 + 20 ms, com alguma 

variação conforme os diferentes autores.  

 

 

4.6  COLETA DE SANGUE E TECIDOS E EUTANÁSIA DO ANIMAL 

 

No terceiro dia após infarto, os animais do experimento receberam 

uma dose letal de anestésico Pentobarbital Sódico (90 mg/Kg). Após o 

animal apresentar parada respiratória era feita uma toracotomia e retirado 2 

ml de sangue por punção do átrio direito (quantificação de linfócitos, por 

citometria de fluxo). 

De alguns grupos de animais foram retirados tecidos frescos (coração 

e baço) e armazenados em nitrogênio líquido e posteriormente usados para 

quantificação protéica (ELISA). Parte do baço foi submetido a processo de 

digestão enzimática e homogenização mecânica para quantificação de 

linfócitos, por citometria de fluxo. 

Outros grupos de animais foram submetidos à perfusão do coração 

(como descrito no Anexo C), para posterior análise de imunohistoquimica.  
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Após os procedimentos, os animais foram armazenados em sacos 

leitosos com identificação e refrigerados, para serem encaminhados 

posteriormente à incineração. 

 

 

4.7  DOSAGEM DE CITOCINAS PELO TESTE ELISA 

 

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

cardíaco pela técnica de ELISA. Foram coletadas amostras de 2 mm da 

parte mediana do ventrículo esquerdo, que após a retirada, foram 

acondicionadas em eppendorf de 2 ml e imediatamente congeladas em 

nitrogênio liquido. As amostras foram armazenadas em freezer (- 70 ºC) até 

o momento da análise, que foi realizada laboratório do ICB 1 / USP. Utilizou-

se o teste de ELISA já padronizado pelo laboratório para as citocinas de 

interesse, como descrito no anexo A.  

 

 

4.8  AVALIAÇÃO DE LINFÓCITOS CD4 E CD8  EM ÁREA DE INFARTO 

PELA IMUNOHISTOQUÍMICA 

 

Buscou-se verificar a presença no tecido cardíaco de linfócitos CD4  e 

CD8  por meio da identificação de seus antígenos de superfície, utilizando 

anticorpos específicos marcados com substância fluorescentes. Nesse 

sentido, escolhemos uma lista de anticorpos para identificação de antígenos 
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de superfície dos linfócitos CD4  e CD8, seguindo as recomendações da 

literatura, e de acordo a espécie do animal.  

A descrição detalhada do método, incluindo o protocolo de 

preparação das lâminas para realização da imunohistoquímica, está descrita 

no Anexo C. 

Após montagem das lâminas, as mesmas foram analisadas em 

microscópio Leica DM 2500 aclopado ao software LEICA Q WIN V3, que 

quantifica a intensidade de marcação fluorescente das áreas delimitadas.  

Foram padronizadas para análise três regiões do coração: a região 

infartada central, região subendocárdica e região subepicárdica. A região 

infartada era reconhecida pela presença de maior concentração de infiltrado 

inflamatório. Uma vez delimitada a área infartada, convencionou-se chamar 

de área peri-infarto, toda região limítrofe a esta área, com menor 

concentração de células inflamatórias, que poderia abranger a região 

subendocárdica e a região subepicárdica.  

Foram selecionados 5 campos em cada região (infartada, 

subendocárdica e subepicárdica) perfazendo um total de 15 campos 

analisados por lâmina. A quantificação da marcação foi feita de forma 

automática. Apresentamos a proporção entre área de marcação específica e 

área total avaliada (ex: % CD4  na região = área de CD4 / área total).  
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4.9  DOSAGEM DE LINFÓCITOS CD4+ E CD8+ PELA CITOMETRIA DE 

FLUXO 

 

Utilizamos o método de citometria de fluxo para identificar e 

quantificar as populações de Linfócitos T CD4+ e CD8+ convencionais e 

reguladores (Tregs) presentes no sangue periférico e no baço, por meio da 

técnica de Separação de Célula pela Atividade de Fluorescência (FACS). Os 

exames foram realizados na Faculdade de Medicina da USP no LIM número 

60, coordenado pelo Prof Ésper Kállas, com equipamento FACS Canto BD. 

Após a retirada do sangue e do baço, os tecidos foram preparados de 

acordo com protocolos já estabelecidos pelo laboratório de referência. A 

descrição detalhada dos procedimentos encontra-se no Anexo B. 

Os anticorpos utilizados estão relacionados no Anexo D. Para a 

avaliação da porcentagem de cada marcador utilizou-se o software Flow Jo. 

Utilizamos para a apresentação dos resultados e para a análise os valores 

percentuais de cada subtipo de linfócito.  

 

 

4.10  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Para as análises das medidas descritivas e testes estatísticos, foi 

utilizado o programa GraphPad Prism versão 5.0 da GraphPad Software. 

Para as comparações entre grupos foi usada a análise de variância 

(ANOVA) multifatorial com teste post hoc de Tukey, ou teste de Kruskal-

Wallis. O valor de p ≤ 0,05 foi considerado significativo. 
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Os resultados apresentados a seguir correspondem aos dados 

obtidos nas análises das diferentes fases do estudo.  

 

 

5.1  PARÂMETROS HEMODINÂMICOS, VARIABILIDADE DA FC E 

VARIABILIDADE DA PAS 

 

Na Tabela 1 encontram-se os parâmetros hemodinâmicos e de 

variabilidade da FC e da PAS. Pode-se observar que os valores médios da 

PAS foram significativamente menores nos grupos infartados sem 

tratamento (IC) e tratados com piridostigmina (IP), em comparação com o 

grupo controle (GC) (Figura 6 A). Com relação a frequência cardíaca, 

podemos observar aumento significativo no grupo IC quando comparado ao 

grupo GC; porém no grupo tratado (IP), a FC foi semelhante aos do grupo 

controle (GC), e significativamente menor que o grupo sem tratamento (IC) 

(Figura 6 C).  

Na análise da variabilidade da FC, pode demonstrar que o SDNN 

aumentou de forma significativa no grupo infartado com tratamento (9,2 ± 

1,5, IP) comparado com os grupos controle (5,9 ± 1,1, GC) e infartado sem 

tratamento (5,2 ± 0,5, IC) (Figura 6 D). O mesmo fato foi observado com 

relação a variável RMSSD, porém, o aumento não alcançou significância 

estatística. Nos demais parâmetros, não encontramos diferenças entre os 

grupos. 
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Na análise da variabilidade da PAS, pudemos observar que o grupo 

infartado sem tratamento apresentou redução da VARPAS (9,3 ± 1,4, IC), 

comparado com os grupos controle (16,0 ± 3,9, GC), sendo que no grupo 

infartado tratado esse valor foi significativamente maior que ambos os 

grupos (21,4 ± 5,2, IP) (Figura 6 B). Não houve diferenças significativas em 

outras variáveis. 
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Tabela 1 -  Índices de variabilidade no domínio do tempo, valores absolutos 
e relativos das potências das bandas de baixa (LF) e de alta 
frequência (HF) do intervalo de pulso e pressão arterial sistólica, 
no grupo controle (GC), infartados sem tratamento (IC) e 
infartado tratado com piridostigmina (IP) 

 
PAS: pressão arterial sistólica; VARPAS: variância da PAS; FC: frequência cardíaca; 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 relativa; HF nu: alta frequência relativa; LF/HF: balanço autonômico. 
Apresentados em média dos valores ± erro padrão. *p<0,05 IP vs GC. #p<0,05 IP vs IC. § 
p<0,05 IC vs GC.  
 

 

 GC 

(n=7) 

IC 

 (n=10) 

IP 

 (n=10) 
P 

Pressão Arterial Sistólica 

PAS (mmHg) 129,2± 3,0 111,1± 1,2 108,8±3,8* p<0,05 

VARPAS (mmHg2) 16,0 ± 3,9 9,3 ± 1,4# 21,4 ± 5,2 p<0,05 

LF Abs (mmHg2) 3,6 ± 0,9 2,1 ± 0,2 2,9 ± 0,9 p>0,05 

Intervalo de Pulso (FC) 

FC (bpm) 355,1± 9,7 390,2± 5,3 355,6±12,7# p<0,05 

SDNN (ms) 5,9 ± 1,1 5,2 ± 0,5 9,2 ± 1,5# p<0,05 

RMSSD (ms) 4,9 ± 0,6 4,9 ± 0,3 5,2 ± 0,3 p>0,05 

LF nu (%) 13,6 ± 2,5 16,8 ± 0,3 18,1 ± 0,8 p>0,05 

HF nu (%) 86,4 ± 5,1 83,2 ± 4,1 81,9 ± 3,6* p<0,05 

LF/HF 0,1 ± 0,05 0,2 ± 0,04 0,2 ± 0,07 p>0,05 
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Figura 6 -  Valores da Pressão Arterial Sistólica (A), Variância da PAS (B), 
frequência cardíaca (C) e SDNN (D) no grupo controle (GC), 
infartado sem tratamento (IC) e infartado tratado com 
piridostigmina (IP) 
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5.2  ANÁLISE DE PARÂMETROS ECOCARDIOGRÁFICOS 

 

Pelos resultados apresentados na Tabela 2 demonstramos 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 (Figura 7 B). Associada a essas alterações, pudemos 

observar que houve redução significativa na fração de ejeção do ventrículo 

esquerdo dos grupos infartados, tanto nos não tratados (IC), quanto nos 

tratados com piridostigmina (IP), quando comparados ao grupo controle 

(GC) (Figura 7 A)  

 

Tabela 2 - Parâmetros Hemodinâmicos e de ecocardiografia nos grupos 
controle (GC), Infarto sem tratamento (IC) e Infarto tratado com 
piridostigmina (IP) 

 

 

 

 GC 

(n=7) 

IC 

(n=6) 

IP 

(n=6) 
P 

Átrio esquerdo 0,4 ± 0,1 0,3 ± 0,05 0,3 ± 0,01 P>0,05 

Volume sistólico final (cm3) 0,2 ± 0,1 0,2 ± 0,03 0,1 ± 0,02 P>0,05 

Volume diastólico final (cm3) 0,4 ± 0,05 0,3 ± 0,02 0,3 ± 0,01 P>0,05 

TRIV (ms) 21,8 ± 1,6  33,0 ±1,0§  32,0 ± 2,7* P<0,05 

Fração de ejeção (%) 77,1 ± 1,5 29,5 ± 1,2§  28,3 ± 4,5* P<0,05 

Área de infarto (%)  
(hipo/acinesia) 

0 46,3 ±3,3§ 48,6 ± 1,8* P<0,05 

TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico. Apresentados em média dos valores ± erro 
padrão. *p<0,05 IP vs GC.  #p<0,05 IP vs IC. § p<0,05  IC vs GC.  
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No estudo da função diastólica, notou-se um aumento significativo do 

tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) nos grupos infartados, tratado e 

não tratados em relação ao grupo controle (Figura 7 C). 

 

 

Figura 7 -  Avaliação ecocardiográfica de fração de ejeção (A), área de 
infarto (hipo/acinesia) (B) e tempo de relaxamento 
isovolumétrico (TRIV) no grupo controle (GC), infartado sem 
tratamento (IC) e tratado com piridostigmina (IP) 
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5.3  QUANTIFICAÇÃO DE CITOCINAS PELO MÉTODO ELISA 

 

Pela análise de Tabela 3 podemos observar que não ocorreram 

diferenças estatisticamente significativas nas dosagens de IL1, IL6 e TNFα, 

em tecido cardíaco analisado, entre os grupos (Figura 8). Ocorreu um 

aumento de IL 1 no grupo infartado sem tratamento, mas não atingiu 

significância estatística.  

 
Tabela 3 - Quantificação de citocinas em tecido cardíaco do grupo 

controle (GC), infartado sem tratamento (IC) e infartado tratado 
com piridostigmina (IP) 

p significativo < 0,05. Apresentados em média dos valores ± erro padrão 
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Figura 8 - Gráficos da dosagem de IL 1 (A); IL 6 (B) e TNFα (C) em tecido 

cardíaco nos grupos controle (GC); Infartado sem tratamento 
(IC) e infartado tratado com piridostigmina (IP) 

 

 GC 

(n=4) 

IC 

(n=10) 

IP 

(n=8) 
P 

IL 1 (pg/ml) 88,6 ± 19,9 172,7± 27,8 144,4 ±32,3 >0,05 

IL 6 (pg/ml) 448,6± 84,2 396,9± 61,1 448,7 ±34,8 >0,05 

TNFα (pg/ml) 86,5 ±19,7 72,2± 20,7 59,7± 13,5 >0,05 
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5.4  QUANTIFICAÇÃO DA ATIVAÇÃO DE LINFÓCITOS T CD4+ E CD8+ 

E FOXP3+ PELA CITOMETRIA DE FLUXO 

 

Com o objetivo de discriminar os linfócitos ativados, inicialmente 

marcamos as células CD4+ e CD8+ com anticorpos CD25+ (anti receptores 

de IL 2) e RT1B+ (marcadores de moléculas apresentadoras de antígenos da 

classe MHCII). Uma vez identificados os linfócitos (CD4+CD25+) e 

(CD8+CD25+) buscamos determinar a subpopulação que apresentava o 

complexo de membrana Foxp3+ , que caracteriza as células T reguladoras.  

Os linfócitos ativados que não expressam esse complexo são 

denominados “convencionais” (CD4+CD25+Foxp3- e T CD8+CD25+Foxp3-); 

os linfócitos que expressam a Foxp3 são chamados “reguladores” ou Tregs 

(CD4+CD25+Foxp3+, e T CD8+CD25+Foxp3+). Apresentaremos, portanto, os 

dados percentuais dessas subpopulações de linfócitos no sangue periférico 

e no baço. 
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Tabela 4  Valores percentuais da expressão de marcadores de atividade 
de Linfócitos T CD4+ no sangue e baço do grupo controle (GC), 
Infartado sem tratamento (IC) e Infartado tratado com 
piridostigmina (IP) 

 

Apresentados em média dos valores ± erro padrão *p<0,05 IP vs GC. #p<0,05 IP vs IC. 
 § p<0,05 IC vs GC.  

 

 

 

GC 

(n=12) 

IC 

(n=12) 

IP 

(n=11) 
P 

CD4+ sangue     

CD25+Total (%) 6,7 ± 0,3 8,4 ± 0,3  6,2 ± 0,3# <0,05 

CD25+Foxp3- (%)  2,3 ± 0,2  2,2 ± 0,2  1,5 ± 0,2# <0,05 

CD25+Foxp3+ (%) 70,6 ± 3,2  63,5 ± 1,4 76,5 ± 2,9# <0,05 

CD4+ baço     

CD25+Total (%) 9,2 ± 0,4 10,9 ± 0,4 7,4 ± 0,3#  <0,05 

CD25+Foxp3- (%) 1,5 ± 0,1 2,2 ± 0,2 1,4 ± 0,2#  <0,05 

CD25+Foxp3+ (%) 84,6 ± 0,9 82,6 ± 1,5  79,9 ± 1,8  >0,05 
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O grupo de animais infartados e não tratado (IC) apresentou, no 

sangue periférico e no baço, significativo aumento de linfócitos T CD4+ totais 

(Figura 9 A, D) e menor porcentagem de linfócitos T CD4+ reguladores 

(CD4+CD25+Foxp3+) no sangue periférico quando comparado ao grupo 

controle (Figura 9 C). Porém, no grupo tratado com piridostigmina (IP) 

quando comparados ao grupo não tratado (IC) observamos redução 

significativa de linfócitos T CD4+ totais (Figura 9 A,D) e do subgrupo de 

linfócitos convencionais (CD4+CD25+Foxp3-) (Figura 9 B,E) tanto no sangue 

quanto no baço. Ainda, o grupo infartado tratado com piridostigmina (IP), 

apresentou significativo aumento de linfócitos reguladores 

(CD4+CD25+Foxp3+) no sangue periférico, comparado com o grupo infartado 

não tratado (Figura 9 C). 

 

 

Figura 9 -  Concentração de CD4+CD25+total (A), CD4+CD25+Foxp3- (B) e 
CD4+CD25+Foxp3+ (C) no sangue periférico e CD4+CD25+total 
(D), CD4+CD25+Foxp3- (E) e CD4+CD25+Foxp3+ (F) no baço de 
animais do grupo controle (GC), grupo infartado sem tratamento 
(IC) e grupo infartado tratado com piridostigmina (IP) 
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Na análise dos linfócitos CD8+ observamos que no grupo infartado 

sem tratamento (IC) em relação ao grupo controle (GC): significativo 

aumento de CD8+ total (Figura 10 A,) e de linfócitos T convencionais (Figura 

10B), e redução significativa do número de linfócitos reguladores 

(CD8+CD25+Foxp3+) no sangue periférico (Figura 10 C).  

 

Tabela 5 -  Valores percentuais da expressão de marcadores de atividade 
de Linfócitos T CD8+ no sangue e baço do grupo controle (GC), 
Infartado sem tratamento (IC) e Infartado tratado com 
piridostigmina (IP) 

Apresentados em média dos valores ± erro padrão *p<0,05 IP vs GC. #p<0,05 IP vs IC. 
§ p<0,05 IC vs GC.  

  

 

 

GC 

(n=12) 

IC 

(n=12) 

IP 

(n=11) 

P 

CD8+ sangue     

CD25+Total (%) 3,5 ± 0,3 4,5 ± 0,2 2,4 ± 0,1# <0,05 

CD25+Foxp3- (%) 1,6 ± 0,2 1,8 ± 0,9 1,1 ± 0,1# <0,05 

CD25+Foxp3+ (%) 76,1 ± 2,8 68,3 ± 1,9 75,1 ± 1,0# <0,05 

CD8+ baço     

CD25+Total (%) 3,3 ± 0,1 4,3 ± 0,2 1,9 ± 0,1# <0,05 

CD25+Foxp3- (%) 0,8 ± 0,1 0,7 ± 0,1 1,2 ± 0,1# <0,05 

CD25+Foxp3+ (%) 75,7 ± 2,1 74,9 ± 1,8 71,7 ± 1,8 >0,05 
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O grupo tratado com piridostigmina (IP) levou a significativas 

alterações comparado ao grupo infartado não tratado (IC): menor número de 

linfócitos CD8+ total (Figura 10 A) e de linfócitos T convencionais 

(CD8+CD25+Foxp3-) no sangue (Figura 10 B), e maior número de linfócitos T 

reguladores (CD8+CD25+Foxp3+) (Figura 10 C).  

 

 

Figura 10 -  Concentração de CD8+CD25+total (A), CD8+CD25+Foxp3- (B) e 
CD8+CD25+Foxp3+ (C) no sangue periférico e CD8+CD25+total 
(D), CD8+CD25+Foxp3- (E) e CD8+CD25+Foxp3+ (F) no baço de 
animais do grupo controle (GC), grupo infartado sem tratamento 
(IC) e grupo infartado tratado com piridostigmina (IP) 

 

 

No baço, o grupo infartado não tratado (IC) apresentou aumento 

significativo de CD8+ total (Figura 10 D), Nos animais infartados tratados 

com piridostigmina (IP) demonstramos redução do número de CD8+ total 

(Figura 10 D) e aumento do CD8+ convencional (Figura 10 E).  
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Na análise geral, podemos observar que o infarto do miocárdio 

promove queda na expressão de linfócitos reguladores tanto do subtipo 

CD4+  quanto CD8+ no sangue. De forma significativa, o tratamento com 

piridostigmina promove redução dos linfócitos convencionais do subtipo 

CD4+ tanto no sangue, quanto no baço e redução de linfócitos CD8+ no 

sangue com aumento no baço. Com relação aos linfócitos reguladores 

observamos aumento destes linfócitos CD4+ e CD8+ no sangue, no entanto 

sem alteração destes níveis no baço.  
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5.5  QUANTIFICAÇÃO DE CÉLULAS CD4 E CD8 NO CORAÇÃO PELA 

IMUNOHISTOQUÍMICA 

 

A área central do infarto no miocárdio foi marcada por grande 

quantidade de linfócitos CD4 e de CD8 entretanto, essas células também 

estiveram presentes nas regiões peri-infarto. O estudo da mobilização no 

músculo cardíaco de CD4 mostrou-nos que no grupo infartado não tratado 

(IC) quando comparado com o grupo controle existe uma maior mobilização 

de CD4 em área infartada (AI) e área peri-infarto (API).  

 
Tabela 6 - Percentagem de linfócitos T CD4 em área infartada (AI), área 

peri-infarto (API) e área total nos grupos controle (GC), 
infartado sem tratamento (IC) e infartado tratado com 
piridostigmina (IP) 

Apresentados em média dos valores ± erro padrão *p<0,05 IP vs GC. #p<0,05 IP vs IC.  
§ p<0,05 IC vs GC.  

 

CD4 GC (n=6) IC (n=7) IP (n=8) P 

Área Total (%) 4,74 24,7§ 26,9* <0,05 

infartada (%) 0 12,2 ± 2,5 20,9 ±6,5# <0,05 

Peri-infarto (%) 4,74 ±0,5 12,5± 4,8 6,0 ± 1,2 >0,05 
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Quando comparamos o grupo infarto tratado (IP) com o grupo 

infartado não tratado (IC) observamos um significativo aumento de marcação 

de CD4 em área infartada (Figura 11 AI) e redução desta marcação em área 

peri-infarto (Figura 11 API) .  
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Figura 11 -  Representação gráfica da concentração de Linfócitos T CD4 em 
área infartada (AI) e área peri-infarto (API) 
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Esses achados podem ser visualizados de modo qualitativo na  

Figura 12. 

                                                       AI                                     API 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 -  Análise Imunohistoquímica da expressão de Linfócitos T CD4 
em grupos controle (GC), infartado sem tratamento (IC) e 
infartado tratado com piridostigmina (IP), em área infartada (AI) 
e área peri-infarto (API) 
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Quando analisamos os linfócito T CD8 , observamos um aumento de 

forma semelhante, no grupo infartado não tratado (IC) uma grande marcação 

em área central do infarto e na área peri-infarto. No grupo com infarto tratado 

com piridostigmina (IP), verificamos que houve marcação mais acentuada na 

área central do infarto, comparando-se com o grupo infartado sem 

tratamento (Tabela 7, Figura 13).  

 

Tabela 7 -  Percentagem de linfócitos T CD8 em área de infartada (AI), 
área peri-infarto (API) e área total nos grupos controle (GC), 
infartado sem tratamento (IC) e infartado tratado com 
piridostigmina (IP) 

Apresentados em média dos valores ± erro padrão *p<0,05 IP vs GC. #p<0,05 IP vs IC.  
§ p<0,05 IC vs GC.  
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Figura 13 -  Representação gráfica da concentração de Linfócitos T CD8 
em área infartada (AI) e área peri-infarto (API) 

 

CD8 GC (n=6) IC (n=7) IP (n=8) P 

Área Total (%) 2,7 9,2§ 23,8* <0,05 

infartada (%) 0 5,8 ± 1,1 17,9 ±2,8# <0,05 

peri-infarto (%) 2,7 ±0,1 3,4 ± 0,4 5,9 ± 1,1* >0,05 
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Esses  achados  podem  ser  visualizados  de modo  qualitativo  na  

Figura 14. 

 

Figura 14 -  Análise Imunohistoquímica da expressão de Linfócitos T CD8 
em grupos controle (GC), infartado sem tratamento (IC) e 
infartado tratado com piridostigmina (IP), em área infartada (AI) 
e área peri-infarto (API) 

 

 

Na avaliação global dos campos observamos que no grupo infartado 

não tratado (IC) evidenciou-se um significativo aumento da marcação de 

CD4 e CD8 em área infartada (AI) e área peri-infarto (API). No entanto, no 

grupo tratado com piridostigmina (IP) ocorreu um aumento da marcação de 
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CD4 e CD8 em área infartada e redução da marcação de CD4 em área peri-

infarto (API) com alteração não significativa da marcação de CD8 nesta 

região. 
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        O presente estudo registra a primeira evidência de que a estimulação 

vagal indireta modula o processo inflamatório no infarto agudo do miocárdio 

por meio da mobilização de linfócitos T CD4+ e CD8+, em especial, pelo 

aumento de linfócitos reguladores (Foxp3+). Este efeito pode contribuir na 

redução de danos e no melhor remodelamento ventricular que se segue ao  

IAM.  

        Estudo recente demonstrou que a estimulação elétrica do nervo vago 

em ratos insuficiência cardíaca crônica induzida pós IAM,  atenuou o 

remodelamento cardíaco e melhorou marcadamente o prognóstico, 

sugerindo que a ativa correção da modulação autonômica (desequilíbrio 

simpato-vagal) pode ser uma nova estratégia terapêutica nessa situação 

patológica.141 Em camundongos com 28 dias de IAM, a estimulação elétrica 

de curta duração (15 min) foi suficiente para alterar o estado redox inibindo a 

geração de radicais livres em miocárdio, potencialmente dependente da 

redução do drive simpático e da ação direta da acetilcolina no estado 

inflamatório do miocárdio.32 Outros estudos demonstraram que a  

estimulação elétrica vagal reduz a ocorrência de taquiarritmia ventricular letal 

por manter íntegros os mecanismos de conexão intercelular.142 De forma 

geral, o conceito de que o aumento da modulação do sistema 

parassimpático (estimulação vagal) se associa à melhora da  sobrevida e do 

remodelamento cardíaco na insuficiência cardíaca congestiva já foi 

transferido da bancada para o leito.167,168 Essa abordagem é o exemplo do 

conceito atual da medicina translacional.169  Os resultados iniciais publicados 
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recentemente do impacto do dispositivo de estimulação elétrica do vago em 

pacientes com insuficiência cardíaca apontam para a segurança do 

procedimento e apresentam resultados de melhora da qualidade de vida dos 

pacientes.170 Um estudo prospectivo e multicêntrico está em andamento e 

virá a responder o impacto em eventos cardiovasculares nessa 

população.171 

        Com relação aos mecanismos que relacionam a estimulação vagal e a 

melhora no remodelamento cardíaco após o IAM,  a inflamação vem tendo 

destaque na última década. Reconhece-se o papel importante da inflamação 

no desenvolvimento da doença aterosclerótica, desde suas fases iniciais, até 

a manifestação das síndromes coronarianas agudas.5,39,40,41,44  

        Nesse contexto, há informações de que há associação entre menor 

modulação vagal e maior atividade simpática, aferidos por meio da análise 

da variabilidade da FC com marcadores inflamatórios em portadores de 

doença arterial coronária143 e até mesmo em adultos jovens, como publicado 

no estudo CARDIA.119  Essas observações reforçam a hipótese de que uma 

menor atividade anti-inflamatória, mediada pelo vago pode permitir uma 

produção excessiva de citocinas em humanos119 e até mesmo sugerir que 

análise da VFC pode ser usada como biomarcador para identificar pacientes 

com doenças associadas a aumento de citocinas que poderiam beneficiar-se 

com a estimulação da via anti-inflamatória colinérgica.144  

        Estamos agora avançando na hipótese de que o benefício da 

estimulação vagal ocorre muito mais precocemente, quando a isquemia 

miocárdica se instala e se inicia o processo de  remodelamento cardíaco. De 
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fato, existem alguns estudos na literatura que avaliaram a estimulação 

elétrica do nervo vago em modelo de IAM em animais de isquemia 

reperfusão.35,141,172 

       Nosso estudo foi o primeiro a usar em modelo de IAM em ratos, o 

aumento da atividade vagal pela estimulação farmacológica, por meio da 

administração do anticolinesterásico  piridostigmina, e observar a influência 

desse tratamento em marcadores inflamatórios e na modulação de linfócitos 

T em fase precoce da isquemia permanente. 

        A piridostigmina, que inibe a hidrólise da acetilcolina liberada pelos 

neurônios colinérgicos, vem sendo usada em diferentes modelos, animais37 

e  humanos145,146, mostrando-se ser efetiva no aumento da atividade vagal. 

Consideramos que no presente estudo a administração de piridostigmina foi 

efetiva em aumentar a atividade vagal, tomando como base a redução da 

frequência cardíaca e o aumento da variável SDNN da variabilidade da FC 

no domínio do tempo, que se relaciona de forma direta com a atividade 

vagal. Não observamos no grupo (IP), comparado ao grupo infartado sem 

tratamento (IC), diferenças significativas em outros parâmetros de VFC, 

incluindo aqueles relacionados à variabilidade da FC no domínio da 

frequência, e na sensibilidade do baroreflexo. A dose e a via de 

administração foram semelhantes às utilizadas em recente publicação do 

grupo37, onde se evidenciou melhora de parâmetros autonômicos, como 

aumento da sensibilidade do baroreflexo e redução da modulação simpato-

vagal (relação LF/HF), associado à melhora dos componentes 

morfofuncionais de ratos infartados tratados com piridostigmina. Apesar de 
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no presente estudo, comparado com o estudo prévio, a redução da fração de 

ejeção do ventrículo esquerdo estar mais acentuada (respectivamente, 29% 

VS 47%) e com maior repercussão hemodinâmica (mais hipotensão e 

taquicardia reflexa), não detectamos aumento da modulação simpática pela 

análise da variabilidade da FC. Entretanto, já foi descrito que, em situações 

que cursam com descarga simpática muito exacerbada, como na 

insuficiência cardíaca, o componente LF da VFC pode não estar aumentado, 

e estar até reduzido.173,176 É interessante notar que a redução da FC de 

repouso observada no grupo infartado que recebeu piridostigmina não se 

acompanhou de queda da PA. Essa resposta corrobora observações prévias 

na literatura, feitas em estudos com animais normais e após IAM. A atividade 

vagal reduz a FC, a contração miocárdica e o consumo de oxigênio.173  O 

menor trabalho cardíaco poderia per se ter um impacto positivo no 

remodelamento cardíaco. Porém, demonstrou-se, em modelo animal de 

isquemia/reperfusão, que a estimulação do nervo vago associada à 

manutenção da FC por meio de estimulação direta cardíaca, ainda é capaz 

de limitar a área infartada e reduzir a reposta inflamatória.172 Ainda, estudos 

anteriores demonstraram que a piridostigmina apesar de reduzir a FC de 

repouso, melhora o perfil hemodinâmico e autonômico em pacientes com 

insuficiência cardíaca durante exercício dinâmico e reduz arritmias 

cardíacas.145,146    

        Em nosso estudo, utilizamos animais com área de infarto acima de 40% 

baseado em trabalho anterior que mostra elevação marcada na LVEDP e 

RVSP apenas em  corações com área de infarto maior que 45% através de 
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análise ecocardiográfica.147 Com relação às variáveis morfofuncionais, 

avaliadas por meio da ecocardigrafia, notamos redução significativa da 

fração de ejeção nos grupos infartados tratados e não tratados de igual 

magnitude, e significativo aumento da TRIV também semelhante em ambos 

os grupos. Porém vale ressaltar que, as avaliações foram feitas com os 

animais anestesiados e no terceiro dia pós IAM ,portanto, ainda em vigência 

de processo inflamatório ativo e sem um efetivo remodelamento ventricular. 

Nesse sentido, no período de observação não se detectou aumento do 

diâmetro do ventrículo esquerdo entre os grupos infartado e controle, 

característico da progressão do IAM para a insuficiência cardíaca. 

        Está bem estabelecido que mediadores inflamatórios são essenciais no 

processo de cicatrização após IAM, mas uma resposta excessiva pode 

piorar a injúria miocárdica.12-14,18,47 Fica claro que há necessidade de se 

compreender os mecanismos que regem essa relação, e nesse ponto, a 

imunomodulação começou recentemente a ser alvo de investigação. 

        Dentre as citocinas descritas, o TNFα apresenta um papel central na 

resposta inflamatória dependente da isquemia miocárdica.19,20,45,48,54 O TNFα 

é liberado dos tecidos precocemente, e age, de forma parácrina e autócrina, 

como amplificador da resposta inflamatória, estimulando a produção de 

outras citocinas e quimiocinas.35 Além de causar depressão da função 

miocárdica está associado à arritmias ventriculares.26  Outras citocinas pró-

inflamatórias, que participam do processo lesão pós IAM são IL-1 e IL-

6.45,46,49,50,54  Estudos em modelos animais de inflamação sistêmica (sepsis) 

foram os primeiros a demonstrar que a estimulação elétrica do nervo vago 



Discussão 

 
 

 

68

reduz a produção de citocinas inflamatórias sistêmicas, em especial, do 

TNFα, e melhora a sobrevida dos animais.16,21,23 Seguindo-se esta 

observação, demonstrou-se que a acetilcolina, de forma dose-dependente, 

reduz a formação de TNFα em macrófagos estimulados por antígenos.16 A 

estimulação vagal também reduz a produção de outras citocinas, como IL-1 

e IL-6.21,23 Em modelos de isquemia/reperfusão, já foi descrito efeito 

semelhante, com período de observação de 24 hs após o evento isquêmico. 

No presente estudo, não evidenciamos aumento das citocinas IL-1,IL-6 e 

TNFα pelo método ELISA no miocárdio isquêmico. Este fato poder ser em 

decorrência do tempo estipulado de coleta, que ocorreu no terceiro dia pós 

infarto. O aumento de citocinas começa a ocorrer rapidamente após a injúria 

miocárdica. Em estudo prévio demonstrou-se aumento pronunciado da 

expressão de mRNA de IL-1β e IL-6 em área infartada e em menor 

proporção na área não infartada, 6 horas após a oclusão da artéria 

descendente anterior esquerda.46 Na área infartada este aumento mantem-

se até 12 horas pós infarto, declinando rapidamente após este período. 

Aumento significativo da expressão mRNA de TNFα também pode ser 

detectado em área infartada e não infartada com o pico máximo por volta do 

primeiro dia pós IAM.46  A partir do terceiro dia após IAM não existe aumento 

significativo dessas citocinas no ventrículo esquerdo. No nosso estudo 

avaliamos a presença de citocinas no miocárdio no terceiro dia após IAM, 

um momento distante do pico de incremento desses fatores inflamatórios, 

portanto não podemos afastar a influência do aumento da atividade vagal na 

produção de citocinas nas primeiras horas pós ligadura de artéria coronária. 
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        A necrose de células miocárdicas  elícita uma cascata inflamatória que 

limpa a área infartada de debrís de células e de matrix e promove o reparo 

do tecido, com a formação de uma cicatriz. Esse reparo cardíaco leva a 

profundas 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 insuficiência cardíaca. A 

extensão do remodelamento adverso depende da área infartada, mas 

também é afetada pelas alterações estruturais decorrentes da cicatrização. 

Nesse sentido, a resposta inflamatória que se segue à injúria isquêmica é de 

fundamental importância.31,175 

        O infarto do miocárdio desencadeia a mobilização de linfócitos T por 

meio da apresentação de antígenos especifícos, induzindo a denominada 

resposta imune adaptativa. 15,16,111-114,174  No sistema imunológico, os 

linfócitos T reguladores, tanto CD4+  quanto CD8+ exercem papel modulador, 

pois além de estarem envolvidas com a auto-tolerância também suprimem 

as respostas imunes aberrantes ou excessivas. 100,148 Os linfócitos T, são 

fundamentais não só no processo de cicatrização pós infarto110, como 

também exercem papel importante na modulação desta resposta, visto que a 

amplificação desta inflamação em região peri-infarto causa lesão de miócitos 

normais o que agrava a disfunção ventricular levando a piora da sobrevida 

por falência cardíaca. 18,149,150  Ilustrando esse conceito, em estudo recente, 
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avaliou-se o remodelamento ventricular pós infarto em modelos transgênicos 

de camundongos infartados, onde realizou-se interrupção da função de 

linfócitos T através de animais Knockout para CD4+ (CD4KO), com restrição 

de resposta de células T(OT-II) ou ablação de células apresentadoras de 

antígenos(MHCII¯). No grupo CD4K0 houve aumento da dilatação do 

ventrículo esquerdo e  elevação do número de leucócitos e monócitos com 

aumento de infiltrado inflamatório. Nos grupos OT-II e MHCII¯ houve 

aumento da mortalidade e de ruptura ventricular. Em todos os grupos houve 

redução na densidade de colágeno na zona de infarto, pela redução da 

matrix de metaloproteinases e este parece ser o fator principal que interferiu 

negativamente na sobrevida após infarto. Um dado importante deste 

trabalho foi o registro da drenagem cardíaca de células MHCII e células 

CD4+Foxp3+ para linfonodos mediastinais em camundongos infartados.110 

Neste contexto a modulação inflamatória através da atuação das células T 

regulatórias tanto CD4+ quanto CD8+ parecem ser uma alternativa 

interessante para novos alvos terapêuticos.  

        Como bem estabelecido no modelo de sepse22,151 é possível que a 

ativação vagal influencie a modulação da inflamação em modelos de injúria 

miocárdica. Em modelos de miocardite autoimune em camundongos, 

induzida por troponina cardíaca murina (TnI), demonstrou-se que tanto a 

resposta humoral quanto celular leva a uma inflamação cardíaca grave e 

fibrose, seguida de cardiomiopatia dilatada e falência cardíaca.153,154  No 

entanto, a ativação da via anti-inflamatória colinérgina, nestes animais, 

através da ingestão oral de nicotina, tem o potencial de inibir a resposta 
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autoimune, reduzindo a inflamação miocárdica e a fibrose desencadeada 

pela imunização por TnI.155  Neste mesmo modelo  a estimulação da via anti-

inflamatória colinérgica provoca uma baixa regulação da matrix-

metaloproteinases (MMPs) (MMP14-, -2 e -9) influenciada por componentes 

da imunidade humoral e adquirida.148,154,156 

        Este achado comprova, como já registrado em trabalhos anteriores,  

que o infarto do miocárdio desencadeia a mobilização de células imunes 

através da produção de antígenos específicos 15,16,111-113  

        No presente estudo, nós demonstramos que a ativação parassimpática 

colinérgica com piridostigmina em ratos infartados aumenta os níveis séricos 

de células CD4+ e CD8+ reguladores (Foxp3+) ao contrário dos resultados 

encontrados em ratos infartados sem tratamento. Observamos que o infarto  

do miocárdio não tratado leva a um aumento na mobilização de Foxp3- 

convencional de CD4+ em baço e de CD8+ em sangue. Com relação a 

Foxp3+ reguladora há redução de CD4+ e CD8+ ambas em sangue periférico. 

No grupo tratado com piridostigmina, observamos que, em sangue periférico, 

há redução de Foxp3- convencional  para CD4+ e CD8+ e aumento de 

Foxp3+ reguladora para CD4+ e CD8+. No baço, o tratamento com 

piridostigmina provoca resultados divergentes em relação aos linfócitos 

convencionais (Foxp3-) com redução CD4+ e aumento de CD8+, no entanto 

sem alteração significativa em relação aos linfócitos reguladores (Foxp3+) 

para CD4+ e CD8+. Sugere-se que os linfócitos T CD4+ convencionais 

(Foxp3-) frequentemente exercem seus efeitos biológicos após diferenciação 

pró-inflamatória (ex. Th1 e Th17), e muitos dos efeitos das células T 
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reguladoras (Foxp3+) podem ser atribuídos pela expressão de citocinas anti-

inflamatórias.152 Portanto podemos concluir que o tratamento com a 

piridostigmina reduz a ativação de linfócitos CD4+ e CD8+ convencionais 

(Foxp3-) e aumenta a  expressão de linfócitos CD4+ e CD8+ reguladores 

(Foxp3+) no sangue periférico contribuindo desta forma para a modulação 

inflamatória em infarto do miocárdio experimental. 

         A  presença de células do sistema imune são essenciais para o 

processo de cicatrização pós infarto. No entanto o desajuste deste processo, 

aumentando a presença destas células em região peri-infarto pode levar a 

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

remodelamento ventricular.18,34,75,110,135,149,150,164 De fato, vários autores 

demonstraram que existe  infiltração de linfócitos em áreas necróticas, assim 

como em áreas não necróticas após infarto do miocárdio. Linfócitos T CD4 e 

CD8 foram identificados infiltrados no miocárdio, no entanto, com 

predominância de linfócitos T CD4149. Além disso, verificou-se que linfócitos 

T citotóxicos (CD8) eram ativados durante a evolução do IAM e podiam 

reconhecer e destruir cardiomiócitos normais in vitro, ou seja, a atividade 

citotóxica contra cardiomiócitos era específica e induzida por linfócitos 

CD8.149,150 As respostas inflamatórias inadequadas na área não infartada 

ultrapassa a função fisiológica de remover o tecido necrosado. A extensão 

patológica dessa autoimunidade é responsável pela injúria miocárdica após 

o IAM, visto que, linfócitos medeiam esse processo.18,149,150 

        Em nosso estudo, por meio da análise de áreas específicas do 

miocárdio com imunohistoquímica, observamos que em ratos infartados 
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tratados com piridostigmina há um significativo aumento da infiltração de 

CD4 e CD8 em área infartada, acompanhado de significativa  redução da 

mobilização de linfócitos CD4 em área peri-infarto. Não observamos 

alterações associadas ao uso de piridostigmina na mobilização de linfócitos 

CD8 nesta área. A identificação do subtipo de linfócitos (convencionais ou 

reguladores) infiltrados em tecido cardíaco poderia nos fornecer maiores 

informações sobre a função destes linfócitos nesta região.166 A marcação de 

quimiocinas específicas poderia identificar em área infartada e peri-infarto o 

recrutamento de subtipos de leucócitos com distintas propriedades. 

Trabalhos prévios sugerem que recrutamento de células T regs mediada 

pela quimiocina CCR5 pode reduzir a inflamação pós infarto, prevenindo a 

excessiva degradação da matrix e atenuando do remodelamento adverso.166 

Considerando o conjunto de resultados obtidos: maior concentração de 

linfócitos na área infartada, redução de linfócitos CD4 em área peri-infarto, 

aumento dos níveis de linfócitos reguladores circulantes CD4+Foxp3+ e 

CD8+Foxp3+, podemos inferir que o aumento da atividade parassimpática 

modula de forma positiva a resposta inflamatória em fase precoce do IAM.  

Acreditamos ter apresentado elementos que fortalecem a hipótese de que o 

mecanismo anti-inflamatório vagal tem papel importante na melhora de 

parâmetros morfofuncionais pós infarto que se observa após uso de 

piridostigmina, como registrado em trabalhos anteriores.37 Estes resultados 

estão condizentes com a literatura e podem representar a explicação de um 

possível mecanismo em que a modulação vagal e a atuação das células T 

reguladoras proporcionariam uma redução na infiltração inflamatória e 
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melhora de parâmetros morfofuncionais no infarto agudo do 

miocárdio.17,24,93,157,158,164 Portanto para avaliarmos com maior precisão a 

ação das células T no processo de cicatrização pós infarto teremos que 

estudar os subtipos celulares (convencionais e reguladores) visto que 

possuem atividades diferenciadas. A magnitude de ativação de cada subtipo 

poderia ser a responsável pela modulação inflamatória e pela extensão do 

dano ao órgão alvo.   

        Desde que 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. Ensaio clínico usando 

metilprednisolona, em pacientes com infarto agudo do miocárdio, mostrou 

resultados catastróficos, com redução da infiltração de leucócitos, porém 

com atraso do processo de deposição de colágeno e cicatrização, aumento 

da incidência de arritmias ventriculares e aumento da área de infarto.159,160    

          Várias drogas anticitocinas quando usadas em larga escala tem 

mostrado resultados desapontadores.161,162 No entanto drogas 

cardiovasculares, tais como estatinas, IECA e bloqueadores do canal de 

cálcio, tem reduzido a produção de citocinas e melhorado a função e o 

remodelamento do ventriculo esquerdo após IAM, mas o mecanismo de 

ação ainda não é totalmente conhecido, mas parcialmente dependente de 

modulação inflamatória.163 A sinvastatina atenua a produção de citocinas 

inflamatórias em áreas infartada e não infartada, reduz o depósito de 

colágeno e melhora a função ventricular.114 Ainda demonstrou-se  que a 
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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 IAM.18  

        Recentemente, tem-se direcionado a busca de intervenções 

terapêuticas que evitem a injúria provocada pelo mecanismo de 

isquêmia/reperfusão. Dentro desta linha de pesquisa tem-se estudado 

drogas que reduzam a ativação de DAMPs, TLRs e o sitema de 

complemento, que possam levar a amplificação da resposta inflamatória56 e 

aumentem a regulação adaptativa através da administração de células T 

regs.164 O grande desafio persiste em inibir partes específicas do sistema 

imune que causam injúria, sem afetar o adequado processo de cicatrização 

no IAM.  

        A descoberta da via anti-inflamatória colinérgica identificou um tipo de 

receptor (receptor alfa 7 nicotínico da acetilcolina)22, que pode ser alvo de 

terapias farmacológicas para a modulação de atividade das citocinas. O 

mecanismo de resposta neuro-imunológica observado nesta via sugere um 

novo avanço terapêutico, visando à modulação da resposta inflamatória e 

controle na liberação de citocinas. Dados pré-clínicos favoráveis, sustentam 

a possibilidade de que a estimulação do nervo vago possa ser adicionada ao 

arsenal terapêutico futuro, possivelmente substituindo algumas drogas para 

inibir a produção de citocinas.144 Um melhor entendimento dessas 

observações pode prover-nos com novos recursos farmacológicos para 

controlar a inflamação em inúmeras patologias, entre elas o IAM.  
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        O conhecimento da neuroimunomodulação em modelo de IAM ainda é 

escasso, e são necessários novos estudos que fortaleçam esta ligação. No 

entanto, a demonstração de que a via anti-inflamatória colinérgica, além do 

modelo experimental de sepse, também tenha uma importante atuação em 

modelos de injúria do miocárdio, abre perspectivas para futuras estratégias 

terapêuticas e renovam as esperanças de uma nova abordagem no 

tratamento da insuficiência cardíaca de origem isquêmica. 
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O presente estudo nos permite concluir que a estimulação vagal 

através do brometo de piridostigmina, interfere na mobilização de linfócitos 

tanto a nível regional quanto sistêmico em fase precoce do infarto agudo do 

miocárdio em ratos. No miocárdio, esta ação propicia um aumento da 

concentração de linfócitos T CD4 e CD8 em área infartada e reduz a 

concentração de linfócito T CD4 em áreas peri-infarto. Como efeito sistêmico 

a administração de piridostigmina reduz o número de linfócitosT 

convencionais CD4+ e CD8+ e aumenta o número de linfócitos T reguladores 

CD4+ e CD8+ em sangue periférico. Estas alterações caracterizam uma 

resposta favorável à redução ou limitação de uma excessiva resposta 

inflamatória relacionado ao aumento da atividade vagal, que poderia ser um 

dos mecanismos responsáveis pela melhor dos parâmetros 

ecocardiográficos morfo-funcionais e melhora do desempenho ventricular 

encontrados em trabalhos anteriores. Novos estudos que investiguem o 

papel da neuroimunomodulação nos progressivos tempos do IAM poderiam 

rastrear os mecanismos celulares e moleculares relacionados à curva de 

expansão clonal dos linfócitos trazendo-nos preciosas informações que 

contribuiriam para elucidar a interação da atividade autonômica e resposta 

imunomoduladora no remodelamento ventricular pós IAM. 
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8.1  ANEXO A - Teste ELISA 

 

Iniciou-se a realização do teste ELISA, com a sensibilização das placas de 

96 poços com anticorpos de captura específicos para IL-1 , IL-6 e TNFα. Cada 

placa recebeu 50 µl /poço de uma solução de 28,6 µl de anticorpo diluído em 5,15 

mL de PBS. Esta placa foi deixada em overnight. Foram separadas as peças 

congeladas de coração e cortadas em pedaços de aproximadamente 40 a 60 mg. 

Posteriormente foram acondicionadas em tubos com 150 µl de reagente diluente 

composto de 5g de BSA e 500 ml de PBS para preparação do homogenato das 

amostras. Após a lavagem das placas com solução de Tween 20% e incubação por 

mais uma hora com BSA 5% foi realizada pipetagem dessas amostras em cada 

poço e incubação por mais duas horas. Posteriormente foi adicionado em cada 

poço 50 µl estreptoavidina conjugada à peroxidase e incubação da placa por mais 

vinte minutos. Após, adicionou-se 50µl de solução de substrato composta de H202. 

A reação entre substrato e a estreptavidina produziu uma cor azulada. A tonalidade 

do azul é proporcional à intensidade da reação. Após incubação por vinte minutos, 

adicionou-se 25 µl de solução composta por sulfato de hidrogenio com o objetivo de 

interromper a reação. Neste instante colocou-se a placa em espectrofotômetro a 

450nm para a leitura das amostras em picogramas por mililitros (pg/mL). Cada 

citocina tem um padrão de concentração na curva padrão. A curva consiste em 

diluições seriadas do padrão de cada citocina, que já vem estabelecida no Kit do 

fabricante. Foram utilizados kits de alta sensibilidade (R & D Systems®, 

Minneapolis, USA). A diluição pode variar de acordo com o desempenho das 

amostras. Neste trabalho as diluições variaram de 10 a 20 vezes.  
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8.2  ANEXO B - Técnica de Citometria de Fluxo 

 

O citômetro de fluxo é equipado para separar e identificar as células, isto é 

denominado Separação de Célula pela Atividade de Fluorescência (FACS).  

A suspensão de células é injetada através de uma agulha que são alinhadas 

em um fluxo contínuo por propriedades mecânicas (hidrodinâmica). As células 

neste fluxo contínuo passam através de uma fonte de luz, geralmente vinda de um 

laser ou uma lâmpada de mercúrio (Figura 15). 

  
Fonte: Kállas EG 
 
Figura 15 -  Fluxo de amostra do citômetro de fluxo 

 
 

Os primeiros parâmetros a serem identificados são tamanho (FSC – 

dispensão frontal de luz) e granularidade da célula (SSC – dispersão lateral de luz) 

(Figura 16). 
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Fonte: Kállas EG 
 
Figura 16 -  Parâmetros identificados pela citometria de fluxo 

 

 

Usualmente estas células estão marcadas com substâncias químicas que 

emitem fluorescência (fluorocromos) quando excitados por uma fonte de luz (Figura 

17). 

 

Fonte: Kállas EG 
 

Figura 17 -  Esquema gráfico da leitura de amostra marcada no citômetro de 
fluxo 

TAMANHO (FSC)                              GRANULARIDADE (SSC) 
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Os fluorocromos absorvem a luz em uma específica onda e emitem em 

outra, geralmente determinadas em um escala de wavelenght. Esses fluorocromos 

podem ser conjugados com anticorpos, os quais podem ser ligados a moléculas na 

superfície celular, intracelular e/ou nuclear. A fluorescência é proporcional ao 

número de moléculas ao qual o anticorpo se liga. As células podem ser 

enumeradas e caracterizadas individualmente por: especificidade, frequência, 

função, estado de ativação, diferenciação, viabilidade, etc., que, em conjunto, nos 

dá informações da fenotipagem de diferentes subpopulações celulares. 

 A fluorescência pode ser emitida pela célula naturalmente 

(autofluorescência). A granularidade e a fluorescência são coletadas através de um 

sistema óptico, transferidas para filtros específicos denominados tubos 

fotomultiplicadores (PMTs) e posteriormente digitalizadas e analisadas pelo 

computador (Figura 18). 

 

 

Figura 18 -  Identificação de Linfócitos CD4+ ativados em amostras de baço e de 
sangue pelo FACS e analisados pelo software Flo Jo. 
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Na avaliação pela citometria de fluxo foi utilizado sangue retirado por 

punção de átrio direito e macerado do baço, com ressuspensão dos esplenócitos 

em meio de cultura.  

A estratégia de análise utilizada foi: 

-  gate inicial em linfócitos baseado no tamanho (FSC) versus granulosidade 

(SSC) das células 

-  gate em células CD3+CD4+ ou CD3+CD8+ 

-  quadrantes em células que expressam CD25+ e/ou RT1B e Foxp3+ 

 

Obtenção de sangue total: O sangue coletado (500 microlitros) foi transferido para 

tubo de microcentrifugação BD Microtainer revestido com K2EDTA até o seu 

processamento no laboratório de imunologia. Foi necessária a realização do 

processamento no prazo de até 4 horas, visando manter a viabilidade celular. Cem 

microlitros de sangue total foram utilizados para a fenotipagem celular. 

 

Obtenção de esplenócitos: As células foram obtidas após maceração gentil do 

órgão e lavadas por centrifugação (1700 rpm a 4ºC, por 6 minutos) com 10 ml de 

meio RPMI (Gibco) (suplementado com L-glutamina 2 mM (Sigma)), solução de 

aminoácidos não essenciais (1% vol/vol) (Gibco), piruvato de sódio 1mM, 2-ME 

5X10-5 (Sigma) e os antibióticos Gentamicina (40g/mL) e Peflacin (20 g/ml) e 

vitaminas (1% vol/vol). Em seguida, as células foram tratadas com tampão 

hemolítico ACK (NH4Cl 0,15 M, KHCO3 1mM, Na2EDTA 0,1 mM) para lise das 

hemáceas e em seguida lavadas por centrifugação duas vezes com 10 mL meio 

RPMI como citado acima. Ao final das lavagens, 1X106 células foram utilizadas 

para fenotipagem por citometria de fluxo , como descrito a seguir. 

 

Fenotipagem de esplenócitos e de sangue total: A fim de avaliar o perfil 

fenotípico dos esplenócitos e das células do sangue periférico dos animais inclusos 

em nosso estudo, utilizamos o  painel de citometria de fluxo descrito em Anexo D.  

Para fenotipagem de esplenócitos após maceração do baço e lise das hemáceas, 

um milhão de esplenócitos foram isolados e ressuspensos em 50 µL de tampão de 

citometria com a diluição dos anticorpos como mostrado em Anexo D.. Após 

homogeneização, as células foram incubadas, protegidas da luz a 4ºC por 30 
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minutos. Após incubação, as células foram lavadas 2 vezes com 200 µL de tampão 

de citometria e ressuspensas em 100 µL de PFA 1% para aquisição em citometro. 

Para fenotipagem de sangue total, a 100 µL do sangue obtido por punção 

atrial, foram adicionados os anticorpos do Anexo D, na concentração indicada. A 

incubação foi realizada a temperatura ambiente em local escuro por 20 minutos. 

Após incubação, foram adicionados 2 ml de tampão de lise comercial a cada tubo, a 

fim de lisar as hemáceas e fixar a marcação já realizada. Para tal processo, as 

células foram incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente, também 

protegidas da luz. Em seguida, 2 lavagens foram realizadas com tampão PBS com 

centrifugação a 500 g por 10 minutos. Finalmente as células foram ressuspensas 

em 100 µL de PFA 1% para aquisição em citometro de fluxo. As amostras foram 

adquiridas em um citômetro FACS Canto utilizando o software DIVA (Tree Star, 

Inc). Para ajuste das voltagens foram utilizadas beads marcadas com os 

fluorocromos individualmente. Cinquenta mil eventos foram adquiridos no gate de 

linfócitos. 
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8.3  ANEXO C - Técnica de Imunohistoquímica 

 

O termo imunohistoquímica surgiu das palavras: imunologia, histologia e 

química. A imunologia estuda o sistema imunológico, a histologia estuda tecidos e 

órgãos utilizando-se do microscópio, após a sua coloração. Para facilitar a 

observação, diversos tipos de colorações podem ser usados para identificar 

diferentes partes de um tecido. O processo de identificar antígenos nos tecidos com 

anticorpos, através de secção corada é definido como imunohistoquímica. Os 

anticorpos podem ser utilizados para identificar a distribuição anatômica de um 

antígeno em um tecido ou no interior de compartimentos de uma célula. Neste 

trabalho utilizamos anticorpos monoclonais através do complexo Avidina-Biotina-

peroxidase (ABC) (Figura 19).  

 

 

Adaptado: http://www.anticorpos.com.br 

Figura 19 - Método indireto de Imunohistoquímica pelo complexo Avidina-
Biotina-Peroxidase  

 

 

A avidina tem a capacidade de se ligar a quatro moléculas de biotina, de 

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

sensibilidade.  

Os animais submetidos a análise pela Imunohistoquímica foram 

anestesiados com Ketamina e Xilazina. O tórax foi aberto, cortou-se o átrio direito e 

perfundiu-se o animal, através de punção, pelo ventrículo esquerdo. Foi induzida 
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parada cardíaca em diástole pela infusão de solução com cloreto de potássio (14 

mmol em solução fisiológica), com pressão constante de 80-90 mmHg por um 

período de 10 a 15 minutos. Posteriormente, o animal foi perfundido com formol 4% 

tamponado por mais 10 a 15 minutos. Os tecidos retirados ,foram deixados por 24 a 

48 horas fixando em formol 4% tamponado, e posteriormente foram processados. 

Esse processo necessitou da passagem do tecido cardíaco cortado e 

acondicionado em reservatório apropriado , por cinco banhos, para desidratação da 

peça, por concentrações de álcool de variavam de 95% (3 X) e 100% (2X), 

posteriormente para diafanização em concentrações de 50% de álcool e xilol (1X) e 

somente xilol (2X). Finalmente foi realizada a embebição em banho de parafina 

(2X). A diafanização ou clarificação consiste na total retirada de álcool, xilol e tecido 

gorduroso, para facilitar a embebição com parafina. Após o processamento, os 

tecidos foram cortados em espessura de 5 m em micrótomo, imersos em água fria, 

seguida de água quente, para melhor moldagem na lâmina. Posteriormente as 

lâminas foram desparafinizadas em estufa e hidratadas em uma sequência banhos 

de xilol (3X), álcool em concentrações de 100% (2X), 95% (1X), 80% (1X), 70% 

(1X), 50% (1X) e água destilada. Após secagem em temperatura ambiente, 

estavam preparadas para receber marcação com anticorpos específicos. Para 

otimizar a marcação dos linfócitos CD4 e CD8 foi necessário a realização de 

digestão ou recuperação antigênica, que consiste em colocar as lâminas em 

solução de citrato 10 mM, PH 6,0 em panela de pressão por 1 minuto. Para o 

bloqueio da peroxidase endógena, as mesmas foram banhadas em água oxigenada 

de 10 volumes (3%) durante 7 minutos para CD8 e água oxigenada de 30V (0,3%) 

para CD4. Posteriormente usou-se caseína 2,5% por 5 min, para o bloqueio de 

reações inespecíficas. Os anticorpos primários foram diluídos em BSA na 

concentração de 1/40, tanto para CD4 (W3/25,AbCAM), quanto para CD8(0X-

8RT,Millipore). Após pipetagem dos anticorpos, as lâminas foram incubadas em 

câmara escura e acondicionadas em geladeira a 4ºC,em overnight. 

No dia seguinte incubou-se as lâminas com anticorpo secundário Vector 

(IgG-mouse) por 30 min à 37ºC, seguida por complexo conjugado com peroxidase e 

AB Vector, por mais 30 min. Após lavagem com TBS, colocou-se as lâminas em 

solução de cromógeno (Kit DAB Vector – DaKo). A seguir as lâminas forma contra 

coradas em hematoxilina de Harris, por 1 min. 
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8.4  ANEXO D – Painel de Citometria de fluxo com 

especificação de anticorpos utilizados  

 

Anticorpos Fluorocrômio Clone 
Concentração 

Sangue   esplenócito 
Laboratório 

CD3 APC 1F4 1:25             1:50 BD Bioscience 

CD4 PECY5 OX-35 1:100           1:200 BD Bioscience 

CD8 PercP OX-8 1:100           1:200 BD Bioscience 

CD25 PE OX-39 1:50             1:100 BD Bioscience 

RT1B FITC OX-6 1:100           1:200 BD Bioscience 

Foxp3 PE-Cy7 F JK-16s 1:100           1:200     eBioscience 
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8.5  ANEXO E – Tabela completa de marcadores de 

atividade de Linfócitos T CD4+ no sangue e no baço 

 

Tabela 8 -  Valores percentuais da expressão de marcadores de atividade 
de Linfócitos T CD4+ no sangue e no baço do grupo Controle 
(GC), Infartado sem tratamento (IC) e Infartado tratado com 
piridostigmina (IP) 

 

 GC(12) IC(12) IP(11) P 

CD4+ sangue     

%CD4+ 77,4 ± 0,8 78,1 ± 0,6 76,1 ± 0,7 >0,05 

CD25+ 6,7 ± 0,3 8,4 ± 0,3 6,2 ± 0,3# <0,05*** 

RT1B+ 1,3 ± 0,2 1,3 ± 0,1 1,7 ± 0,2 >0,05 

CD25+total 7,0 ± 0,3 8,9 ± 0,3 6,5 ± 0,4# <0,05*** 

RT1B+total 1,7 ± 0,2 1,8 ± 0,1 1,9 ± 0,3 >0,05 

CD25+RT1B+ 0,4 ± 0,1 0,5 ± 0,1 0,3 ± 0,1# <0,05*** 

CD25+Foxp3+ 70,6 ± 3,2 63,5 ± 1,4 76,5 ± 2,9# <0,05** 

CD25+Foxp3- 2,3 ± 0,2 2,2 ± 0,2 1,5 ± 0,2# <0,05* 

CD4+ baço     

%CD4+ 71,1 ± 1,0 71,8 ± 0,9 71,4 ± 0,8 >0,05 

CD25+ 9,2 ± 0,4 10,9 ± 0,4 7,4 ± 0,3# <0,05**** 

RT1B+ 6,5 ± 4,3 4,8 ± 0,2§ 7,7 ± 0,6# <0,05*** 

CD25+total 10,1 ± 0,5 11,6 ± 0,4 8,4 ± 0,3# <0,05**** 

RT1B+total 7,4 ± 0,5 5,5 ± 0,2§ 8,5 ± 0,7# <0,05*** 

CD25+RT1B+ 0,9 ± 0,1 0,7 ± 0,1 0,8 ± 0,1 >0,05 

CD25+Foxp3+ 84,6 ± 0,9 82,6 ± 1,5 79,9 ± 1,8 >0,05 

CD25+Foxp3- 1,5 ± 0,1 2,2 ± 0,2§ 1,4 ± 0,2# <0,05* 

Apresentados em média dos valores ± erro padrão *p<0,05 IP vs GC. #p<0,05 IP vs IC. 
§ p<0,05 IC vs GC.  
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8.6  ANEXO F – Tabela completa de marcadores de 

atividade de Linfócitos T CD8+ no sangue e no baço 

 

Tabela 9 -  Valores percentuais da expressão de marcadores de atividade 
de Linfócitos T CD8+ no sangue e baço do grupo Controle (GC), 
Infartado sem tratamento (IC) e Infartado tratado com 
piridostigmina (IP) 

 

 GC(12) IC(12) IP(11) P 

CD8+ sangue     

%CD8+ 24,1 ± 1,4 22,3 ± 0,6 22,2 ± 0,8 >0,05 

CD25+ 3,5 ± 0,3 4,5 ± 0,2 2,4 ± 0,1# <0,05**** 

RT1B+ 1,5 ± 0,2 1,7 ± 0,7 2,0 ± 0,2 >0,05 

CD25+total 3,7 ± 0,3 4,7 ± 0,2 2,5 ± 0,1# <0,05**** 

RT1B+total 1,7 ± 0,2 1,9 ± 0,2 2,1 ± 0,2 >0,05 

CD25+RT1B+ 0,2 ± 0,1 0,3 ± 0,1 0,1 ± 0,1# <0,05*** 

CD25+Foxp3+ 76,1 ± 2,8 68,3 ± 1,9§ 75,1 ± 1,0# <0,05* 

CD25+Foxp3- 1,6 ± 0,2 1,8 ± 0,9 1,1 ± 0,1# <0,05**** 

CD8+ baço     

%CD8+ 28,0 ± 1,0 27,5 ± 0,9 26,9 ± 0,8 >0,05 

CD25+ 3,3 ± 0,1 4,3 ± 0,2 1,9 ± 0,1# <0,05**** 

RT1B+ 7,1 ± 0,5 4,4 ± 0,1§ 7,2 ± 0,6# <0,05**** 

CD25+total 3,7 ± 0,1 4,7 ± 0,3 2,2 ± 0,1# <0,05**** 

RT1B+total 7,5 ± 0,5 4,8 ± 0,2§ 7,4 ± 0,6# <0,05*** 

CD25+RT1B+ 0,4 ± 0,1 0,4 ± 0,0 0,2 ± 0,1# <0,05*** 

CD25+Foxp3+ 75,7 ± 2,1 74,9 ± 1,8 71,7 ± 1,8 >0,05 

CD25+Foxp3- 0,8 ± 0,1 0,7 ± 0,1 1,2 ± 0,1# <0,05*** 

Apresentados em média dos valores ± erro padrão *p<0,05 IP vs GC. #p<0,05 IP vs IC. 
§ p<0,05 IC vs GC.  
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