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RESUMO 

 

ESPORCATTE, Bruno Leonardo Barranco. Células mesenquimais de medula óssea e o 
remodelamento cardíaco após lesão isquêmica em camu ndongos. Rio de Janeiro, 
2010. Tese (Doutorado em Ciências Biológicas - Fisiologia). Orientadores: Antonio Carlos 
Campos de Carvalho e Regina Coeli dos Santos Goldenberg. Instituto de Biofísica Carlos 
Chagas Filho, Centro de Ciências da Saúde, Universidade Federal do Rio de Janeiro. Rio de 
Janeiro, 2010. 
 
Fundamentos : As cardiopatias de origem isquêmica estão entre as principais 
causas de mortalidade no mundo. Uma grande parcela dos pacientes que sofre um 
evento isquêmico evolui para estágios avançados de insuficiência cardíaca com 
indicação de transplante do coração. Como opção a este tratamento, uma das 
alternativas promissoras é a terapia celular.  
Objetivo : Avaliar o potencial terapêutico da injeção de células mesenquimais de 
medula óssea (MSC) por via intramiocárdica e intravenosa.  
Métodos : Camundongos C57BL/6, ambos os sexos e com 8-10 semanas de idade, 
foram submetidos à lesão miocárdica isquêmica e estratificados através de 
parâmetros eletro e ecocardiográficos. Confirmada a disfunção miocárdica, 
receberam células mesenquimais derivadas de camundongos que expressam uma 
proteína verde (GFP - green fluorescent protein) em todas as suas células.  
Resultados:  Animais tratados através da injeção intramiocárdica de MSC 
apresentaram menor dilatação da cavidade ventricular (0,24±0,02cm vs. 
0,32±0,05cm, p<0,05) e maior fração de encurtamento (35±1% vs. 22±7%, p<0,05) 
quando comparados ao grupo-placebo ao final do protocolo experimental. Além 
disso, a terapia celular foi capaz de normalizar a expressão de 71% dos genes 
alterados pelo evento isquêmico. Dentre os genes que retornaram aos níveis basais 
após o tratamento estão aqueles relacionados à angiogênese, resposta 
imunoinflamatória, apoptose, e remodelamento de matriz extracelular. A injeção 
intravenosa de MSC em dose única não foi capaz de frear o remodelamento 
cardíaco, entretanto, animais infartados que receberam três injeções seriadas de 
MSC apresentaram menores valores de diâmetro do ventrículo esquerdo em sístole 
(0,30±0,06cm vs. 0,34±0,03cm, p<0,01) e em diástole (0,39±0,06cm vs. 
0,432±0,03cm, p<0,01) em relação ao grupo-placebo. Apesar do benefício funcional 
após a terapia, não foram observadas células marcadas no tecido hospedeiro. 
Conclusões : A terapia com células mesenquimais interrompeu o processo de 
remodelamento cardíaco quando administrada por via intramiocárdica e através da 
injeção intravenosa seriada. A ausência de células marcadas no miocárdio sugere 
que o mecanismo de ação destas não é baseado na transdiferenciação ou fusão 
celular, sendo a sinalização parácrina a hipótese mais provável. 
 
Palavras-chave : Camundongos, Infarto agudo do miocárdio, Medula óssea, Células 
mesenquimais, Ecocardiograma, Microarranjo genético 
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ABSTRACT 

 

ESPORCATTE, Bruno Leonardo Barranco. Células mesenquimais de medula óssea e o 
remodelamento cardíaco após lesão isquêmica em camu ndongos. Rio de Janeiro, 
2010. Tese (Doutorado em Ciências Biológicas - Fisiologia). Orientadores: Antonio Carlos 
Campos de Carvalho e Regina Coeli dos Santos Goldenberg. Instituto de Biofísica Carlos 
Chagas Filho, Centro de Ciências da Saúde, Universidade Federal do Rio de Janeiro. Rio de 
Janeiro, 2010. 
. 
 
Background : Ischemic heart disease is one of leading cause of death in the world. 
Many patients who suffer an ischemic event develop end stages heart failure with 
clinical indication of transplant. As option to this treatment, one promising alternative 
is cell therapy.  
Objectives : To evaluate the therapeutic potential of intramyocardial and intravenous 
delivery of bone marrow mesenchymal stem cells (MSC).  
Methods : C57BL/6 mice, both sex and 2 months and aged 8 – 10 weeks, were 
submitted to ischemic heart injury and stratificated by electro and echocardiography 
parameters. After cardiac disfunction confirmation, had received MSC from 
transgenic mice with over expression of green fluorescent protein (GFP). 
Results:  Animals treated with intramyocardial injection had lower left ventricular 
chamber diameter (0.24±0.02cm vs, 0.32±0.05cm, p<0.05) and higher shortening 
fraction (35±1% vs. 22±7%, p<0.05) when compared to sham group. Moreover, cell 
therapy was able of normalizing the expression of 71% of the genes modified by the 
ischemic event. Amongst the genes that had returned to basal expression levels after 
therapy were those related to angiogenesis, immune and inflammatory response, 
apoptosis and extracellular matrix. Intravenous delivery of MSC in single dose was 
not able to prevent cardiac remodeling, however infarcted animals that received three 
serial injections had presented lower left ventricular chamber diameter in systole 
(0.30±0.06cm vs. 0.34±0.03cm, p<0.01) and diastole (0.39±0.06cm vs. 
0.432±0.03cm, p<0.01) when compared to sham group. Although a functional benefit 
after therapy was observed, we did not observe GFP-positive cells in the host tissue. 
Conclusions : Therapy with MSC delivered by intramyocardial or serial intravenous 
injections attenuated the cardiac remodeling. The absence of marked cells in the 
myocardium suggests that the mechanism is not based on cell transdifferentiation or 
fusion, indicating that the paracrine effect is the most likely mechanism hypothesis. 
 
Keywords : Mice, Myocardial infarction, Bone marrow, Mesenchymal stem cells, 
Echocardiogram, Microarray 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 INSUFICIÊNCIA CARDÍACA 

 

 A insuficiência cardíaca (IC) é um estado fisiopatológico em que uma 

anormalidade da função cardíaca é responsável pela incapacidade do coração de 

ejetar sangue em ritmo e quantidades apropriadas às necessidades dos tecidos e/ou 

permite que isto aconteça somente a partir de um volume diastólico anormalmente 

elevado.1 

 Apesar dos avanços na prevenção e no controle das doenças 

cardiovasculares, a incidência e a prevalência da IC continuam aumentando.2 

Aproximadamente 2,6% da população norte-americana (5.800.000 indivíduos) 

apresenta tal doença com uma incidência anual de 670 mil casos. A incidência 

esperada para o ano de 2010 é de 10 pacientes a cada 1000 acima de 65 anos, 

gerando custos diretos e indiretos de 39,2 bilhões de dólares para a economia 

americana.3  

 No Brasil essa realidade não é diferente. Em 2007 foram 293.473 internações 

totalizando um custo acima de R$230 milhões de reais, com 23.412 pacientes 

evoluindo para óbito.4,5 A sobrevida média após o diagnóstico da IC é baixa, 

aproximadamente 59% dos homens e 45% das mulheres morrerão em cinco anos 

após o diagnóstico da doença. A principal etiologia da IC, no país, é a cardiopatia 

isquêmica crônica associada à hipertensão arterial.4 

 A diminuição da população de cardiomiócitos, secundária a eventos 

isquêmicos ou a condições de sobrecarga volumétrica e/ou pressórica crônica, pode 

levar a diferentes graus de falência funcional. Essa perda de miocárdio viável afeta 

tanto a capacidade contrátil quanto a de relaxamento do coração. Por isso, 

atualmente, a IC é uma síndrome causada não somente pela disfunção sistólica, 

mas também pela disfunção diastólica,6 sendo esta última responsável por quase 1/3 

dos casos.7,8 

 Dentre os fatores de risco para o desenvolvimento da IC estão: cardiopatias 

chagásicas, valvulopatias e, principalmente, infarto agudo do miocárdio (IAM),9 

sendo responsável por 61,6% dos casos.9 Esse impacto contundente da doença 

coronariana sobre a morbimortalidade permanece a despeito de todos os avanços 

ocorridos no tratamento clínico, na cardiologia intervencionista e na cirurgia 

cardíaca. 
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São inquestionáveis os progressos da terapêutica medicamentosa para IC nas 

duas últimas décadas, em especial o uso dos inibidores da enzima conversora da 

angiotensina, os betabloqueadores e a espironolactona, todos gerando, além da 

melhora dos sintomas e da qualidade de vida, significativa redução da mortalidade e 

consequente impacto positivo na sobrevida.10-12  

Adicionalmente ao arsenal terapêutico das formas avançadas de IC, dispõe-se 

hoje de dispositivos como balão intra-aórtico, marca-passo multissítio, coração 

artificial e técnicas cirúrgicas como anuloplastia mitral, ventrilectomia parcial e 

transplante cardíaco ortotópico, além da reabilitação física dos pacientes. 

Infelizmente, uma parcela crescente desses pacientes vê-se privada dos benefícios 

trazidos por essas técnicas,13 seja pela presença de contraindicações clínicas e/ou 

por restrições econômicas, visto que são procedimentos extremamente caros e nem 

sempre com cobertura pelo Sistema Único de Saúde. 

 As intervenções atualmente empregadas na clínica médica são capazes de 

frear, mas não de impedir o remodelamento cardíaco e, consequentemente, a 

evolução natural da doença. Isso porque nenhuma terapia age na base 

fisiopatológica da doença, ou seja, a perda de cardiomiócitos. Assim, a evolução 

para IC grave é apenas uma questão de tempo. 

 

1.2 INFARTO AGUDO DO MIOCÁRDIO 

 

Quando há desproporção entre o fornecimento e o consumo de oxigênio, a 

fibra miocárdica passa por alterações que variam de acordo com a duração e a 

intensidade da inadequação do aporte sanguíneo. Do ponto de vista clínico, 

pacientes com doença coronariana crônica estão sujeitos à incidência maior de 

arritmias ventriculares, angina pectoris e IC, em especial aqueles pacientes com 

infartos de grande extensão ou repetitivos.14 

Na interrupção brusca do fluxo, por oclusão de um dos ramos das artérias 

coronárias, evidencia-se um empalidecimento da região subjacente à obstrução, 

assim como a perda de motilidade,15 evoluindo com lesão irreversível das fibras 

miocárdicas, estabelecendo o IAM. Tal quadro desencadeia uma resposta neuro-

hormonal caracterizada pela ativação do sistema renina-angiotensina-aldosterona e 

do sistema nervoso simpático. Estes mecanismos adaptativos visam a manter a 
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frequência cardíaca, pressão arterial e débito cardíaco, mantendo assim a perfusão 

tecidual. 

Entretanto, essas respostas, sem apropriada modulação farmacológica, 

podem levar a desequilíbrio na sinalização beta-adrenérgica e na concentração 

intracelular de cálcio,16,17 culminando em hipertrofia dos miócitos, apoptose, 

proliferação de fibroblastos, depósito de colágeno intersticial que, em última 

instância, levam ao remodelamento cardíaco.18 A consequência desse rearranjo 

estrutural é a redução do débito sistólico que, associada ao aumento da resistência 

vascular, leva ao desenvolvimento de sinais e sintomas de congestão e 

hipoperfusão.18-20 

A exposição do conteúdo citoplasmático ao sistema imunológico após o IAM 

ativa uma resposta autoimunogênica evidenciada pela presença de grande 

quantidade de anticorpos contra proteínas cardíacas.21,22 Esses anticorpos 

“anticardíacos” são também encontrados no plasma circulante de pacientes com 

miocardiopatia dilatada,23-25 mas a relação entre autoanticorpos e a doença 

isquêmica não é evidente. A miosina cardíaca, uma das proteínas contráteis do 

sarcômero, é lançada na corrente sanguínea e é um dos antígenos contra a qual o 

sistema imune reagirá após a necrose dos miócitos, relação já estabelecida em 

outras doenças do coração, como miocardite e doença reumática cardíaca.26,27 

Avanços recentes demonstraram que a inflamação tem um papel fundamental 

em todas as etapas de progressão do IAM. Assim, diversos marcadores 

inflamatórios têm sido investigados como possíveis preditores de risco coronariano. 

A reação inflamatória após a injúria isquêmica é coordenada pela ativação de uma 

série de citocinas que são pré-requisitos para a cicatrização.28-31 Destas, o 

interferon-gama (IFN-γ), uma citocina clássica de resposta imune T helper do tipo 1 

(Th1),32 apresenta aumento significativo em pacientes vítimas do IAM.33 Estudos 

prévios demonstraram que o aumento da resposta Th1 promoveu o desenvolvimento 

de doenças autoimunes contra órgãos específicos como, por exemplo, o modelo 

experimental de encefalomielite autoimune.34 As citocinas pró-inflamatórias IL-1 e 

TNF-α35 também estão envolvidas em vários mecanismos de desenvolvimento da IC 

após a injúria isquêmica. A expressão de quimiocinas também está marcadamente 

aumentada na fase crônica do infarto e estas participam de forma importante na 

regulação do infiltrado e atividade leucocitária assim como na angiogênese e 

deposição de tecido fibrótico.36 
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Assim, constata-se que o IAM é uma doença de base multifatorial e que as 

respostas compensatórias do organismo acabam por levar a alterações estruturais 

da bomba cardíaca. 

 

1.3 REMODELAMENTO CARDÍACO 

 

Após a lesão isquêmica inicial, a zona infartada é gradualmente substituída 

por tecido fibroso, visto que os cardiomiócitos têm capacidade limitada de se 

regenerar e a presença de células-tronco no tecido cardíaco é insuficiente para 

recuperar os cardiomiócitos lesados.37 Assim, o infarto do miocárdio se caracteriza 

por apresentar uma fase aguda e uma fase de cicatrização, na qual o tecido 

necrosado é gradativamente substituído por tecido conjuntivo fibroso. 

Tão logo a supressão do aporte sanguíneo se instala, o fenômeno de 

remodelamento cardíaco é ativado. Acredita-se que sua ocorrência na fase aguda 

do infarto funcione como mecanismo compensatório, com intuito de manter o débito 

cardíaco. Contudo, a longo prazo, essa alteração da arquitetura contribui para o 

desenvolvimento da IC. O aumento da pressão diastólica final é responsável por 

alterações neuro-hormonais que influenciam a resposta hemodinâmica após o IAM. 

A injúria isquêmica é a principal causa de remodelamento do ventrículo 

esquerdo (VE). Essa alteração da arquitetura cardíaca é caracterizada por hipertrofia 

dos cardiomiócitos,38 dilatação cavitária do VE remanescente39 e afinamento da 

parede infartada com possível formação de aneurisma. Além disso observa-se 

também acúmulo de cálcio citoplasmático40, alterações físico-químicas da matriz 

extracelular41 e alteração da expressão de proteínas contráteis.42 Esses achados 

estão relacionados à extensão do infarto, à evolução do processo cicatricial e da 

sobrecarga hemodinâmica que pode se instalar já na fase aguda.43 

O mecanismo pelo qual se dá a inexorável progressão da doença e 

remodelamento cardíaco, que ocorrem mesmo com a remoção dos fatores nocivos 

responsáveis pela lesão inicial, ainda não foi totalmente elucidado. A resposta 

hipertrófica associada à produção de citocinas, aumento do estresse oxidativo e 

dano ao DNA44 são fatores que induzem à ocorrência de apoptose mesmo em 

cardiomiócitos não isquêmicos na borda do infarto, contribuindo assim para a 

expansão da lesão e remodelamento ventricular.45 
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O componente central dessa maquinaria apoptótica é um sistema proteolítico 

envolvendo uma família de proteases chamada caspases. Essas enzimas participam 

de uma cascata ativada em resposta aos agentes pró-apoptóticos citados e culmina 

na clivagem de diversas proteínas, resultando em desestruturação da célula. A 

ativação desse sistema pode ser feita por uma via extrínseca, dependente de 

receptores de citocinas (em especial os relacionados ao TNF) na membrana celular, 

ou pela via intrínseca representada pelas proteínas da família bcl-2 localizadas na 

membrana mitocondrial externa. 

Neste cenário, entende-se a necessidade do conhecimento básico sobre a 

fisiopatologia da miocardiopatia isquêmica, dos mecanismos de ativação celular e 

controle humoral e da importância dos estudos pré-clínicos para testar novas formas 

de terapia para a IC. 

 

1.4 MODELO EXPERIMENTAL 

 

Os estudos de infarto em modelos experimentais, através da ligadura da 

artéria coronária descendente anterior (DA) por fio cirúrgico, já vêm sendo feitos há 

mais de 50 anos.46 Os primeiros modelos experimentais utilizados rotineiramente 

foram em cães, porém as dificuldades de trabalhar com esses animais levaram a 

buscas constantes de novos protocolos experimentais.  

Procurando modelos animais mais adequados para indução de IAM, foram 

feitas tentativas com diversos mamíferos como ratos, camundongos, hamsters e 

cobaias. A ligadura da DA como método experimental já é bem documentada em 

ratos47 e foi aprimorada em camundongos.15,48-50 

O desenvolvimento de camundongos transgênicos, que expressam proteínas 

fluorescentes ubiquamente ou sobre controle de promotores específicos,51 ou ainda 

que apresentam deleção52,53/ inclusão seletiva de genes, torna os camundongos os 

animais de escolha entre os modelos experimentais de IAM.  

Além disso, a anatomia coronariana do camundongo é semelhante à de 

outros mamíferos,15 inclusive o homem, quanto à irrigação da parede anterior. A 

2mm da válvula aórtica ramificam-se duas coronárias: direita e esquerda. A 

coronária direita ramifica-se em duas outras artérias que irão suprir o ventrículo 

direito e a região septal. A coronária esquerda apresenta dois padrões comuns de 

variação anatômica: 1) DA origina-se do tronco da coronária esquerda e segue até o 
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ápice como uma única artéria; 2) a DA bifurca ainda próximo ao tronco da coronária 

esquerda dando origem à artéria diagonalis, e ambas seguem até o ápice. 

Anatomicamente, a DA parece ser a principal artéria nutridora do ventrículo 

esquerdo.54 

 

Isquemia e Reperfusão 

 

 Dentre os modelos de IAM, a lesão por isquemia e reperfusão (IR) é a que 

mais se aproxima da realidade clínica, uma vez que o restabelecimento precoce do 

aporte sanguíneo é a base do tratamento clínico dos pacientes que sofreram IAM, 

seja pela abertura mecânica dos vasos ocluídos seja pela angioplastia com 

colocação de endopróteses expansíveis (stents), ou ainda pela reperfusão 

farmacológica através do uso de trombolíticos.55 

 A adaptação desta situação à bancada é feita pela ligadura temporária da DA, 

na qual a sutura da região em questão é feita de modo transiente, permitindo a 

reperfusão da área ocluída após o período determinado de isquemia.48,56-59  

 A duração do período isquêmico é o principal determinante do tamanho do 

infarto. Michael e colaboradores48 demonstraram, através de análises histológicas e 

funcionais, que intervalos de isquemia acima de 120 minutos geravam disfunções 

idênticas a uma oclusão permanente (OP) da DA e, sendo assim, teriam a mesma 

evolução e prognóstico. 

 Essa é a reprodução do que ocorre na clínica, em que se observa um 

aumento de morbimortalidade em pacientes que são submetidos à terapia de 

reperfusão acima de um período de 4 horas do início dos sintomas isquêmicos.60 

Vários trabalhos mostram que a terapia de reperfusão deve ser instaurada até 90 

minutos após o início da sintomatologia, acima do qual há graves prejuízos 

funcionais.55,61,62 

 A reperfusão, apesar de ser uma medida de tratamento, também pode 

resultar em uma série de eventos deletérios, tais como necrose celular, lesão de 

microvasculatura, disfunção endotelial, ativação de granulócitos, acentuado edema 

celular e restauração não uniforme do fluxo para todas as porções do tecido.63-65 

Sendo assim, pacientes que recebem essa terapia ainda apresentam disfunções 

que, dependendo do grau, podem evoluir para insuficiência cardíaca. 
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 A atual terapia medicamentosa da insuficiência cardíaca visa a atenuar a 

sintomatologia e frear o processo de falência miocárdica que, em última instância, 

obriga o paciente a ser submetido a transplante cardíaco. 

 

1.5 TRANSPLANTE DO CORAÇÃO 

 

 Para o doente terminal, o transplante cardíaco continua sendo reconhecido 

como a melhor modalidade de tratamento, mesmo não tendo sido testado em 

estudos randomizados controlados.66 Avanços importantes na seleção do receptor, 

manutenção do doador, novas drogas imunossupressoras, avanços no diagnóstico 

de rejeição e experiência no manuseio pós-transplante foram fundamentais para a 

melhoria do sucesso desse procedimento terapêutico.67-70 

 Os pacientes candidatos a transplante são aqueles com doença avançada, 

classe funcional IV permanente, ou III intermitente com IV, com sintomas severos e 

incapacitantes, sem alternativa de tratamento e com alta mortalidade em um ano.13 

Há consenso entre os especialistas de que o transplante cardíaco deve ser 

reservado para aqueles pacientes que melhor se beneficiam em termos de 

qualidade de vida e sobrevida. Devido à diversidade socioeconômica da população 

brasileira, uma criteriosa avaliação deve ser realizada buscando-se identificar: 

aceitabilidade, condições sociais, padrão educacional e dinâmica familiar. 

 Seja pelo alto custo, por complexidade técnica ou por indicações restritivas, o 

transplante cardíaco falha em atender à demanda. Assim, apesar de todos os 

esforços, a insuficiência cardíaca na sua forma avançada, permanece com 

mortalidade de 30%-40% no primeiro ano.71,72 

 

1.6 TERAPIA CELULAR 

 

 Neste cenário, a comunidade científica busca alternativas terapêuticas para 

reduzir a morbimortalidade desses pacientes. Uma das mais promissoras 

possibilidades é a terapia celular. O uso de terapia celular em portadores de IC 

crônica ainda se reveste de incertezas quanto ao método de seu implante, assim 

como sobre o melhor tipo celular.73 Estudos preliminares realizados no Brasil têm 

demonstrado efeito benéfico para pacientes com insuficiência cardíaca.74,75 O 

método é promissor, porém ainda são necessários estudos prospectivos 
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randomizados e com maior número de pacientes para que possa ser adotado como 

terapêutica estabelecida.76,77 

 Dentre as células estudadas, as de medula óssea parecem ser uma 

população promissora, uma vez que são de fácil obtenção e manipulação, o 

problema da rejeição pode ser evitado pelo transplante autólogo e não há dilemas 

éticos e religiosos envolvendo o seu uso. 

 

1.7 MEDULA ÓSSEA 

 

A medula óssea é encontrada no canal medular dos ossos longos e nas 

cavidades dos ossos esponjosos. Durante o desenvolvimento fetal, a geração de 

células sanguíneas, chamada de hematopoiese, ocorre inicialmente em ilhotas 

sanguíneas do saco vitelino e do mesênquima para-aórtico. A partir do primeiro mês 

de vida intrauterina, inicia-se a hematopoiese no fígado, principal local de formação 

de células do sangue no período fetal, e no baço. Essa função é assumida de modo 

gradual pela medula óssea, cuja produção aumenta à medida que a produção 

hepática decai. Ao nascimento a medula óssea é o principal local de produção de 

células sanguíneas do organismo e assim se mantém por toda a vida do indivíduo.78 

 O tecido hematopoiético da medula óssea é constituído por células e fibras 

reticulares que formam uma esponja percorrida por inúmeros capilares sinusoides. 

Entre as células reticulares existe um número variável de macrófagos, células 

adiposas, células precursoras dos eritrócitos, granulócitos, monócitos, plaquetas e 

células-tronco indiferenciadas. 

 A primeira e mais bem caracterizada população de células-tronco encontrada 

na medula compreende as células-tronco hematopoiéticas (HSC – em inglês 

hematopoietic stem cell), responsáveis pela produção de todas as células 

sanguíneas.79 A segunda, é representada pelas células-tronco mesenquimais (MSC 

– em inglês mesenchymal stem cell), que são células estromais não 

hematopoiéticas, extremamente raras em condições fisiológicas na medula óssea 

(menos que 0,1% do total da população celular).80 

 O suprimento contínuo de eritrócitos e precursores de tecido linfoide é 

mantido pelas HSC, células multipotentes, que se autorrenovam, podendo ser 

mobilizadas da medula para a circulação periférica mediante estímulos específicos.81  

A medula óssea é um tecido hierarquicamente organizado, com raras populações de 
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HSC, originando descendentes que vão perdendo seu potencial de autorrenovação e 

sua capacidade de diferenciação, tornando-a mais e mais restrita, para finalmente 

originarem células diferenciadas maduras.82 

 A presença de células-tronco não hematopoiéticas na medula óssea foi 

observada há cerca de 130 anos pelo patologista alemão Cohnheim. Em seu 

trabalho ele sugeriu que a medula óssea poderia ser fonte de fibroblastos que 

depositam fibras colágenas como parte do processo normal de cicatrização.83 

 Friedenstein e colaboradores foram os primeiros a relatar a existência de uma 

população de células-tronco no estroma de medula óssea com capacidade de se 

diferenciar em outras células mesenquimais. Neste trabalho, as células da medula 

óssea foram colocadas em frascos de cultura e após quatro horas as células não 

aderentes foram removidas, descartando assim as células hematopoiéticas. As 

células aderentes foram descritas como células de aparência variada, mas após 

algumas passagens em cultura mostravam-se morfologicamente mais homogêneas, 

delgadas, afiladas, semelhantes a fibroblastos. Eles também demonstraram que 

essas células se diferenciavam em pequenas colônias que apresentavam depósitos 

de osso e cartilagem.84 

 As observações iniciais de Friedenstein foram reproduzidas por um extenso 

número de investigadores, particularmente pelos grupos de Piersma85-87 e de 

Owen88,89. Estes e outros estudos posteriores estabeleceram que as MSC, isoladas 

de maneira relativamente simples, são multipotentes e capazes de se diferenciarem 

em osteoblastos, condroblastos, adipócitos e mioblastos.90-95  

 Estas células foram denominadas células-tronco mesenquimais devido a sua 

habilidade de se diferenciar em outros tipos celulares ou ainda células-tronco 

estromais de medula porque parecem surgir do complexo conjunto de estruturas de 

suporte encontrado na medula.96 

 

1.8 CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DE MEDULA ÓSSEA 

 

 Segundo a Sociedade Internacional de Terapia Celular, as células 

multipotentes mesenquimais de estroma de medula óssea humana são aquelas que 

apresentam aderência à placa de cultura in vitro, expressão específica de antígenos 

de superfície de membrana e potencial de diferenciação.97,98 



25 
 

 A amostra de células plástico-aderentes deve apresentar em mais de 95% 

dos eventos analisados por citometria de fluxo os antígenos de membrana CD105 

(endoglina), CD73 (ecto-5'nucleotidase) e CD90 (Thy-1). Além disso, deve ser 

apresentar expressão menor que 2% em marcadores comprometidos com a 

linhagem hematopoiética como CD45 (antígeno comum dos leucócitos), CD34 

(expresso principalmente em precursores de células hematopoiéticas e células 

endoteliais), CD14 (receptor LPS) ou CD11b (integrina α M, expresso principalmente 

em granulócitos, macrófagos e células NK), CD79a (Igα, expresso principalmente 

em linfócitos B maduros) ou CD19 (B4, expresso na maioria dos linfócitos B), além 

de não expressar HLA (antígeno leucocitário humano) de classe II. 

 A principal característica que identifica as MSC é a capacidade de se 

diferenciar em três linhagens mesenquimais. Assim, sob condições e estímulos 

específicos in vitro, essas células devem se diferenciar em osteoblastos, adipócitos 

e condroblastos. 

 

1.9 VIAS DE ADMINISTRAÇÃO 

 

 Ainda não há consenso sobre a melhor forma de administração das células-

tronco. Os principais estudos em humanos apresentam grande variedade de vias, 

além de diferentes tempos de tratamento após o diagnóstico de IAM.77 

 As vias diretas de terapia incluem diferentes rotas, como a intramiocárdica, 

intracoronariana, intravenosa, endomiocárdica, venosa retrógada e transvenosa 

intramiocárdica. Faltam estudos randomizados e meta-análises para definir qual a 

melhor opção, porém a via intracoronariana é mais vantajosa quando se aborda o 

paciente com intervenção coronariana percutânea,99 sendo a mais utilizada nos 

principais estudos multicêntricos randomizados. No estudo BOOST, primeiro estudo 

clínico randomizado e controlado, células mononucleares de medula óssea foram 

administradas por via intramiocárdica em 30 pacientes. Quando comparados ao 

grupo-controle, evidenciou-se, no grupo que recebeu as células, melhora da fração 

de ejeção ao final de seis meses.100 Utilizando protocolo semelhante porém com 

amostragem maior (204 pacientes), o estudo REPAIR AMI também encontrou maior 

fração de ejeção utilizando ventriculografia.101,102 Meluzin e colaboradores 

estratificaram 66 pacientes em grupos iguais que receberam baixa dose de células 
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mononucleares de medula óssea (1x107) e alta dose (1x108) comparados ao grupo-

placebo, constatando aumento da fração de ejeção de maneira dose-dependente.  

 A mobilização de células da medula óssea através de citocinas, 

representando a via indireta de tratamento, mostrou-se inicialmente em alguns 

modelos experimentais capaz de induzir a angiogênese e restaurar o miocárdio 

lesado.103,104 Entretanto, a administração de G-CSF na maioria dos estudos pré-

clínicos e multicêntricos randomizados não foi eficaz.105-109 Ellis e colaboradores 

compararam diferentes doses de G-CSF aplicadas a pacientes cinco dias após o 

IAM e 30 horas após intervenção percutânea e não observaram diferença na função 

ventricular quando comparados aos grupos-controle.110 

 A injeção intravenosa de células, como no transplante de medula óssea, em 

pacientes com miocardiopatia representa uma estratégia interessante por ser uma 

via pouco invasiva que possibilita injeções repetidas com baixo risco para o 

paciente. Alguns estudos pré-clínicos evidenciaram melhora da função ventricular 

em porcos infartados que receberam MSC por via intravenosa (IV).111,112 

 As células mononucleares utilizadas na maioria dos estudos em animais 

apresentaram resultados animadores; porém nos protocolos clínicos os resultados 

variam de positivos a ausentes ou transitórios em pacientes com miocardiopatia 

isquêmica. Como alternativa, as MSC estão sendo utilizadas em um número 

crescente de estudos, entretanto várias questões sobre seu uso necessitam ser 

elucidadas. 
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2 OBJETIVOS 

 

 Levando em consideração a importância que as doenças isquêmicas 

representam para a população, tanto no aspecto de saúde pública quanto pelo 

impacto econômico, e considerando as perspectivas recentes de estudos e emprego 

de novas terapias celulares, o presente trabalho, utilizando o camundongo como 

modelo experimental, tem como objetivos principais: 

• Investigar o potencial terapêutico da administração de células mesenquimais 

de medula óssea por injeção intramiocárdica infarto cicatrizado em modelo de 

oclusão permanente da artéria descendente anterior, em fase crônica; 

• Avaliar se a administração de células mesenquimais por via intravenosa em 

modelo de isquemia e reperfusão miocárdica, no período crônico, possui 

benefício funcional e se a injeção seriada é uma opção viável e com potencial 

terapêutico. 

Objetivos específicos: 

• Caracterizar os modelos de oclusão permanente e isquemia transitória da 

artéria descendente anterior, através de parâmetros funcionais e histológicos; 

• Isolar e caracterizar as células mesenquimais de medula óssea; 

• Avaliar o perfil de expressão gênica de corações infartados e tratados com 

injeção intramiocárdica de células mesenquimais. 
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3 METODOLOGIA 

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS 

 

Camundongos machos e fêmeas C57BL/6 de oito semanas, pesando entre 

20g e 25g, fornecidos pelo biotério do Programa de Bioengenharia e Biotecnologia 

Animal, foram disponibilizados para os protocolos de lesão miocárdica por oclusão 

permanente ou isquemia e reperfusão. Os animais C57BL/6 eGFP, cedidos pelo 

Prof. Okabe51 e mantidos no biotério com livre acesso à água e ração, foram 

utilizados como doadores de células de medula óssea. A terapia celular foi feita por 

via intramiocárdica nos animais infartados por OP enquanto os animais infartados 

por IR receberam as células por via intravenosa. Animais do grupo-placebo 

receberam o mesmo volume do veículo pelo qual as células foram administradas. 

Todos os procedimentos seguiram os protocolos aprovados pela  Comissão 

de Ética no Uso de Animais do Centro de Ciências da Saúde (CEUA-CCS) sob a 

identificação IBCCF 026/2008 (Terapia celular em modelo experimental de infarto do 

miocárdio em camundongo) e do Guia de Cuidado e Uso de Animais de 

Laboratório.113 

 

3.2 INDUÇÃO DO INFARTO DO MIOCÁRDIO 

 

Anestesiava-se o animal, após pesagem, utilizando-se cloridrato de xilasina 

(Anasedan®) na dose de 20mg/kg e cloridrato de quetamina (Dopalen®) na dose de 

80mg/kg, ambas na mesma seringa e aplicadas por via intraperitoneal. Após 2 

minutos, o animal perdia o reflexo postural sendo fixado a uma pequena mesa 

cirúrgica em decúbito dorsal. Em seguida, procedia-se à antissepsia com álcool a 

70% na altura do pescoço e tronco ventral (Figura 1A) e realizava-se um pequeno 

acesso, 5mm acima da fúrcula esternal. Divulcionavam-se as estruturas anatômicas 

de forma a se visualizar a traqueia e a cartilagem cricotireoide, o que permitia a sua 

punção com jelco 24 (Figura 1B), mimetizando uma cricotireoideostomia e 

possibilitando o acoplamento do animal a um ventilador (Harvard Apparatus; 

Holliston, MA) previamente ajustado (ar comprimido / volume corrente de 0,2ml / FR: 

120irpm até 160irpm). Após a instalação do suporte ventilatório, realizava-se o 

acesso a cavidade torácica na região paraesternal na altura do 4º espaço intercostal 

esquerdo com o auxílio de um bisturi (nº15). Divulcionava-se a musculatura torácica 
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(peitoral maior e menor) de forma a visualizar os 4º e 5º espaços intercostais à 

esquerda. Com auxílio de uma tesoura pontiaguda, acessava-se o espaço acima 

daquele que melhor se observava o ictus cordis (Figura 1C). Realizava-se o 

pneumotórax e, com o auxílio de uma tesoura, alargava-se o espaço acessado, de 

forma a visualizar o coração (Figura 1D). Com auxílio de afastadores, identificava-se 

a região interseptal abaixo da aurícula esquerda onde era feita a ligadura com fio 7-0 

mononylon (Figuras 1E e 1F).  

D E F

A B C

 
Figura 1 – Representativo do procedimento cirúrgico  comum ao protocolo de oclusão 
permanente e isquemia e reperfusão.   
Em A observa-se a fixação do animal à mesa cirúrgica e antissepsia. O acesso ventilatório 
foi realizado através de cricotireoideostomia (B), permitindo assim a realização da 
toracotomia (C), exploração da cavidade torácica (D e E) e realização da ligadura.  
 

Nesta etapa, dois modelos de lesão isquêmica podiam ser obtidos: OP e IR. 

Para a indução do infarto por OP, o ponto cirúrgico era feito diretamente sobre a 

musculatura cardíaca; para a realização do protocolo de IR a sutura era realizada 

sobre um aparato de polietileno (PE10 – Figura 2). 

 Após 90 minutos de isquemia, o PE10 era removido, permitindo a reperfusão 

do tecido isquêmico.114 O animal era desmamado do suporte ventilatório 

gradualmente, mediante o retorno dos reflexos de retirada. Durante o período de 

isquemia, o animal permanecia em plano anestésico e com acesso respiratório. Ao 

final do período isquêmico, o animal retornava ao campo cirúrgico e novamente era 

acoplado ao ventilador. A sutura da pele era desfeita e a cavidade torácica exposta 

novamente, visualizando-se o coração. Abaixo da ligadura sobre o aparato, o 
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miocárdio apresentava-se esbranquiçado. Com o auxílio de uma pinça e uma 

tesoura de Vannas o ponto simples era removido, permitindo a reperfusão. A síntese 

da pele era concluída e o animal retornava à gaiola mediante retorno dos reflexos 

posturais. 

 
Figura 2  – Esquema representativo do aparato para oclusão tran siente da coronária 
descendente anterior .  
Adaptado de Klocke R, et al. Surgical animal models of heart failure related to coronary heart disease. 
Cardiovasc Res. 2007;74:29-38.  

 

3.3 MARCADORES DE NECROSE MIOCÁRDICA 

 

As análises dos níveis séricos de troponina I (cTn) e enzima creatina- 

fosfoquinase específica para o músculo cardíaco (CK-MB) foram realizadas três dias 

após o IAM. As caudas dos animais eram cortadas e o sangue retirado por capilares 

heparinizados. O transporte do material até um laboratório clínico especializado foi 

feito em recipientes térmicos a 4°C. O intervalo entre a coleta de material e a sua 

análise não ultrapassou seis horas. As amostras foram centrifugadas a 1000G por 

10 minutos e o soro analisado por técnica de química seca contendo anticorpos 

antitroponina I e CK-MB (OpusTM). As dosagens foram realizadas utilizando testes 

enzimáticos desenvolvidos para humanos em laboratório privado. Somente foi 

considerado infartado o animal que apresentasse níveis séricos de troponina I 

≥0,3µg/mL. 

 

3.4. REGISTRO ELETROCARDIOGRÁFICO 
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Para o registro eletrocardiográfico, fixaram-se dois eletrodos no tecido 

subcutâneo dos animais na linha axilar posterior até três dias antes da cirurgia de 

ligadura da DA. Isso possibilitou a análise eletrocardiográfica da derivação 

convencional D1 de forma contínua e com o animal fora do plano anestésico. 

Utilizou-se o aparelho BIO AMP da ADInstrument, calibrado para a velocidade de 

50mm/s e voltagem de 20mm=1mV e o programa Chart versão 5.0 para as análises 

subsequentes. O critério empregado para a determinação do IAM foi a observação 

de onda Q patológica (primeira onda negativa do complexo QRS maior do que 1/3 

da primeira onda positiva que sucede) ou desvio do eixo além de 90º (complexo 

QRS negativo) na derivação D1 do registro eletrocardiográfico.115-117 Isso significa 

que o eixo de despolarização ventricular desviou-se para a direita, devido à 

inatividade elétrica da parede lesada. Além da presença de onda Q, observou-se a 

presença de elevação do segmento ST na vigência de estímulo isquêmico. 

 

3.5 ESTUDO ECOCARDIOGRÁFICO 

 

 Para a realização do ecocardiograma (ECO), anestesiavam-se os animais por 

inalação com isoflurano 1,5% (Cristália), tricotomizados na região torácica anterior e 

fixados à plataforma aquecida do equipamento. Durante todo o protocolo eram 

monitoradas: frequência cardíaca, respiratória e temperatura corporal dos 

camundongos. Inicialmente, utilizou-se o equipamento Vivid7 - GE com transdutores 

eletromecânicos de 13,0MHz e software específico para camundongo, permitindo a 

aquisição de imagens com profundidade de 6mm nos modos unidimensional e 

bidimensional, além das análises das velocidades de fluxo, utilizando-se as técnicas 

de Doppler pulsátil e contínuo, como também do mapeamento de fluxo em cores. 

Posteriormente, o laboratório adquiriu o equipamento Vevo 770 específico para 

camundongos (Visual Sonics, Toronto, Canadá). Os transdutores eletromecânicos 

de 30,0MHz eram utilizados em contato com uma grande camada de gel (Carbogel) 

sobre o tórax dos animais. As análises foram feitas com ECG contínuo, permitindo a 

sincronização dos fenômenos elétricos e mecânicos. 

 Analisou-se a geometria cardíaca, utilizando-se o modo unidimensional 

(Modo-M) para avaliar os seguintes parâmetros: dimensão do átrio esquerdo (AE), 

dimensão da aorta (Ao), relação AE/Ao, espessura da parede posterior (PP) do VE 

em sístole e diástole, espessura do septo interventricular em sístole e diástole, 
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diâmetro da cavidade ventricular ao final da sístole (VEs), diâmetro da cavidade 

ventricular ao final da diástole (VEd). As medidas de volumes, fração de ejeção 

(FE%) e encurtamento (FS%) foram realizadas em modo bidimensional.  

No caso da função diastólica, utilizaram-se os índices derivados da 

velocidade de fluxo transmitral obtidos pela técnica de Doppler pulsátil. Tais índices 

compreenderam a onda E (maior valor da velocidade de fluxo inicial do enchimento 

ventricular), onda A (maior valor da velocidade de fluxo telediastólico mitral), relação 

E/A (razão entre as velocidades máximas das ondas E e A) e tempo de relaxamento 

isovolumétrico. 

 O mesmo operador realizou os exames de todos os grupos nos mesmos dias, 

desconhecendo a procedência dos animais quanto aos grupos experimentais a que 

pertenciam. 

 

3.6 ANÁLISE ERGOESPIROMÉTRICA 

 

Antes de cada exame, os animais eram pesados. Para a mensuração do 

consumo de oxigênio (VO2), produção de dióxido de carbono (VCO2), taxa de troca 

respiratória (RER) e limiar anaeróbio utilizou-se uma câmara ergoespirométrica 

(AccuScan Instruments, Model LC2/M, USA). O influxo de ar ambiente era de 

680ml/min, assim como o efluxo. Este último era conectado a um analisador 

simultâneo de gases (oxigênio e gás carbônico) (Sable Systems FC-1B O2 e CA-2A 

CO2 Analyzers, USA). Realizou-se o teste ergométrico com inclinação da esteira fixa 

a 10º. Os animais eram colocados na câmara para adaptação de cinco minutos 

antes de iniciar o exercício. A partir desse momento, os camundongos corriam por 5 

minutos em diferentes velocidades (0,1m/s; 0,2m/s; 0,3m/s e 0,4m/s) e eram 

mantidos na velocidade máxima até a exaustão. Na porção final da esteira havia 

uma rede energizada para manter o animal correndo continuamente. A exaustão foi 

definida quando o camundongo permanecia recebendo choque por mais de 15 

segundos. O consumo máximo de oxigênio foi calculado pela fórmula: [(VO2 Final – 

VO2 adaptação de 5min /100) x 680ml] / peso (kg). As curvas de VO2 e CO2 foram 

superpostas e o limiar anaeróbio foi determinado pelo ponto de mudança brusca da 

produção de CO2 quando comparada com a curva de VO2. 

 O mesmo operador realizou os exames de todos os grupos nos mesmos dias, 

desconhecendo a procedência dos animais quanto aos grupos experimentais. 
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3.7 CULTURA DE CÉLULAS MESENQUIMAIS 

Isolamento das Células de Medula Óssea 

 

Para isolamento da fração mononuclear das células de medula óssea 

(CMMO), os fêmures e as tíbias de camundongos GFP eram retirados em fluxo 

laminar. O restante do procedimento realizou-se em condições estéreis. Com auxílio 

de pinças e tesouras, retirou-se o tecido em volta dos ossos, cortadas as duas 

epífises de cada osso e, com auxílio de uma seringa de 5ml, aplicou-se meio de 

cultura Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium (DMEM) sem soro no interior dos 

ossos, coletando-se, em seguida, a medula em um tubo de 15ml. Dissociavam-se as 

células com pipeta Pasteur e os tubos centrifugados por 5 minutos a 250xg. Após a 

centrifugação, o precipitado era ressuspenso em 2ml de meio DMEM e aplicado 

sobre 2ml de Ficoll (Histopaque 1083, Sigma) em um tubo de 15ml. Em seguida, 

centrifugavam-se os tubos por 25 minutos a 450xg. Formava-se, então, um anel 

correspondente às células mononucleares. Essas células eram recolhidas e 

transferidas para um novo tubo, onde eram lavadas três vezes com salina 

tamponada com tampão fosfato 10mM pH7,4. O sedimento de células era 

ressuspenso em 1mL de solução salina, seguindo-se a contagem das células. 

Após a obtenção das CMMO (conforme descrito acima), estas eram 

plaqueadas na densidade de 2x107 células/mL em frascos de poliestireno de 25cm2 

contendo DMEM acrescido de 20% de soro fetal bovino (SFB), suplementado com 

2mM de L-glutamina, antibióticos (penicilina 100IU/mL e estreptomicina 100mg/mL), 

e mantidas a 37°C em estufa com atmosfera úmida em presença de 5% de CO2. No 

terceiro dia de cultivo, descartava-se o meio de cultura e as HSC bem como 

removiam-se da cultura as células não aderentes. As células aderentes eram 

lavadas duas vezes com salina e meio DMEM completo era adicionado à cultura. 

Quando as células alcançavam 60-70% de confluência, eram removidas dos frascos 

de poliestireno de 25cm2 através da adição de tripsina-EDTA 0,25%. Repetiu-se 

esse procedimento por três vezes, a fim de se obter uma cultura rica em MSC.  

 

Análise por Citometria de Fluxo 
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Para determinar o padrão de proteínas de superfície, as MSC foram 

analisadas por citometria de fluxo. Resumidamente, as células em cultura foram 

lavadas em PBS e dissociadas pela incubação com solução não enzimática a 37ºC 

por 5 minutos. As mesmas foram ressuspendidas em PBS e centrifugadas  a 300xg 

por 5 minutos. Após centrifugação, as células foram ressuspendidas em 100µl de 

PBS, passadas em filtro de 100µm de poro e contadas na câmara de Neubauer. A 

suspensão de células foi avolumada com PBS de modo que, a cada 100µl, detinha-

se 1,5x105 células. Em seguida, colocou-se 100µl da suspensão de células em tubos 

para citometria (12x75mm; BD Falcon). A cada tubo foram adicionados 3µl de 

anticorpos monoclonais (CD34 e CD45) que foram incubados por 20 minutos ao 

abrigo da luz. Após o período de incubação, as células foram lavadas uma vez com 

PBS e ressuspendidas em 200 µl de PBS e analisadas no citômetro (FACSAria Cell 

Sorter; Becton Dickinson). Utilizou-se o tubo que não possuía anticorpo como 

parâmetro de calibração do aparelho. No mínimo, 50000 eventos foram coletados e 

analisados com o BDFacs Diva Software. 

 

Ensaios de Diferenciação 

 

Para verificar a potencialidade das MSC, as mesmas foram cultivadas em 

meios indutores de diferenciação por 21 dias. MSC de mesma passagem cultivadas 

em DMEM Low Glucose pelo mesmo período de tempo foram utilizadas como 

controle. A seguir, descrevem-se os protocolos utilizados em cada tipo de indução. 

 

Indução adipogênica 

 

As MSC eram plaqueadas em placas de 6 poços (TPP®) a uma densidade de 

104 células/cm² e, após 72 horas, cultivadas em meio de indução adipogênica por 21 

dias. O meio adipogênico é composto por DMEM Low Glucose (Sigma-Aldrich) 

acrescido de 15% de SFB, suplementado com 10-7M de dexametasona, 2,07µM de 

insulina e 0,45mM de 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX; Sigma-Aldrich). Ao fim do 

protocolo de indução, as células foram fixadas em solução de paraformaldeído 4% 

em tampão fosfato por 20 minutos a 37°C e lavadas t rês vezes com PBS. Para 

identificar a presença de acúmulos intracelulares de triglicerídeos neutros, as células 

foram incubadas por 15 minutos com óleo vermelho O 0,5% (Sigma-Aldrich) em 
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temperatura ambiente. Retirava-se o excesso de corante com lavagens em água 

destilada. 

Indução Osteogênica 

 

Para esta indução, as MSC foram plaqueadas em placas de 6 poços (TPP®) 

a uma densidade de 104 células/cm² e, após 72 horas, cultivadas em meio de 

indução osteogênica por 21 dias. O meio osteogênico é composto por DMEM Low 

Glucose acrescido de 15% de soro fetal bovino (SFB), suplementado com 10-7M de 

dexametasona, 10mM de β-glicerolfosfato  e 0,5µM de ácido ascórbico. Ao final dos 

21 dias de indução, as células foram fixadas em solução de paraformaldeído 4% em 

tampão fosfato por 20 minutos a 37°C e lavadas três  vezes com PBS. Para 

identificar a presença de acúmulos de cálcio, as células foram incubadas por 15 

minutos com o corante vermelho de alizarina 1% (Sigma-Aldrich) em temperatura 

ambiente. Retirou-se o excesso de corante com lavagens em água destilada. 

 

Marcação celular 

 

 Após a contagem, as células GFP MSC foram coradas com os marcadores 

Hoescht® (Sigma) e Cell Tracer® (Invitrogen). Ambos os corantes foram adicionados 

sobre o sedimento de células e homogeneizado. As células privadas de luz foram 

incubadas em estufa com atmosfera úmida em presença de 5% de CO2 (Thermo 

Forma) durante 20 minutos. Uma vez marcadas, as células foram centrifugadas a 

250xg durante 5 minutos à temperatura ambiente. Repetiu-se este processo seis 

vezes para a retirada do possível excesso dos corantes. Ao final da última 

centrifugação, ajustou-se o volume de acordo com o número de células necessárias 

para o transplante celular. 

 

3.8 TRANSPLANTE CELULAR POR VIA INTRAMIOCÁRDICA 

 

Dez dias após a cirurgia de infarto, os animais eram anestesiados e 

acoplados ao ventilador previamente configurado com os mesmos parâmetros 

utilizados no protocolo de indução da lesão isquêmica. 

Realizava-se a toracotomia seguindo as etapas de incisão cutânea, 

divulsionamento dos músculos da região e toracotomia propriamente dita no quinto 
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espaço intercostal à esquerda. Nesse momento, o coração era visualizado e a 

região do infarto facilmente identificada pela presença de cicatriz (área 

esbranquiçada). Procedia-se à injeção de 1,5x104 de GFP-MSC (grupo 

experimental) ou Matrigel (BD Biosciences)(grupo-controle) na borda da cicatriz, 

adjacente ao músculo cardíaco íntegro, no volume de 30µL, dividida em três 

injeções em diferentes pontos. 

Após a injeção intramiocárdica, realizava-se a toracorrafia como descrita para 

a produção do infarto e os animais eram retirados do ventilador mecânico somente 

quando apresentassem movimentos respiratórios espontâneos. 

Ao final de duas a três horas, período em que os animais eram observados 

quanto a sua condição clínica, cirúrgica e pós-anestésica, eram recolocados em 

suas gaiolas, levados ao biotério e mantidos com água e ração ad libitum. 

 

3.9 TRANSPLANTE CELULAR POR VIA INTRAVENOSA 

 

 Obedecendo à mesma cronologia do protocolo de injeção intramiocárdica, os 

animais infartados eram anestesiados e após perda dos reflexos posturais fixados à 

mesa cirúrgica, tricotomizados e submetidos à assepsia com álcool etílico 70%. 

Realizou-se uma pequena incisão paratraqueal direita a 2mm da clavícula para que 

a veia jugular externa pudesse ser facilmente visualizada após leve divulsão do 

tecido subcutâneo. Com uma pequena seringa de insulina (BD ultrafine II 30UI, BD) 

puncionava-se a veia jugular e 100µL de solução com 2x105 GFP-MSC eram 

injetados na circulação. Antes da retirada da agulha, ocluía-se a veia 

temporariamente com o auxílio de dois clamps, posicionados cefálica e caudalmente 

ao local da punção. Após 1 minuto, desobstruía-se a veia jugular e o seu fluxo era 

restabelecido. Na ausência de sangramento, suturava-se a pele com fio mononylon 

5-0.  

 

3.10 HISTOPATOLOGIA 

 

 Foi infundida uma solução de heparina sódica (Liquemine®, Roche Brasil), 

10UI/10g de peso corporal, diluída em solução salina por via intraperitoneal. Sob 

anestesia com isoflurano (Cristália) os animais foram sacrificados por deslocamento 

cervical. Realizada incisão mento-pubiana na pele e retirada do gradil costal anterior 
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com o auxílio de tesoura e pinça cirúrgica. Em seguida, puncionava-se o ventrículo 

esquerdo com uma agulha 23 gauge e conectava-se a uma bomba peristáltica 

enquanto o átrio direito era seccionado. Perfundia-se o animal, inicialmente, com 

30ml de PBS durante 10 minutos e após com 30ml de formalina 4%. Após completa 

retirada do sangue e fixação inicial, seccionava-se o coração em três partes de 

mesma espessura. 

Para a determinação da área isquêmica 24 horas após a cirurgia, as fatias do 

coração foram colocadas durante 10 minutos em solução de TTC 1% (cloreto 2,3,5-

trifeniltetrazólio) a 37ºC. Esta técnica marca em vermelho o miocárdio viável e em 

branco o tecido isquêmico. O cálculo da área de infarto do coração é estimado pela 

média aritmética da área de infarto de cada secção do órgão  

A análise histológica nos protocolos crônicos foi feita com as colorações de 

hematoxilina e eosina (HE) e picrosirius em tecido emblocado em parafina. Analisou-

se o material em microscópio óptico. 

 

3.11 AVALIAÇÃO DO PERFIL DE EXPRESSÃO GÊNICA 

Extração de RNAm 

 

Extraiu-se o RNAm total com a utilização do Ribopure Kit (Ambion) a partir do 

tecido de todo o coração dos animais dos diferentes grupos. Após a extração, o RNA 

foi ressuspenso em água MilliQ livre de RNAse em quantidade suficiente para atingir 

uma concentração mínima de 1,25µg/mL; as amostras foram analisadas em 

espectrofotômetro para a determinação da concentração e a pureza do RNA 

avaliada pela relação entre a absorbância em 260nm e 280nm. 

 

Microarranjo Genético 

 

Compararam-se as amostras de RNAm extraídas de coração total de 

camundongos dos seguintes grupos: controle, infartado, infartado tratado com 

células mesenquimais. Para tal, utilizaram-se 14.576 sequências de cDNA 

produzidos no laboratório especializado em microarranjo de DNA do Albert Einstein 

College of Medicine (AECOM, Bronx, Nova Iorque, EUA) para hibridização. O RNAm 

extraído foi processado como descrito em Iacobas e colaboradores.118 
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 Resumidamente, foram utilizadas amostras de quatro animais para cada 

grupo. Cada amostra contendo 60µg RNAm foi transcrito para cDNA, utilizando 

dUTPs fluorescentes [Cy3-dUTP (verde; g) ou Cy5-dUTP (vermelho; r)]. Foram 

hibridizadas as seguintes combinações para análise de microarranjo: animais não 

infartados, animais infartados sem tratamento e animais infartados tratados com 

GFP-MSC. Os cDNA marcados foram hibridizados a 50°C . Após hibridização, as 

lâminas foram lavadas com solução contendo 0,1% dodecil sulfato de sódio (SDS) e 

1% SSC (3 M NaCl + 0.3 M citrato de sódio) para remover os cDNAs não 

hibridizados. 

 Após secagem, as amostras foram imediatamente escaneadas em um 

scanner especial para microarranjos (GeneTAC LS IV microarray scanner, Genomic 

Solutions). Para o processamento das imagens, alinhamento dos pontos e 

integração dos arquivos gerados pelas imagens e geração de relatório de 

intensidade dos dados utilizou-se o programa GenePix Pro 4.1. Os dados originais 

foram normalizados como descrito por Iacobas e colaboradores.119,120 O relatório 

final foi então gerado em forma numérica, em arquivo separado por vírgulas, 

compatível com Microsoft Excel e com o programa de análise estatística SAS. 

 A razão de expressão entre os grupos estudados foi computada como a 

média geométrica da intensidade de fluorescência normalizada detectada por cada 

canal (verde e vermelho) para o mesmo gene. O valor p da razão de fluorescências 

entre os grupos de estudo foi calculado utilizando-se o teste t de Student para as 

médias das duas distribuições. Foi considerada diferença estatisticamente 

significativa valores p<0,05. Todos os genes que apresentaram significância 

estatística (p<0,05) e variação na expressão maior ou menor que 1,5 (x>1,5 ou 

x<1,5) foram considerados com expressão aumentada ou diminuída em relação ao 

grupo-controle, respectivamente. Utilizaram-se os programas GenMapp e 

MappFinder (<www.genmapp.org>) para identificar a categoria (Gene Ontology) dos 

genes afetados. 

 

Validação do microarranjo 

 

 Para validação dos dados obtidos com a técnica de microarranjo de DNA, 

observou-se a expressão dos níveis de RNA mensageiro pela técnica de RT-PCR 

em tempo real nas mesmas amostras de RNAm utilizadas.  
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 Para tal, preparou-se o cDNA com o kit de transcrição reversa High Capacity 

(Applied Biosystems) de acordo as instruções do fabricante. Os genes Hif1a, Ifnar1, 

Nos2, Mmp23 e Tlr4 envolvidos na resposta inflamatória foram escolhidos e suas 

sequências obtidas no Genebank (Bethesda, USA). As amplificações do RT-PCR 

foram realizadas em placas de 96 poços do ABI Prism 7500 Fast Sequence Detector 

(Applied Biosystems) em reações de 25µl contendo 150nM dos iniciadores (primers) 

senso e anti-senso, Power SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) e 1µl do 

cDNA diluído 100X. O programa de amplificação consistiu em 55ºC por 2min, 95ºC 

por 10min seguido de 40 ciclos de 95ºC por 15s e anelamento a 60°C por 1min. 

Obtiveram-se dados de curva de dissociação ao final para verificar a especificidade 

da reação de PCR. Determinou-se a quantidade relativa do RNAm gene específico 

pelo método do CT comparativo expresso pela fórmula 2-(∆Ct), onde Ct se refere ao 

ciclo da reação no qual a amplificação começa a ser detectada, valor que é 

determinado pelo software 7500 Real-Time PCR System Sequence Detection. ∆Ct é 

a diferença entre o Ct do RNAm alvo menos o Ct do controle endógeno (beta-

actina). A variação na expressão entre os grupos foi obtida com a razão de valor 2-

(∆Ct) nos vários grupos tratados pelo valor do grupo normal. 

 

Hif1a (Gene bank accession number NM_010431) 

Senso (5’-3’) TCAAGTCAGCAACGTGGAAG 

Anti-senso (5’-3’) TATCGAGGCTGTGTCGACTG 

 

Ifnar1 (Gene bank accession number NC_000082) 

Senso (5’-3’) TCCCCGCAGTATTGATGAGT 

Anti-senso (5’-3’) CTGGTCTGTGAGCTGTACTT 

 

Mmp23 (Gene bank accession number NC_00070.5) 

Senso (5’-3’) CCACGGTGGCATTCACTTTGATGA 

Anti-senso (5’-3’) CAATGTGGCATTGAGGTGCATGAG 

 

Nos2 (Gene bank accession number NM_010927) 

Senso (5’-3’) TCCCTGATGACATTCCTTCTT 

Anti-senso (5’-3’) CATTGGAAGTGAAGCGTTTCG 
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Tlr4 (Gene bank accession number NM_021297) 

Senso (5’-3’) CAGCTGGGCTGTACAAACCTT 

Anti-senso (5’-3’) TGAGCCACATTGAGTTTCTTTA 

 

3.12 TRATAMENTO ESTATÍSTICO 

 

 Escolheu-se o teste a ser empregado de acordo com a finalidade e com as 

características da variável envolvida. Deu-se preferência à utilização de teste 

paramétrico, porém nos casos onde a variável não tinha uma distribuição normal ou 

os pressupostos para a sua utilização não podiam ser cumpridos, utilizava-se o teste 

não paramétrico equivalente. Assim, no caso de comparação entre os dois grupos, 

por exemplo, oclusão permanente vs. isquemia e reperfusão, foi utilizado o teste t de 

Student para grupos não pareados ou seu equivalente não paramétrico (Mann-

Whitney). Nas comparações entre três grupos optou-se pelo teste de ANOVA uma 

via e quando a variável tempo foi acrescentada utilizou-se ANOVA de duas vias. 

Para análise de sobrevida utilizou-se curva de Kaplan-Meier com teste de Mantel-

Cox. Nos casos de significância estatística empregou-se o pós-teste de Bonferroni. 

Em todos os testes, o grau mínimo de significância considerado foi 95% (p<0,05) ou 

99% (p<0,01) e os cálculos realizados no computador, utilizando para tanto o 

programa Graph Pad prisma 4®. 

 

3.13 DESENHO DO ESTUDO 

 
 O trabalho foi dividido em quatro fases de acordo com o tipo de protocolo de 

indução da lesão isquêmica e a via de administração adotada. O primeiro estudo 

baseou-se no infarto do miocárdio induzido por oclusão permanente da artéria 

descendente anterior e definição do modelo através de análises eletrocardiográficas, 

bioquímicas, através da dosagem de marcadores de necrose miocárdica (troponina I 

e CK-MB), ecocardiográfica, ergoespirométricas e histológicas. Ao final do estudo foi 

realizada a análise da expressão do RNAm do coração de animais infartados (figura 

3). 
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Figura 3 – FASE 1 : cronograma da definição do mode lo de infarto por oclusão 
permanente.    

Números abaixo da barra representam número de dias em relação à cirurgia (marco zero). 
ECG=eletrocardiograma; MNM= marcadores de necrose miocárdica; ECO=ecocardiograma; 
ERGO= ergoespirometria; Histo=histologia. 

 A segunda fase do estudo foi a terapia com células mesenquimais 

administradas por via intramiocárdica onze dias após a indução do infarto (figura 4).  

 
Figura 4 – FASE 2: cronograma da avaliação do poten cial terapêutico da 
administração de células mesenquimais  por via intr amiocárdica em animais 
infartados por oclusão permanente. 

Números abaixo da barra representam número de dias em relação à cirurgia (marco zero). 
ECG=eletrocardiograma; MNM= marcadores de necrose miocárdica; ECO=ecocardiograma; 
ERGO= ergoespirometria; TTO= tratamento; Histo=histologia. 

 Uma vez definido o efeito da injeção intramiocárdica das células 

mesenquimais injetadas diretamente no coração, optou-se por verificar se a 

administração de células por via intravenosa apresentaria algum benefício funcional. 

Para tanto foi realizado um terceiro protocolo (figura 5) para o estabelecimento do 

modelo de lesão miocárdica por isquemia e reperfusão e verificação do padrão 

eletrocardiográfico e histológico da lesão induzida, comparando os achados aos 

obtidos pela oclusão permanente da DA. 
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Figura 5 – FASE 3: comparação dos achados eletrocar diográficos e histológicos do 
protocolo de isquemia e reperfusão e oclusão perman ente.          
Números abaixo da barra representam número de dias em relação à cirurgia (marco zero). 
ECG=eletrocardiograma. Barra azul representa o grupo reperfundido e barra vermelha 
simboliza manutenção do estímulo isquêmico. 

 Após a observação do padrão eletrocardiográfico, foi realizada a avaliação da 

função cardíaca através do ecocardiograma seriado em aparelho específico para 

pequenos roedores (figura 6). 

 
Figura 6 – FASE 3: cronograma do protocolo de avali ação da função cardíaca após 
lesão miocárdica induzida por isquemia e reperfusão .           
Números abaixo da barra representam número de dias em relação à cirurgia (marco zero). 
ECG=eletrocardiograma; ECO=ecocardiograma. 

  Por fim, a fase 4 do estudo constituiu-se do tratamento dos animais 

infartados por isquemia e reperfusão através da injeção de células mesenquimais 

por via intravenosa, sendo comparados grupos que receberam uma injeção e três 

injeções seriadas, com intervalo de uma semana entre elas (figura 7). 

 
Figura 7 – FASE 4: cronograma do protocolo de terap ia por injeção intravenosa.      
Um grupo recebeu células 11 dias após a terapia e duas injeções de salina. O segundo 
grupo experimental recebeu três injeções de células seriadas (11, 18 e 24 dias após o 
infarto). O grupo placebo recebeu três injeções de salina nestas mesmas datas. Números 
abaixo da barra representam número de dias em relação à cirurgia (marco zero). 
ECG=eletrocardiograma; ECO=ecocardiograma. 
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4 RESULTADOS 

4.1 OCLUSÃO PERMANENTE 

 

O tempo de cirurgia necessário para a realização da traqueostomia, 

toracotomia, ligadura permanente da DA e síntese dos tecidos incisados foi 

aproximadamente de 10 minutos, no qual o animal permaneceu anestesiado e em 

prótese ventilatória. Mesmo com toracotomias amplas, não foi possível visualizar a 

circulação coronariana devido à pequena dimensão cardíaca. O uso de lentes de 

aumento também não contornou essa dificuldade, visto que o coração é uma 

estrutura móvel, perdendo-se continuamente a distância focal. Assim, a ligadura foi 

guiada pela relação anatômica da DA com a aurícula esquerda e o septo 

interventricular. 

Os animais pseudoinfartados (PI) receberam igual procedimento, mas como 

os mesmos não apresentaram alterações compatíveis com infarto do miocárdio seja 

pela análise eletrocardiográfica ou bioquímica, supusemos que a ligadura não foi 

bem sucedida. Isso pode ocorrer não só pela imprecisão cirúrgica como também 

pelo fato de que mesmo camundongos singeneicos podem apresentar variações 

anatômicas inclusive da circulação coronariana,15 o que dificulta ainda mais a 

ligadura efetiva da DA.  

A mortalidade nas primeiras 24 horas após a cirurgia ocorre devido à 

hemorragia, perfuração atrial, intolerância ao anestésico, mas principalmente devido 

a arritmias e insuficiência cardiorrespiratória aguda, totalizando 20% dos animais 

submetidos ao procedimento cirúrgico (Figura 8).  

Após esse período, as causas de morte são falência cardíaca ou ruptura 

miocárdica, o que ocorreu em cerca de 35% do total de animais submetidos ao 

processo de IAM. Um total de 18% dos camundongos infartados morreu por ruptura 

cardíaca analisados pela necropsia. A ruptura cardíaca pode ser considerada como 

uma exacerbação da expansão do IAM, no qual a região expandida é incapaz de 

manter sua integridade após a deposição de colágeno e formação da cicatriz.121 

Após o 15º dia do procedimento de ligadura da DA não se observaram óbitos. 
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Figura 8  – Análise de sobrevida PI vs. OP  
A mortalidade do grupo OP ocorreu principalmente em dois momentos: um na primeira 
semana em torno do terceiro dia e outro na segunda quinzena.  
PI=pseudoinfarto n=9; OP=oclusão permanente n=48, inicialmente. 

 

Eletrocardiograma 

 

O registro eletrocardiográfico foi realizado antes e após o procedimento 

cirúrgico com os animais fora do plano anestésico.122 Os animais pseudoinfartados 

não apresentaram nenhuma alteração eletrocardiográfica quando comparados de 

forma pareada aos registros de antes e depois do procedimento cirúrgico (Figura 

9A).  

A presença de supradesnivelamento do segmento ST e onda Q patológica, 

associada ao complexo QRS predominantemente negativo e onda T negativa na 

derivação D1 (Figura 9B) evidencia corrente de lesão, inatividade elétrica, desvio do 

eixo de despolarização ventricular para a direita e tecido cardíaco viável, porém 

isquêmico, respectivamente. Isso ocorre devido à lesão isquêmica da parede 

anterolateral irrigada pela DA. 
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Figura 9  – Representativo dos registros eletrocardiográficos P I vs. OP  
ECG derivação D1 de animal fora do plano anestésico, pseudoinfartados (A) e oclusão 
permanente (B) 24 horas após a cirurgia. Seta em (B) destaca a presença de onda Q 
patológica e a seta menor aponta para o supradesnivelamento do segmento ST. 

 

Além das alterações morfológicas das ondas eletrocardiográficas, a análise 

do ECG também evidenciou alterações de condução elétrica tanto atrial como 

ventricular (Tabela 1). Essas alterações perduraram até o término do estudo. O ECG 

foi capaz de evidenciar lesão isquêmica em 80% dos animais após 24 horas do 

procedimento cirúrgico. 
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Tabela 1 – Parâmetros eletrocardiográficos estudado s 

 Normal  
(n=25) 

PI 
(n=7) 

OP 
(n=10) 

Amplitude  

P (mV) 0,088 ± 0,033 0,118 ± 0,036 0,147 ± 0,068 

Q (mV) 0,003 ± 0,014 0,031 ± 0,045 0,221 ± 0,276 * # 

QRS (mV) 0,608 ± 0,254 0,760 ± 0,392 0,357 ± 0,316 # 

ST (mV) 0,004 ± 0,003 0,084 ± 0,087 0,397 ± 0,363 * # 

T (mV) 0,106 ± 0,063 -0,024 ± 0,200 -0,140 ± 0,270 * 

Duração  

P (ms)  11 ± 2 12 ± 1 14 ± 2 * 

PR (ms)  34 ± 7 32 ± 5 37 ± 6 

QRS (ms)  11 ± 2 14±4 15 ± 2 * 

QT (ms)  22 ± 6 39 ± 13 68 ± 49 * # 

QTc 71 ± 13 177 ± 147 201 ± 143 * 

FC 592 ± 105 679 ± 80 532 ± 78 # 

FC=frequência cardíaca; P=onda P; QRS=complexo QRS; T=onda T; PR=intervalo PR; Q=onda Q; 
ST=segmento ST; QT=intervalo QT; QTc=intervalo QT corrigido  
*p<0,05 vs. normal; #p<0,05 vs. PI (PI=pseudoinfarto; OP=oclusão permanente). Valores 
representam média ± desvio padrão. 
 

Bioquímica 

 

Além dos critérios eletrocardiográficos, utilizou-se também análise bioquímica 

para a detecção dos animais infartados. Amostras de sangue foram coletadas da 

circulação caudal dos camundongos, três dias após a cirurgia. A análise de 
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creatinoquinase isoforma MB (CK-MB) foi capaz de distinguir os grupos infartados 

de pseudoinfartados (Figura 10A).  

A concentração sérica de troponina I variou de 0,1ng/dL até 48ng/dL. Essa 

dispersão se justifica pela imprecisão da ligadura cirúrgica associada à variação 

anatômica da circulação coronariana. Todos os testes foram realizados com a 

mesma marca de kits de dosagem de troponina. Os animais com altos níveis de 

troponina I apresentaram pior desfecho clínico, morfofuncional e mortalidade 

precoce, confirmando o maior risco após processos isquêmicos agudos. Foram 

considerados infartados os animais em que os níveis séricos de troponina I 

superaram o corte de 0,3ng/dL (Figura 10B), o que aconteceu em 77% dos animais 

que sobreviveram ao protocolo cirúrgico. Os animais que não atingiram essa marca 

foram considerados pseudoinfartados (PI). Ao final dos protocolos experimentais 

iniciais a empresa que realizou os testes trocou o fornecedor de materiais e o novo 

kit não apresentou sensibilidade para a dosagem de troponina I em camundongos. 

Houve uma forte associação (>95%) entre as duas análises (ECG x cTn). 

Apenas um animal apresentou critério eletrocardiográfico positivo e bioquímico 

negativo. Somente foram classificados como infartados os animais que 

apresentaram os dois critérios para lesão isquêmica. 
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Figura 10 – Marcadores de necrose miocárdica  
Em (A) CK-MB e em (B) troponina I após três dias do procedimento cirúrgico.  
*p<0,05; PI=pseudoinfarto n=7; OP=oclusão permanente n=18; linha tracejada representa o valor 

normal. Valores representam média ± desvio padrão. 
 

Ecocardiograma 

 

Por ecocardiografia todos os grupos apresentaram valores basais similares 

(antes do procedimento cirúrgico) e as alterações induzidas pelo IAM estiveram 
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presentes até o término do estudo (Tabela 2). Sete semanas após o procedimento 

cirúrgico, a avaliação ecocardiográfica demonstrou, ao Modo–M, hipocinesia (Figura 

11) associada ao afinamento da parede anterior nos animais infartados, como 

também aumento do diâmetro da cavidade ventricular esquerda em sístole (controle 

0,23±0,03cm vs. OP 0,32±0,05cm, p<0,05) e diástole (controle 0,36±0,03cm vs. OP 

0,40±0,05cm, p<0,01) e redução da fração de encurtamento (controle 36±6% vs. OP 

22±7%, p<0,05), denotando características de insuficiência cardíaca. 

 

 
Figura 11 – Análise ecocardiográfica  
Eixo curto paraesternal modo-M (A) PI e (B) OP após três semanas. Em (B) observa-se 
hipocinesia de parede anterior (seta) associada à dilatação da cavidade ventricular. 
PI=pseudoinfarto; OP=oclusão permanente 

 

Os camundongos que não apresentaram ruptura cardíaca ou insuficiência 

cardíaca aguda desenvolveram dilatações mais modestas de VE, assim como menor 

afilamento de parede anterior. Durante a avaliação ecocardiográfica, em que os 

animais se apresentavam anestesiados, não houve diferença significativa da 

frequência cardíaca entre os grupos estudados. 
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Tabela 2 – Avaliação ecocardiográfica: Normal vs. P I vs. OP 

 Normal  
(n=25) 

PI 
(n=7) 

OP 
(n=10) 

VE d (cm)  0,36 ± 0,03 0,32 ± 0,11 0,40 ± 0,05 *# 

VE s (cm)  0,23 ± 0,03 0,21 ± 0,11 0,32 ± 0,05 *# 

PP d (cm)  0,09 ± 0,01 0,11 ± 0,03 0,08 ± 0,04 

Onda A  0,14 ± 0,05 0,12 ± 0,02 0,13 ± 0,02 

Onda E  0,43 ± 0,09 0,39 ± 0,07 0,53 ± 0,13 *# 

E/A 3,25 ± 0,78 3,29 ± 0,67 4,51 ± 1,09 *# 

FC (bpm)  250 ± 31 298 ± 56 249 ± 41 

FS (%) 36 ± 6 37 ± 12 22 ± 7 *# 

VE=diâmetro ventrículo esquerdo; E/A=relação entre onda E e onda A; FC=frequência cardíaca; 
FS=fração de encurtamento; PP=parede posterior; s=sístole; d=diástole  
*p<0,05 vs. controle; #p<0,05 vs. PI. (PI=pseudoinfarto; OP=oclusão permanente). Valores 
representam média ± desvio padrão. 
 

Ergoespirometria 

 

A avaliação ergoespirométrica possibilitou a estimativa da reserva cardíaca, 

desmascarando a real disfunção cardíaca mediante o estresse físico. Os resultados 

deste estudo demonstraram que os animais infartados apresentaram menor 

consumo máximo de oxigênio (VO2) (Figura 12A) como também menor limiar 

anaeróbio (Figura 12B) em relação ao grupo-controle e PI. A análise seriada 

evidenciou que no período pós-operatório recente (primeira semana), ambos os 

grupos (infartado e pseudoinfartado) apresentaram diminuição semelhante tanto do 

consumo máximo de oxigênio como do limiar anaeróbio. No grupo infartado houve 

uma progressão contínua da disfunção, enquanto que os animais pseudoinfartados 

apresentaram recuperação a níveis normais tanto do VO2 como do limiar anaeróbio 
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após a terceira semana da cirurgia. Os animais com VO2 e limiar anaeróbio menores 

apresentaram pior desfecho: maiores níveis de troponina, maior dilatação ventricular 

e mortalidade precoce.  
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Figura 12  – Análise ergoespirométrica PI vs. OP  

Em (A) consumo de oxigênio e em (B) limiar anaeróbio de animais PI e OP após a cirurgia. 
*p<0,05. (PI=pseudoinfarto; n=7, OP=oclusão permanente n=4). Valores representam média ± 
desvio padrão. 

 

Histopatologia 

 

Após um período de sete semanas, os animais de ambos os grupos foram 

sacrificados. O estudo macroscópico da cavidade torácica revelou alterações de 

sintopia dos órgãos, como aderências e processo inflamatório cicatricial evidente.  

No aspecto macroscópico dos corações, os animais infartados apresentaram 

dilatação da cavidade ventricular esquerda e afilamento da parede anterior 

associado à hipertrofia compensatória da parede septoposterior, perda da forma 

elíptica e presença visível de área de cicatriz na região anterolateral que, 

frequentemente, estendia-se até o ápice (Figura 13). Os corações pseudoinfartados 

eram similares aos dos animais-controle, exceto pela presença visível da linha de 

sutura e uma pequena área esbranquiçada que atingia somente a região 

subepicárdica ao redor da mesma. 
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Figura 13  – Fotografia dos corações OP vs. PI 
Análise macroscópica do ventrículo esquerdo, fatiado transversalmente, de animais do 
grupo OP (A) e PI (B), sete semanas após a cirurgia. 
PI=pseudoinfarto; OP=oclusão permanente 

 

A análise do peso cardíaco demonstrou um aumento no peso de corações 

infartados quando comparados a animais pseudoinfartados (Figura 14). Este 

resultado pode parecer contraditório, visto que nos corações infartados houve perda 

de tecido miocárdico e, por isso, esperar-se-ia uma diminuição do peso cardíaco. 

Porém, o crescimento cavitário associado à substituição do tecido necrótico por 

fibrose e à hipertrofia compensatória do miocárdio remanescente contrapõe-se à 

perda de miócitos. 
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Figura 14  – Peso úmido do coração PI vs. OP 
Observa-se o aumento do peso do coração dos animais submetidos à lesão isquêmica ao 
final do protocolo experimental. 
*p<0,05. Linha tracejada representa o valor normal. PI=pseudoinfarto n=6; OP=oclusão permanente 
n=6). Valores representam média ± desvio padrão. 
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A análise microscópica evidenciou presença exuberante de fibras de 

colágeno com lesão transmural (Figura 15A) e área de infarto de 25% a 35%. 

Quando corado em HE (Figura 15B), os corações infartados apresentaram processo 

inflamatório intenso com presença de inúmeras células mononucleares (linfócitos e 

macrófagos), o que é condizente com o infarto crônico. 

 
Figura 15 – Análise histológica OP 
Em A: observa-se a diminuição da espessura da parede anterior e substituição da matriz por 
fibras colágenas, marcadas em vermelho pela coloração de picrosirius. Em B: na coloração 
de HE observa-se presença do infiltrado inflamatório. 
 

Análise de microarranjo genético 

 

Uma vez confirmadas as alterações funcionais na fase crônica do infarto do 

miocárdio, investigaram-se as repercussões da lesão isquêmica miocárdica 

mediante a análise da expressão gênica. Para tal, utilizou-se a técnica de 

microarranjo genético. O coração inteiro de animais com lesão isquêmica cicatrizada 

foi examinado. Dentre os genes presentes na biblioteca específica, 11.300 genes 

foram identificados, dos quais 2213 (19,58%) genes apresentavam expressão 

alterada nos animais infartados em relação aos controles. Destes, a grande maioria 

(95,57% - 2115 genes) estava com sua expressão aumentada, enquanto somente 

98 genes apresentavam sua expressão diminuída. 

Para facilitar a interpretação dos resultados, os genes foram classificados de 

acordo com a função descrita no programa genMapp. A grande maioria dos genes 

alterados não possuía funções conhecidas (33%) ou funções não classificadas 

(11%).  
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Dos genes conhecidos, a expressão exacerbada foi evidenciada 

predominantemente em genes relacionados à diferenciação e proliferação celular, 

transporte iônico, ativação do sistema complemento e resposta imunoinflamatória. 

Por outro lado, a expressão diminuída de genes estava relacionada às seguintes 

categorias: sinalização, comunicação celular, cadeia respiratória, proteínas 

contráteis e metabolismo. 

 Diversos genes da categoria inflamação, responsáveis pela tradução de 

receptores envolvidos na resposta celular, apresentavam expressão 1,5 vezes maior 

do que no coração de animais controles. Dentre estes, observa-se a presença de 

genes codificantes para receptores de TNF (Tnfrsf1a, Tnfrsf1b, Tnfrsf12), receptor 

de interleucina 1 (IL-1r1) e receptor de INF-γ (Ifngr1 e Ifngr2). Alguns genes 

relacionados à morte celular programada tiveram sua expressão aumentada, dentre 

eles genes pró-apoptóticos da família das caspases (caspases 8 e 3) e genes 

antiapoptóticos representados pela família bcl-2. 

Não foi observada alteração da expressão de nenhuma interleucina com 

efeito anti-inflamatório (IL-4, IL-6 ou IL-10) ou de seus receptores no tecido cardíaco. 

Observou-se também a expressão aumentada de outras moléculas pró-inflamatórias 

como receptores Toll-like (TLR2 e TLR4) e proteínas de choque térmico (Hspb7 e 

Hspa12b). As análises também evidenciaram um aumento da expressão de 2,7 

vezes para o receptor de Fc de IgG (FcγR3), que sugere a uma resposta citotóxica 

dependente de anticorpos. Além disso, o gene para (Ccl8), também conhecido como 

MCP-2 (monocyte chemoattractant protein 2), apresentava-se altamente estimulado 

no tecido cardíaco atingindo valor 9,7 vezes maior que a expressão normal. 

A validação por PCR em tempo real foi feita por meio da análise de cinco 

genes que apresentaram expressão aumentada (Hif1a, Ifnar1, MMp23 and Tlr4) ou 

que não foram alterados pelo infarto (Nos2 – nitric oxide synthase 2, inducible). Os 

resultados estavam quantitativamente de acordo com os observados na técnica de 

microarranjo conforme observado na Figura 16. 
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Figura 16  – Validação do microarranjo por PCR em tempo real   
Variação na expressão de cada gene avaliado pelos dois métodos apresenta correlação 
positiva em cada amostra.  
Linha pontilhada representa intervalo de confiança 95% (Pearson R=0,968, p=0,0066). Valores 
representam média ± desvio padrão. 
 

4.2 CARACTERIZAÇÃO DAS CÉLULAS MESENQUIMAIS 

Características Morfológicas 

 

 As culturas foram observadas diariamente por microscópio de contraste de 

fase invertido para examinar a morfologia das células aderidas. Células semelhantes 

a fibroblastos aderidas ao plástico já podiam ser observadas nas culturas 24 horas 

após o plaqueamento. Além dessas, células de origem hematopoética, de morfologia 

arredondada, também compunham a população de células presentes na garrafa de 

cultura.  

 Nos dias subsequentes, as células fibroblastoides aumentaram em número, 

formando colônias isoladas em toda a superfície de cultivo. Ao fim da primeira 

semana, as colônias apresentavam maior tamanho e algumas das células 

arredondadas podiam ser visualizadas sobre as células fibroblastoides, formando 

uma segunda camada. Entre o 10°-14° dia de cultivo,  a cultura alcançou 80% de 

confluência; quando as células foram recuperadas por meio da adição de tripsina-

EDTA 0,25% e distribuídas em garrafas de 25cm² para expansão.  
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Figura 17 – Fotomicrografias representativas da mor fologia das MSC em cultura   
As células em primeira passagem com formato fibroblastoide e presença significativa de 
células arredondadas (A). Células em terceira passagem também fibroblastoides, com 
menor quantidade de células arredondadas presentes, organizavam-se de maneira a formar 
“morros e vales” (B).  
 

 As células em primeira passagem (Figura 17A) apresentavam-se mais 

heterogêneas, sendo predominante a população fibroblastoide. As células 

arredondadas ainda podiam ser visualizadas nesse momento, sem que se pudesse 

observar redução em seu número. Ao atingirem 80% de confluência, as células 

foram tripsinizadas, sendo este procedimento repetido três vezes. As células a partir 

da terceira passagem (Figura 17B) eram compostas por uma população rica de 

células que detinham características morfológicas semelhantes às classicamente 

atribuídas às células mesenquimais, como morfologia semelhante a fibroblastos e 

organização em formações similares a “morros e vales”. Pode-se notar diminuição 

progressiva da quantidade da população hematopoiética após as sucessivas 

passagens.  

 

Ensaios de Diferenciação  

 

As células-tronco mesenquimais têm como uma de suas características 

principais a capacidade de se diferenciar em linhagens celulares mesenquimais. 

Com esse intuito, a diferenciação em adipócitos e osteócitos foi induzida através do 

uso de meios específicos. 

Após 21 dias em cultivo em meio adipogênico, podia-se visualizar a presença 

de vacúolos refringentes dentro das células (Figura 18A). Quando coradas com óleo 
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vermelho O 0,5%, esses vacúolos se mostraram positivos para a marcação, estando 

ocupados por triglicerídeos neutros. Desse modo, as MSC encaminharam-se 

eficientemente à diferenciação adipogênica (Figura 18B). Diferentemente das células 

induzidas, as GFP-MSC cultivadas pelo mesmo período de tempo em meio de 

cultura comum não apresentaram marcação positiva para triglicerídeos (Figura 18C). 

 
Figura 18 – Indução adipogênica  
Fotomicrografias representativas do cultivo das MSC por 21 dias em meio indutor 
adipogênico (A e B) e em meio DMEM Low Glucose (C). Vacúolos intracitoplasmáticos 
refringentes podiam ser visualizados após o período de indução (A) e mostraram-se 
positivos em coloração com vermelho O, demonstrando conter triglicerídeos neutros (B). 
Aumento de 400X  

 

Quando cultivadas durante o mesmo período usado no protocolo anterior em 

meio osteogênico, as GFP-MSC apresentaram marcação positiva para cálcio, 

evidenciado pela coloração com vermelho de alizarina (Figura 19A). Por outro lado, 

as GFP-MSC cultivadas pelo mesmo período de tempo em meio de cultura comum 

não apresentaram marcação positiva para acúmulo de cálcio (Figura 19B). 

 

Figura 19 – Indução osteogênica 
Fotomicrografias representativas do cultivo das MSC por 21 dias em meio indutor 
osteogênico (A) e em meio DMEM Low Glucose (B). Após indução, as GFP-MSC 
apresentaram marcação positiva para cálcio, que se apresentavam na forma de depósitos 
(A).  
Aumento de 400X 
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Análise do Padrão de Proteínas de Superfície 
 
 A caracterização imunofenotípica das MSC (P3) foi realizada por meio de 

citometria de fluxo. A análise morfológica das células está representada na figura 

20A. Não foi detectada a expressão de CD34 (não mostrado) e CD45, moléculas 

encontradas em células progenitoras hematopoéticas/endoteliais (Figura 20B). 

 

 
Figura 20 – Citometria de fluxo das GFP-MSC   
Em A: gráfico correlacionando o tamanho (abcissa) e a granulosidade (ordenada) das 
células em terceira passagem. A população analisada se encontra delimitada pela elipse.  
Em B: histogramas representativos do perfil de expressão proteica de CD45 nas MSC.  
 

4.3 INJEÇÃO INTRAMIOCÁRDICA 

 

 Para investigar o potencial terapêutico da injeção intramiocárdica das células 

mesenquimais de medula óssea, foi realizado um estudo preliminar com 

camundongos submetidos ao procedimento de infarto por OP. Os animais foram 

estratificados quanto ao grau de lesão miocárdica (dosagem de cTn) e função 

ventricular em grupos homogêneos: tratados com GFP-MSC ou veículo (grupo-

placebo). 

 

Avaliação Funcional 

 

Na avaliação ecocardiográfica, ambos os grupos apresentaram valores 

similares após o procedimento de infarto, tanto de dimensões cavitárias como de 

fluxos. Não houve diferença significativa da frequência cardíaca entre os grupos 

analisados mesmo quando anestesiados. 

B A 
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Os animais que receberam células 1,5 x 104 células mesenquimais, onze dias 

após o infarto, apresentaram menor diâmetro ventricular e maior fração de 

encurtamento quando comparados aos camundongos infartados que receberam 

placebo ao final do protocolo experimental (Tabela 3). 

 
Tabela 3  – Avaliação ecocardiográfica: Placebo vs. GFP-MSC (vi a intramiocárdica)  

 Placebo  
(n=10) 

GFP-MSC 
(n=4) 

FC (bpm) 249 ± 41 220 ± 53 

PA d (cm)  0,06 ± 0,01 0,06 ±0,01 

PP d (cm)  0,08 ± 0,04 0,07 ±0,01 

VE d (cm)  0,40 ± 0,05 0,36 ± 0,02 

VE s (cm)  0,32 ± 0,05 0,24 ± 0,02* 

FS (%) 22 ± 7 35 ± 1* 
FC=frequência cardíaca; PA=espessura de parede anterior; PP=espessura de parede posterior; 
VE=diâmetro do ventrículo esquerdo; s=sístole; d=diástole; FS%=fração de encurtamento *p<0,05. 
Valores representam média ± desvio padrão. 
 

Na análise ergoespirométrica, ambos os grupos apresentaram valores basais 

similares (antes do procedimento cirúrgico). Após o procedimento de infarto, houve 

diminuição do consumo máximo de oxigênio. Isso se justifica não somente pela 

lesão isquêmica como também pela lesão cirúrgica, tendo ocorrido também com os 

animais da primeira etapa do estudo. Após o tratamento com veículo, os animais 

progrediram com disfunção cardíaca, evidenciada pela diminuição progressiva do 

VO2. No entanto, os animais tratados com GFP-MSC apresentaram recuperação do 

consumo de oxigênio já na primeira avaliação ergométrica após o tratamento, tendo 

se mantido até o final do estudo, porém sem retornar aos valores pré-infarto (Figura 

21). 
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Figura 21 – Avaliação ergoespirométrica: Placebo vs . GFP-MSC (via intramiocárdica)   
Após terapia com GFP-MSC, observa-se melhora funcional avaliada pelo consumo de 
oxigênio. Os animais que receberam placebo apresentaram disfunção progressiva. * p<0,05. 
Valores representam média ± desvio padrão. 

 

Avaliação Histológica 

 

Para tentar elucidar o mecanismo de ação das células mesenquimais de 

medula óssea, os corações dos animais tratados com células marcadas com eGFP, 

após o IAM, foram analisados histologicamente ao final do protocolo. Nenhuma 

célula marcada foi observada na região do perinfarto ou no tecido remanescente 

viável, ao término de sete semanas de estudo.  

Devido ao paradoxo da ausência de células marcadas, apesar da 

estabilização do desempenho cardíaco em longo prazo, realizou-se um novo 

protocolo para averiguar a localização das células marcadas e a efetividade da 

injeção. Este protocolo consistiu do procedimento de infarto do miocárdio, injeção 

por via intramiocárdica de GFP-MSC com marcação tríplice, respeitando a 

cronologia do estudo anterior, mas com o sacrifício seriado destes animais. Foi 

observada, de forma precoce, na primeira semana após a injeção, a presença de 

grande quantidade de células com marcação tríplice (GFP, Hoescht® e Cell Tracer®). 

Nesse momento, as células se apresentaram com formas arredondadas muito 

próximas entre si, basicamente na região de perinfarto (Figura 22). 
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Figura 22 – Avaliação histológica das células com t ripla marcação injetadas no 
miocárdio uma semana após a terapia.   
Observa-se a presença de grande quantidade de células com conformação globosa 
apresentando a marcação com Hoescht® (A), eGFP (B) e cell tracer® (C). (D) ilustra o campo 
claro do tecido analisado.  

 
 

A partir da segunda semana as células permaneceram com marcação tríplice, 

mas agora em número muito inferior ao inicial, distribuídas em várias regiões do 

tecido, entre a área de perinfarto e o tecido remanescente. Além disso, 

apresentavam-se com formas alongadas (Figura 23), dispersas entre si e distantes 

do local de injeção celular.  
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Figura 23 – Avaliação histológica das células com t ripla marcação injetadas no 
miocárdio duas semanas após a terapia .  
Observa-se a presença de pequena quantidade de células com conformação alongada e 
esparsas apresentando a marcação com Hoescht® (A), eGFP (B) e Cell Tracer® (C). (D) 
ilustra o campo claro do tecido analisado.  

 

Após a quarta semana, não foram observadas células marcadas no tecido 

hospedeiro. No grupo tratado com veículo, o volume injetado continha ambos os 

corantes - Hoescht® e Cell Tracer® - diluídos. Nesses corações não se observou a 

presença de marcação dos corantes no tecido cardíaco através da microscopia de 

epifluorescência.  

 

Microarranjo Genético 

 

A utilização da terapia celular foi capaz de modular a reprogramação gênica 

induzida pela lesão isquêmica. Com a utilização de MSC, 71% dos genes alterados 

pelo IAM tiveram sua expressão normalizada. Dentre os 1.000 genes que 

retornaram aos níveis basais após a terapia celular estão aqueles relacionados à 

angiogênese (VEGF), resposta imunoinflamatória (receptores IL-1, INF-γ e TNF-α), 

apoptose (caspases e bcl2) e remodelamento de matriz extracelular (mmp23, 

mmp25, timp1 e timp2) (Tabela 4).  
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Tabela 4  – Genes com expressão aumentada após o infarto do mio cárdio e 

normalizados após injeção intramiocárdica de GFP-MS C 

Nome  Símbolo  
IAM  IAM + MSC 

X  p  X  p  
Annexin A2 Anxa2 1,53 0,001 1,06 0,72 
Annexin A3 Anxa3 1,78 0,03 1,16 0,63 
APAF1 interacting protein Apip 1,69 0,01 -1,07 0,68 
Apoptosis, caspase activation inhibitor Aven 1,78 0,02 1,29 0,17 
Baculoviral IAP repeat-containing 2 Birc2 2,58 0,05 1,95 0,19 
Baculoviral IAP repeat-containing 3 Birc3 2,14 0,001 1,39 0,16 
BCL2/adenovirus E1B interacting protein 1 Bnip1 1,75 0,001 1,11 0,50 
BCL2/adenovirus E1B interacting protein 2 Bnip2 1,66 0,004 1,41 0,07 
BCL2/adenovirus E1B interacting protein 3 Bnip3 1,96 0,02 1,29 0,14 
BCL2-associated transcription factor 1 Bclaf1 2,08 0,02 1,30 0,38 
Bone morphogenetic protein 4 Bmp4 1,60 0,03 1,14 0,70 
Caspase 3 Casp3 1,88 0,04 1,85 0,19 
Caspase 8 Casp8 1,75 0,03 1,47 0,10 
Chemokine (C-C motif) ligand 8 Ccl8 9,70 0,02 7,17 0,10 
Chemokine (C-C motif) ligand 9 Ccl9 2,31 0,04 -1,07 0,87 
Chemokine (C-X-C motif) ligand 14 Cxcl14 2,31 0,03 2,52 0,16 
Fas-associated factor 1 Faf1 1,68 0,03 -1,01 0,98 
Fc receptor, IgG, low affinity III Fcgr3 2,70 0,02 1,26 0,48 
Heat shock protein 14 Hspa14 1,92 0,02 1,38 0,13 
Heat shock protein family, member 7 
(cardiovascular) Hspb7 1,78 0,01 1,11 0,54 
Hypoxia inducible factor 1, alpha subunit  Hif1a 1,63 0,01 -1,00 0,99 
Hypoxia up-regulated 1 Hyou1 2,02 0,01 1,64 0,22 
Hypoxia-inducible factor 1, alpha subunit inhibitor  Hif1an 1,61 0,01 1,91 0,13 
Interferon gamma receptor 1 Ifngr1 2,02 0,01 1,34 0,18 
Interleukin 1 receptor, type I Il1r1 2,53 0,02 1,69 0,09 
Interleukin-1 receptor-associated kinase 1 Irak1 1,57 0,04 1,48 0,09 
Interleukin-1 receptor-associated kinase 3 Irak3 2,95 0,03 1,56 0,25 
Matrix metallopeptidase 23 Mmp23 1,83 0,01 1,43 0,27 
Matrix metallopeptidase 25 Mmp25 2,12 0,03 3,61 0,09 
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Periostin, osteoblast specific factor  Postn 4,29 0,07 2,74 0,03 
Receptor (TNFRSF)-interacting serine-threonine 
kinase 1 Ripk1 2,23 0,01 1,29 0,39 
Reticulon 4 Rtn4 1,98 0,01 2,01 0,13 
Serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade G, 
member 1 Serping1 2,10 0,005 1,49 0,34 
Tissue inhibitor of metalloproteinase 1 Timp1 2,18 0,02 3,17 0,31 
Tissue inhibitor of metalloproteinase 2 Timp2 1,52 0,01 1,20 0,51 
Toll interacting protein  Tollip 1,50 0,05 1,12 0,60 
Topoisomerase (DNA) I Top1 2,11 0,03 1,65 0,10 
TRAF and TNF receptor associated protein Ttrap 1,63 0,01 -1,06 0,75 
TRAF family member-associated Nf-kappa B 
activator Tank 1,91 0,01 1,36 0,11 
Vascular endothelial growth factor A Vegfa 1,62 0,004 1,30 0,16 
Vascular endothelial growth factor C Vegfc  1,64 0,01 1,84 0,05 
X=variação da expressão em relação ao coração normal;  
Colunas vermelhas representam genes com expressão aumentada e amarelas representam genes 
com expressão normal. 

 

Apenas três genes com expressão aumentada pelo IAM apresentaram 

modulação negativa no grupo tratado com MSC (Tabela 5). 

 

Tabela 5 – Genes com expressão aumentada após o inf arto do miocárdio e diminuída 
após injeção intramiocárdica de GFP-MSC  

Nome  Símbolo  
IAM  IAM + MSC 

X  p  X  p  
DNA topoisomerase 1, mitochondrial  Top1mt 1,53 0,03 -14,62 0,02 
BCL2-like 1 Bcl2l1 1,82 0,01 -1,97 0,01 
FK506 binding protein 10 Fkbp10 4,75 0,00 -1,75 0,04 
X=variação da expressão em relação ao coração normal; Colunas vermelhas representam genes com 
expressão aumentada e as amarelas representam genes com expressão diminuída. 

 

Por outro lado, 738 genes sofreram modulação decorrente da injeção 

intramiocárdica de MSC, dos quais 593 apresentaram expressão aumentada. Dentre 

estes, estão presentes principalmente genes relacionados a proteínas contráteis 

(actina e miosina), organização de citoesqueleto, transporte de íons (potássio e 

cálcio), água e glicerol (aquaporina 7) e fatores inibidores de apoptose (Tabela 6). 
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 Em 145 genes observa-se modulação negativa (Tabela 7). Nenhum gene com 

expressão diminuída pelo infarto apresentou modulação positiva no grupo tratado. 

 

Tabela 6 – Genes com expressão normal após o infart o do miocárdio e aumentada 
após injeção intramiocárdica de GFP-MSC 

Nome  Símbolo  
IAM  IAM + MSC 

X  p  X  p  
Actin filament associated protein 1  Afap1  1,78 0,16 2,09 0,03 
Actin-binding LIM protein 1  Ablim1  1,34 0,12 1,69 0,03 
Myosin binding protein C, fast-type  Mybpc2  1,57  0,13  1,92  0,02  
Myosin XVIIIb  Myo18b  1,04  0,89  4,37  0,0001 

Potassium channel tetramerisation domain 
containing 12b  Kctd12b  1,17  0,48  2,98  0,004  
Potassium inwardly rectifying channel, 
subfamily J, member 11  Kcnj11  1,30  0,30  1,78  0,02  
Potassium inwardly-rectifying channel, 
subfamily J, member 3  Kcnj3  1,90  0,15  4,03  0,04  
Calcium channel, voltage-dependent, L type, 
alpha 1C subunit  Cacna1c 1,35 0,54 3,90 0,01 

Aquaporin 7  Aqp7  1,11 0,65 1,92 0,03 
X-linked inhibitor of apoptosis  Xiap  1,08  0,31  1,58  0,007  
XIAP associated factor 1  Xaf1  1,32  0,10  1,55  0,02  
Mechanistic target of rapamycin 
(serine/threonine kinase)  Mtor  1,30  0,43  2,81  0,004  

tetratricopeptide repeat domain 7  Ttc7  1,74  0,09  1,60  0,03  
Chemokine (C-C motif) ligand 2  Ccl2  1,03 0,88 2,09 0,03 
X=variação da expressão em relação ao coração normal;  
Colunas vermelhas representam genes com expressão aumentada e amarelas representam genes 
com expressão normal 
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Tabela 7 – Genes com expressão normal após o infart o do miocárdio e diminuída 
após injeção intramiocárdica de GFP-MSC  

Nome  Símbolo  
IAM  IAM + MSC 

X  p  X  p  
Angiotensinogen (serpin peptidase inhibitor, 
clade A, member 8) Agt -1,35 0,45 -3,45 0,03 
Calmodulin 2 Calm2 -1,08 0,60 -1,60 0,02 
Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (P21) Cdkn1a 1,69 0,18 -2,62 0,02 
Cytochrome c oxidase, subunit VIIIb Cox8b -1,35 0,12 -2,02 0,03 
Cytochrome c oxidase, subunit VIIIc  Cox8c -1,62 0,15 -3,66 0,03 
Cytochrome c oxidase, subunit XVII assembly 
protein homolog (yeast) Cox17 -1,46 0,02 -1,81 0,01 
Matrix metallopeptidase 27 Mmp27 -1,87 0,07 -2,72 0,03 
Tissue inhibitor of metalloproteinase 4 Timp4 1,06 0,80 -2,48 0,02 
X=variação da expressão em relação ao coração normal, 
Colunas amarelas representam genes com expressão normal e verdes representam genes 
com expressão diminuída. 
 

Após a terapia celular associada à atenuação da resposta ao estresse celular 

observou-se também uma alteração relativa da expressão do metabolismo, 

sinalização, transporte e transcrição celular, sugerindo um retorno à homeostase 

celular. 

 

4.4 ISQUEMIA E REPERFUSÃO 

 

 Uma vez observado o benefício funcional da injeção intramiocárdica das GFP-

MSC e sua ação sobre a expressão gênica nos corações infartados, questionou-se 

se a terapia por um acesso menos invasivo teria o mesmo efeito. O grande atrativo 

da utilização de uma via intravenosa é a possibilidade de injeções seriadas. Para 

isso, optou-se por desenvolver no laboratório um modelo de lesão miocárdica em 

que houvesse reperfusão e patência vascular após a lesão isquêmica. 

 O protocolo cirúrgico até o momento da ligadura foi o mesmo realizado no 

modelo de OP, perfazendo cerca de dez minutos. O animal permaneceu em 

isquemia durante 90 minutos. Após esse período, retornou à mesa cirúrgica para 

remoção da sutura, proporcionando a reperfusão e síntese final, em média por mais 

cinco minutos. O camundongo permaneceu ao longo do protocolo com o acesso 
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ventilatório instalado e em plano anestésico. Da mesma forma que o modelo de OP, 

não foi possível visualizar a DA, sendo a ligadura realizada mediante a visualização 

do septo interventricular e átrio esquerdo. Os animais PI receberam igual 

procedimento, porém sem que a oclusão fosse realizada. 

A mortalidade precoce foi semelhante ao modelo de OP, em torno de 27%, 

fato que pode ser atribuído à maior manipulação cirúrgica, tempo operatório 

prolongado e a ocorrência de arritmias de reperfusão. Apenas 13% dos animais 

morreram após as primeiras 24 horas de protocolo (Figura 24). 
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Figura  24 – Análise de sobrevida PI vs. OP vs. IR   
Mortalidade intraoperatória elevada nos animais submetidos à isquemia e reperfusão. 
PI=pseudoinfarto; OP=oclusão permanente; IR=isquemia e reperfusão 
 

Eletrocardiograma 

 

 O implante prévio dos eletrodos no tecido subcutâneo dos camundongos 

permitiu a realização do ECG durante a cirurgia e 24 horas após, sem que o animal 

fosse anestesiado. 

 Antes de iniciar o protocolo de IR, com o animal já anestesiado e fixado à 

mesa cirúrgica, foram registrados 10 segundos de ECG controle e, durante todo o 

protocolo, cada animal teve seu registro gravado. Aos 10 minutos após instalação da 

sutura para a indução da isquemia, foi possível observar a elevação do segmento 

ST. Esse segmento representa o momento entre o final da despolarização e o início 

da repolarização em que não há formação de novos vetores elétricos.123 Com a 
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redução do aporte sanguíneo, a permeabilidade da membrana dos miócitos 

modifica-se, permitindo a formação de dipolos durante essa transição, originando o 

desnivelamento positivo do segmento ST.124 Aproximadamente aos 45 minutos de 

isquemia, foi possível notar uma primeira onda Q (negativa) no complexo QRS, 

representando o início do acometimento da fase de despolarização dos miócitos 

isquêmicos. Com a progressão da lesão, tais células perdem suas características 

elétricas dando origem à onda Q patológica.123 Após a reperfusão, a principal 

característica observada foi o retorno do segmento ST à linha de base, 

representando o término do processo de corrente de lesão e sendo umas das 

alterações correlacionadas ao sucesso da terapia de reperfusão.125 As células que 

foram irreversivelmente lesadas são representadas no ECG pela presença da onda 

Q patológica. Após a remoção da sutura que interrompia o fluxo sanguíneo da DA, 

observou-se a ocorrência de algumas arritmias como extrassístoles e taquicardia 

ventricular não sustentada (Figura 25). 

 
Figura 25 – Representativo da evolução do ECG duran te a cirurgia   
A primeira alteração notada é o aparecimento da elevação do segmento ST (→)aos 10 
minutos, que denota a presença de isquemia. Aos 45 minutos, surge a onda Q (→), 
patognomônica de lesão irreversível. Trinta minutos após o início da reperfusão observa-se 
apenas a onda Q patológica sem a presença de supradesnivelamento do segmento ST, já 
que o estímulo isquêmico foi abolido.  
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No dia seguinte à cirurgia, os animais, não anestesiados, foram avaliados 

pelo ECG. Quando se analisaram os registros dos camundongos submetidos à OP e 

à IR, observou-se a presença da onda Q patológica nos dois grupos (Figura 26), 

característica de inatividade elétrica na parede anterior. Entretanto, o 

supradesnivelamento do segmento ST foi observado apenas nos animais 

submetidos ao protocolo de ligadura permanente da DA.  

 
Figura 26 – Análise eletrocardiográfica 24 horas ap ós a cirurgia OP vs. IR   
O supradesnivelamento do segmento ST (seta) está presente apenas no grupo com oclusão 
permanente (A), visto que o estímulo isquêmico foi abolido no grupo reperfundido (B). 

 

O retorno à linha de base do segmento ST na rotina clínica é um preditor 

simples e independente do sucesso da terapia de reperfusão miocárdica.126,127 Com 

base nisso, camundongos submetidos à IR e que 24 horas após a cirurgia 

apresentavam supradesnivelamento do segmento ST foram descartados do estudo. 

Nos diferentes protocolos realizados, em torno de 10% dos animais com isquemia 

transiente não tiveram sucesso na reperfusão. Além das alterações morfológicas das 
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ondas eletrocardiográficas, a análise do ECG também evidenciou alterações de 

condução elétrica tanto atrial como ventricular (Tabela 8). 

 

Tabela 8 – Análise eletrocardiográfica dos animais submetidos à isquemia e 

reperfusão  

 

Normal  
(n=10) 

IR 
(n=8) 

Amplitude  

P (mV) 0,09±0,03 0,11±0,04 

Q (mV) - 0,002±0,01 -0,376±0,35* 

QRS (mV) 0,417±0,463 -0,177±0,280* 

ST (mV) 0,004±0,06 0,06±0,07* 

T (mV) 0,180±0,95 0,489±0,137* 

Duração  

P (ms) 0,011±0,002 0,014±0,001* 

PR (ms) 0,03±0,007 0,05±0,02* 

QRS (ms) 0,01±0,002 0,03±0,006 

QT (ms) 0,027±0,005 0,027±0,011 

QTc 0,09±0,018 0,081±0,031 

FC 592±107 562±113 

 

IR=isquemia e reperfusão; FC=frequência cardíaca; P=onda P; QRS=complexo QRS; T=onda T; 
PR=intervalo PR; Q=onda Q; ST=segmento ST; QT=intervalo QT; QTc=intervalo QT corrigido 
*p<0,05 vs. Normal. Valores representam média ± desvio padrão. 
 

Ecocardiografia 

 

 Os animais normais e pseudoinfartados foram acompanhados ao longo do 

estudo e não foram observadas, em nenhum momento, alterações significativas em 
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relação às medidas de cavidade nos dois grupos. A frequência cardíaca foi 

monitorada ao longo de todo o exame permanecendo em torno de 350 a 400 

batimentos por minuto. 

 A utilização de equipamento específico para o uso laboratorial em pequenos 

roedores permitiu a detecção precoce das alterações estruturais induzidas pela 

lesão isquêmica. A avaliação bidimensional da cavidade ventricular demonstra a 

perda da conformação elíptica do VE (Figura 27A) que assume um formato globoso 

(Figura 27B). Além disso, a lesão isquêmica diminui a motilidade normal da parede 

anterior (Figura 27C) tornando-a acinética (Figura 27D).  

 

 
Figura 27 – Representativos da avaliação bidimensio nal (A e B) e unidimensional (C e 
D) de animais normais e infartados por isquemia e r eperfusão, respectivamente.  
Observa-se a alteração da conformação ventricular (linhas tracejadas amarelas em A e B), 
na qual os corações infartados apresentam dilatação da cavidade em sístole (linha branca) e 
diástole (linha branca tracejada). Além disso, nota-se acinesia da parede anterior indicada 
pela seta em D.  
VEs=diâmetro do ventrículo esquerdo em sístole; VEd=diâmetro ventrículo esquerdo em diástole 

 

 Ao final da primeira semana já é possível notar o aumento da cavidade 

ventricular em sístole (controle 2,10±0,43mm vs. 2,83±0,46mm, p<0,001) e em 

diástole (controle 3,26±0,33mm vs. 3,83±0,48mm, p<0,01), alterações que 

aumentam com o tempo após a cirurgia (Figuras 28A e B). 
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 Além do aumento da cavidade ventricular e acinesia da parede anterior 

observa-se ainda a redução da fração de encurtamento (controle 35,86±8,64% vs. 8 

dias 26,92±7,78%, p<0,05; vs. 20 dias 23,39±8,75%, p<0,01; vs. 60 dias 

19,96±5,56%, p<0,001) avaliada pelo modo bidimensional, e aumento da massa do 

ventrículo esquerdo (Figuras 28C e D).  
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Figura 28 – Avaliação ecocardiográfica dos animais infartados por isquemia e 
reperfusão 
Detecção da dilatação da cavidade ventricular em sístole (A) e diástole (B) foi possível já 
aos oito dias após o procedimento cirúrgico. Além disso, observou-se redução da fração de 
encurtamento e aumento da massa do ventrículo esquerdo.  
VEs=ventrículo esquerdo em sístole; VEd=ventrículo esquerdo em diástole; 
* vs. 0 p<0,05, *** vs. 0 p<0,001, ** vs. 0 p<0,01, ### vs. 8 dias p<0,001, ## vs. 8 dias p<0,01, ‡ vs. 
20 dias p<0,05. (n de cada grupo especificado nas barras). Valores representam média ± desvio 
padrão. 

 

Para avaliação da função diastólica, foi realizada a medida do tempo de 

relaxamento isovolumétrico. A deficiência diastólica foi constatada pela redução do 

TRIV (Figura 29A) presente logo na primeira avaliação (controle 26,8±6,25ms vs. 8 

dias 21,7±3,86ms p<0,001). 

B A 

D C 
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 Devido à maior sensibilidade do aparelho, foi possível aferir a fração de 

ejeção pelo método de Simpson (Figura 29B) através da obtenção de cortes 

transversais em diferentes alturas, associados a um corte longitudinal. Por meio 

dessa medida é possível inferir-se de forma global a disfunção cardíaca progressiva 

desses animais, desde o seu valor basal de 74,63±8,29% para 62,58±11,62% aos 

oito dias (p<0,01); 53,41±10,41% aos 20 dias (p<0,001 vs. controle); e para 

52,42±10,41% aos 60 dias após o procedimento (p<0,001 vs. controle). 
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Figura 29 – Tempo de relaxamento isovolumétrico e f ração de ejeção pelo método de 
Simpson de animais infartados por isquemia e reperf usão.   
Avaliação mais fidedigna da disfunção cardíaca progressiva e permanente provocada pela 
injúria isquêmica. 
*** vs. 0 p<0,001; ** vs. 0 p<0,01; *vs. 0 p<0,05. Valores representam média ± desvio padrão. 
 

Histopatologia 

 

Uma parcela previamente determinada dos grupos experimentais foi 

sacrificada e os corações corados por TTC, permitindo a quantificação da área de 

infarto. Devido à maior lesão isquêmica, o grupo OP apresentou uma área de infarto 

maior que o grupo IR (18,91±7,07% vs. 7,76± 5,42%, p=0,021). 

Ao final de 30 dias, o restante dos animais foi sacrificado e submetido à 

análise macroscópica do coração e análises histológicas por coloração de 

hemaxilina e eosina e picrosírius. A análise macroscópica do tecido (Figura 30) 

revelou a presença de área infartada nos animais submetidos à IR e diminuição da 

espessura da parede aos cortes transversais. No grupo OP, a lesão isquêmica levou 

a intenso remodelamento cardíaco com dilatação importante da cavidade ventricular 

e à formação de aneurimas de ponta. 

A B 
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Figura 30  – Análise macroscópica aos 30 dias após a cirurgia no s grupos IR e OP 
As setas pretas delimitam a borda cicatricial e as amarelas mostram o afilamento da parede 
do ventrículo esquerdo.  
IR=isquemia e reperfusão; OP=oclusão permanente 

 

Pela avaliação microcópica após colorações (Figura 31), observa-se no grupo 

IR a deposição de colágeno e a presença do infiltrado inflamatório característicos do 

infarto do miocárdio em estágio crônico, comprovando a efetividade do procedimento 

cirúrgico. 

 
Figura 31 – Histologia aos 30 dias após a cirurgia em animais submetidos  à isquemia 
e reperfusão .  
Em A: observa-se a coloração de picrosírius marcando em vermelho a região de fibrose. Em 
B e C: está o aumento de 100x da região delimitada pelo retângulo em A, nas colorações de 
picrosírius e hematoxilina e eosina, respectivamente. 
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4.5 INJEÇÃO INTRAVENOSA 

 
 A possibilidade de administração das células por um acesso pouco invasivo 

permitiu a realização de injeções seriadas de GFP-MSC. Após a cirurgia, os animais 

infartados foram estratificados segundo a disfunção ecocardiográfica avaliada, 11 

dias após a cirurgia, em três grupos experimentais segundo a quantidade de 

injeções de células que receberiam: placebo (três injeções semanais de veículo a 

partir do 18º dia pós-cirúrgico), uma injeção (uma injeção de 2x105 células no 18º dia 

e duas injeções de veículo nas duas semanas consecutivas) e três injeções (três 

injeções semanais de 2x105 células a partir do 18º dia de protocolo). A injeção das 

células foi feita pela veia jugular externa dos camundongos.  

 Nenhum animal morreu após a administração das células GFP-MSC pela veia 

jugular. Em diferentes protocolos no laboratório, a injeção por esta via não obteve 

este mesmo sucesso. Ao serem injetadas células mesenquimais de tecido adiposo, 

células mesenquimais derivadas de cordão umbilical ou placenta humana, todos os 

animais morreram poucos minutos após a administração. 

 

Avaliação funcional  

 

Na avaliação ecocardiográfica, ambos os grupos apresentaram valores 

similares após o procedimento de infarto, tanto de dimensões cavitárias como de 

fluxos. Não houve diferença significativa da frequência cardíaca entre os grupos 

analisados mesmo quando anestesiados. 

 Os animais do grupo-placebo, 18 dias após a IR, apresentaram importante 

dilatação da cavidade ventricular tanto em sístole (2,52±0,28mm vs. 3,60±0,49mm, 

p<0,05) quanto em diástole (3,71±0,32mm vs. 4,58±0,48mm, p<0,05), associada à 

redução da fração de encurtamento (31,95±5,93% vs. 21,62±3,99%) e ejeção 

(60,4±8,41mm vs. 43,71±6,7mm, p<0,05). Não se observaram diferenças 

significativas entre este grupo e os animais que receberam uma injeção de células 

GFP-MSC em todos os parâmetros avaliados (Tabela 9). 
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Tabela 9  – Avaliação ecocardiográfica dos animais submetidos à  isquemia e 

reperfusão e tratados com placebo, uma ou três inje ções de GFP-MSC por via 

intravenosa  

 

Normal  
(n=16)  

Placebo  
(n=9)  

1 injeção  
(n=7)  

3 injeções  
(n=5)  

  
8 dias  60 dias  8 dias  60 dias  8 dias  60 dias  

VE s 
(mm)  

2,10 ± 
0,43  

2,52 ± 
0,29  

3,60 ± 
0,49  

2,71 ± 
0,14  

3,39 ± 
0,33  

2,75 ± 
0,50  

2,97 ± 
0,57**  

SIV s 
(mm)  

0,88 ± 
0,21  

0,92 ± 
0,30  

0,85 ± 
0,26  

0,87 ± 
0,14  

0,97 ± 
0,18  

0,80 ± 
0,25  

0,87 ± 
0,26  

PP s 
(mm)  

0,91 ± 
0,18  

1,12 ± 
0,22  

0,85 ± 
0,22  

1,07 ± 
0,23  

0,83 ± 
0,09  

0,96 ± 
0,11  

1,07 ± 
0,08  

VOL s 
(µL)  

15,48 ± 
7,93  

23,32 ± 
6,90  

55,95 ± 
19,12  

27,46 ± 
3,56  

47,71 ± 
10,68  

29,59 ± 
13,45  

35,81 ± 
17,09**  

VE  d 
(mm)  

3,26 ± 
0,33  

3,71 ± 
0,32  

4,58 ± 
0,48  

3,68 ± 
0,33  

4,32 ± 
0,28  

3,68 ± 
0,39  

3,90 ± 
0,65**  

SIV d 
(mm)  

0,54 ± 
0,08  

0,63 ± 
0,12  

0,56 ± 
0,14  

0,64 ± 
0,14  

0,72 ± 
0,14  

0,57 ± 
0,13  

0,60 ± 
0,20  

PP d 
(mm)  

0,54 ± 
0,09  

0,68 ± 
0,11  

0,85 ± 
0,22  

0,68 ± 
0,15  

0,83 ± 
0,09  

0,63 ± 
0,04  

0,72 ± 
0,13  

VOL d 
(µL)  

43,49 ± 
10,43  

59,21 ± 
13,02  

97,94 ± 
25,34  

58,13 ± 
12,23  

84,25 ± 
12.65  

58,03 ± 
14,89  

68,34 ± 
27,26**  

VE 
massa 
(mg)  

39,86 ± 
9,08  

64,56 ± 
17,12  

100,50 ± 
23,53  

64,71 ± 
17,90  

101,73 ± 
15,46  

55,76 ± 
11,30  

70,54 ± 
21,78*  

FS (%)  35,86 ± 
8,64  

31,95 ± 
5,93  

21,62 ± 
4,00  

26,08 ± 
5,24  

21,50 ± 
4,92  

25,48 ± 
7,70  

24,16 ± 
2,86  

Atenuação do remodelamento ventricular nos animais que receberam três doses de células 
mesenquimais.  
VE=diâmetro do ventrículo esquerdo; VOL=volume ventricular; SIV=septo interventricular; PP=parede 
posterior; FS=fração de encurtamento; EF=fração de ejeção; s=sístole; d=diástole  
*p<0,05; **p<0,01. Valores representam média ± desvio padrão. 
 

 Entretanto os animais que receberam três doses de células apresentaram 

menor dilatação da cavidade ventricular ao longo do protocolo quando comparados 
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ao grupo-placebo em sístole (2,97±0,57mm vs. 3,60±0,49mm, p<0,01) e diástole 

(3,90±0,65mm vs. 4,58±0,48mm, p<0,01) (Tabela 9 e Figura 32). 
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Figura 32 – Avaliação ecocardiográfica: Placebo vs.  1 injeção vs. 3 injeções   
O remodelamento cardíaco não progrediu nos animais que receberam três injeções de GFP-MSC. 
**p<0,01. Placebo n=9; 1 injeção n=7; 3 injeções n=5.  
VE=diâmetro do ventrículo esquerdo; VOL=volume ventricular; s=sístole; d=diástole. Linha tracejada 
representa o valor normal antes do infarto. Valores representam média ± desvio padrão. 
 

Além disso, observou-se no grupo que recebeu as três injeções de GFP-MSC 

a manutenção da fração de encurtamento até o 60º dia de estudo (oito dias: 

25,48±7,70 e 60 dias: 24,16±2,86), enquanto no grupo-placebo (oito dias: 

31,95±5,93 e 60 dias: 21,62±4,00) e no que recebeu uma única injeção de células 

(oito dias: 26,08±5,24 e 60 dias: 21,50±4,92) este valor caiu ao longo do tempo. 

Porém aos 60 dias não houve diferença significativa de fração de encurtamento 

entre os três grupos (Figura 33A), embora a massa do VE tenha sido menor no 

grupo tratado três vezes com as células (placebo: 100,50±23,53, uma injeção: 

101,73±15,46, três injeções: 70,54 ± 21,78, p<0,01) (Figura 33B). 

B A 

D C 
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Figura 33 – Avaliação ecocardiográfica: Placebo vs.  1 injeção vs. 3 injeções   
O protocolo de três injeções seriadas de GFP-MSC preveniu o aumento de VE e manteve a 
fração de encurtamento.  
*p<0,05. Valores representam média ± desvio padrão. 
 

Avaliação Histológica 

 

 Ao final do protocolo (60 dias), coração, fígado, pulmão, rim e baço foram 

extraídos e o tecido investigado à procura de células marcadas. Não foram 

observadas células com a tripla marcação nos tecido avaliados, assim como ao 

término do protocolo de injeção intramiocárdica. 

A B 
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5 DISCUSSÃO 

 

 Em modelos animais, a patologia induzida deve assemelhar-se à desordem 

humana com relação às características funcionais e aos aspectos estruturais. Os 

indícios mais importantes para criar o modelo experimental, obedecendo a essas 

circunstâncias, são obtidos na fisiopatologia da doença.114 No caso da 

cardiomiopatia isquêmica, a redução crônica do aporte sanguíneo pela formação das 

placas ateroscleróticas ou pela oclusão súbita por trombose de uma artéria coronária 

leva ao desenvolvimento em médio prazo da IC.128 Assim, várias estratégias e 

métodos foram desenvolvidos para induzir o IAM. 

 Baseado nos princípios da doença de base do IAM, a alimentação rica em 

colesterol e gordura induz a hipercolesterolemia que é o fator de risco mais 

importante para a aterosclerose, levando à oclusão coronariana e consequente 

infarto do miocárdio, em modelo já descrito em suínos,129 ratos130 e em duas 

espécies de primatas.131 Entretanto, embora esse momento reproduza mais 

fielmente a doença humana, o momento e o local da oclusão ocorrem 

aleatoriamente, sem controle sobre a extensão do dano miocárdico. 

 Em contraste, a indução cirúrgica do IAM em modelos animais tem como 

vantagem a fácil identificação do momento, localização e extensão do evento 

coronariano, levando a resultados reprodutíveis. Como opção aos modelos de 

ligadura, dispõe-se da crioinjúria, capaz de gerar lesões semelhantes aos demais 

modelos, porém através de fisiopatologia muito distinta. A lesão provocada pelo 

processo de congelamento resulta da formação de cristais de gelo no espaço intra e 

extracelular e intravascular.132  

 Na tentativa de melhor compreender os mecanismos celulares envolvidos no 

processo fisiopatológico da lesão isquêmica cardíaca, sem a interferência da 

aterosclerose, este grupo utilizou dois modelos experimentais de infarto agudo do 

miocárdio mediante a ligadura permanente ou transiente da artéria descendente 

anterior, em camundongos C57BL/6. Além da lesão isquêmica focal, os animais 

submetidos ao procedimento de infarto evoluíram com disfunção miocárdica 

avaliada por parâmetros elétricos, ecocardiográficos e ergoespirométricos. 
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Procedimento Cirúrgico 

 

A sobrevida tanto da fase precoce como da tardia dos animais infartados está 

próxima ao descrito na literatura133-135 em ambos os modelos. A utilização de 

eletrocauterização ou crioinjúria em vez de ligadura permanente da DA reduz a 

mortalidade tanto precoce como tardia em quase 50%,132,136 mas como mencionado 

a fisiopatologia da lesão é distinta. Apesar do menor dano miocárdico induzido pela 

isquemia e reperfusão, a mortalidade nas primeiras 24 horas após a cirurgia foi 

semelhante nos dois modelos experimentais. Alguns fatores explicam tal dado, como 

a maior manipulação cirúrgica dos animais submetidos à IR, tempo de procedimento 

mais longo e principalmente a ocorrência de arritmias características do processo de 

reperfusão. 

 Embora alguns estudos epidemiológicos sugiram diferenças adaptativas entre 

machos e fêmeas pós-IAM,137-139 neste estudo não se observaram diferenças 

significativas entre os sexos para nenhuma das análises realizadas. 

 

Marcadores de Necrose Miocárdica 

 

As lesões miocárdicas causadas pelo IAM são acompanhadas por morte 

celular através de necrose e apoptose. A necrose celular pode fazer com que 

constituintes do meio intracelular extravasem para o meio externo, 

consequentemente atingindo a circulação sanguínea, servindo como marcadores 

dessa situação. As troponinas I e T são utilizadas rotineiramente como marcadores 

específicos de injúria de células cardíacas140 e têm se mostrado bastante úteis para 

a estratificação do risco após processos isquêmicos agudos e também para o 

diagnóstico de infarto agudo,141,142  possuindo correlação entre seus níveis séricos e 

a área do infarto medido no meio clínico143 e experimental.144,145 

É interessante observar que a liberação de troponina acontece na área 

infartada, ou seja, nas células miocárdicas que estão em necrose e não no 

miocárdio remanescente, e esta perda celular pode ser demonstrada mesmo antes 

que haja alterações detectáveis pela histopatologia.146 A Sociedade Europeia de 

Cardiologia e o Colégio Americano de Cardiologia têm sugerido a substituição da 

medida de CK-MB (enzima creatina-fosfoquinase específica para o músculo 

cardíaco) pela medida de troponinas no sangue por sua maior sensibilidade para 
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lesões no tecido cardíaco, e por permanecer em níveis elevados por mais tempo que 

a CK-MB.147 

 Porém, as publicações experimentais usando troponina como marcador de 

lesão miocárdica são limitadas devido à pequena quantidade de amostra sanguínea 

que pode ser obtida dos camundongos. Mesmo assim, Metzler e colaboradores 

mostraram em seu estudo que após 24h do IAM havia uma correlação, com r=0,84, 

entre os níveis séricos de troponina e a área de infarto.148 Neste estudo, foram 

utilizados kits para a dosagem de troponina I em humanos que apresentaram ótima 

correlação com os dados eletrocardiográficos e histológicos. 

 

Eletrocardiograma 

 

O eletrocardiograma permanece sendo uma ferramenta crucial para a 

identificação e o acompanhamento de pacientes infartados. Uma análise detalhada 

do padrão do segmento ST influencia a tomada de decisão em relação à terapia 

reperfusional. Além disso, o ECG é capaz de detectar arritmias, fruto do processo de 

remodelamento, que influencia o desfecho do paciente em curto prazo.  

O ECG além de servir para a monitorização cirúrgica foi importante 

ferramenta na classificação dos grupos experimentais, permitindo classificação 

rápida e contínua dos grupos estudados. Estudos têm utilizado o registro do ECG 

em camundongos para caracterizar modelos transgênicos e patológicos de 

disfunção cardíaca.149-151 Embora fácil de manusear, o ECG apresenta alta variação 

dos parâmetros analisados, com resultados discrepantes entre um estudo e outro.152 

Isso se deve a diferenças de aquisição, técnicas de mensuração, diferenças de 

sexo,153 idade,154 além da anestesia,155 caso utilizada. No presente caso, entretanto, 

as alterações do ECG, patognomônicas de IAM, como supradesnivelamento de 

segmento ST e onda Q patológica, apresentaram excelente correlação com os 

marcadores bioquímicos de necrose.  

No pós-cirúrgico imediato, observou-se a presença de alterações do ritmo 

cardíaco como as taquicardias, fibrilação ventricular e o ritmo idioventricular 

acelerado. Alguns autores citam esses distúrbios de condução como marcadores 

inespecíficos de sucesso da reperfusão.156,157 
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Ecocardiograma 

 

Devido à riqueza de informações oferecidas, além da vantagem de ser um 

método não invasivo e trazer informações em tempo real do coração, sobretudo as 

referentes à evolução das doenças, o ecocardiograma ganhou grande popularidade 

e vem sendo aplicado frequentemente, inclusive em nível experimental. Esta 

ferramenta permite análise rápida em estudos in vivo, traduzindo-se num grande 

potencial para a avaliação do curso temporal do remodelamento cardíaco. Em 

conjunto com o efeito Doppler, o ECO continua sendo crucial para a detecção e 

quantificação das doenças cardiovasculares, fornecendo prognósticos e avaliando 

terapias.158 

Após o IAM, devido à perda de miocárdio viável, as funções sistólica e 

diastólica encontram-se diminuídas, além de poder ocorrer elevação da pressão 

diastólica final, depressão da pressão sistólica desenvolvida pelo ventrículo 

esquerdo e diminuição do débito cardíaco. 

A função diastólica do ventrículo esquerdo é comumente avaliada pelo fluxo 

transmitral. Neste, observa-se o fluxo do enchimento rápido do ventrículo esquerdo 

(onda E) e do enchimento proveniente da contração atrial (onda A). Com 

mensuração da razão E/A, é possível acompanhar o desenvolvimento do processo 

de remodelamento no qual o paciente evolui através de padrões bem caracterizados 

de alteração do relaxamento, passando por um estágio de pseudonormalização até 

chegar à fase crônica da restrição do enchimento ventricular.  

Embora a utilização de camundongos tenha trazido um grande avanço às 

pesquisas de identificação dos fatores genéticos envolvidos em doenças 

cardiovasculares, isso também criou desafios de avaliação de parâmetros 

morfofuncionais em pequenos corações. Os estudos de doenças humanas em 

modelos de camundongos transgênicos eram bastante limitados pela frequência 

cardíaca elevada e a pequena dimensão do coração. Recentemente, o aumento da 

velocidade de passagem de quadro e a obtenção de transdutores menores e de alta 

frequência, além da criação de imagens digitalizadas, possibilitaram uma avaliação 

mais acurada e reprodutível das imagens ecocardiográficas, inclusive em 

camundongos não anestesiados.159 

Tornou-se possível observar, em modelos murinos, alterações segmentares 

da motilidade da parede ventricular e correlacioná-las com área de risco isquêmico e 
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área de infarto,160 sendo possível também avaliar as funções sistólica e diastólica.161 

A análise seriada de estudos ecocardiográficos em pacientes tem mostrado uma 

dilatação do VE tanto na fase aguda como crônica e que atinge tanto a região 

infartada como a região remanescente. Além da dilatação ventricular pós-IAM, a 

função cardíaca está prejudicada, como evidenciado pela fração de encurtamento e 

elevação da pressão diastólica final do VE, acarretando importantes implicações 

prognósticas.162 

Apesar de toda essa tecnologia, nem sempre se observam com clareza os 

infartos de parede anterior do ventrículo em murinos, devido ao afilamento, acinesia 

e aderência pós-operatória.  

 A avaliação da função cardíaca de camundongos é limitada pelo pequeno 

tamanho do coração e sua frequência de batimentos elevada. Transdutores de 

frequência baixa, quando utilizados para adquirir imagens em campo próximo, 

realizam essa avaliação de maneira deficiente163 e não apresentam sensibilidade 

suficiente para detectar pequenas disfunções. 

Ecocardiogramas convencionais, equipados com transdutores de até 15MHz 

utilizados em hospitais, foram adaptados para a avaliação da função cardíaca em 

camundongos.164 Inicialmente, durante os protocolos de OP, esse era o 

equipamento disponível para a realização do presente estudo. Apesar de prover 

informações importantes em outros modelos de doenças cardíacas, tais 

equipamentos não apresentam sensibilidade suficiente para inferir a função cardíaca 

no modelo de injúria por IR. 

 O modelo de infarto do miocárdio induzido por IR provoca disfunção 

ventricular dependente do tempo ao qual o animal é submetido à restrição de aporte 

sanguíneo.165,166 Michael e colaboradores48 compararam a disfunção miocárdica de 

diferentes períodos de isquemia à oclusão permanente da artéria descendente 

anterior através da análise da perimetria da área infartada do ventrículo esquerdo. 

As oclusões temporárias de 30 minutos e de 60 minutos geraram lesões muito 

pequenas, possivelmente não detectáveis ao ecocardiograma. Entretanto o insulto 

isquêmico de 120 minutos levou a uma lesão sem diferença estatística quando 

comparada a animais infartados pela oclusão permanente da artéria em questão.  

 Em vista disso, adotou-se o tempo de 90 minutos como protocolo de 

isquemia, com o intuito de gerar lesões evidenciáveis ao ecocardiograma, sem 

provocar a mesma disfunção cardíaca que a oclusão permanente da descendente 
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anterior. Neste modelo foi possível detectar alterações ecocardiográficas precoces 

provocadas pela injúria, logo na primeira semana após o procedimento. Além disso, 

a evolução do remodelamento cardíaco pôde ser acompanhada ao longo dos dois 

meses de estudo. 

O ecocardiógrafo específico para camundongos foi extremamente útil para a 

caracterização do modelo de infarto do miocárdio induzido por IR. Esse modelo 

mimetiza mais precisamente a situação clínica em que o paciente diagnosticado com 

infarto é submetido a alguma terapia de revascularização. Apesar de extensamente 

utilizada, a oclusão permanente da artéria coronária descendente anterior não é um 

modelo indicado para teste de administração de células, moléculas ou drogas que 

atuem diretamente na região isquêmica. 

 

Microarranjo genético 

 

 A avaliação do perfil de expressão gênica em resposta à disfunção miocárdica 

de origem isquêmica destacou a ativação de processos de dano, reparo e 

remodelamento, refletido pelo aumento da expressão de proteínas de choque 

térmico e receptores toll-like. Além disso, observou-se um aumento da expressão de 

genes relacionado à via de apoptose. A presença de insulto isquêmico, associada à 

alteração nos processos de reparo e remodelamento, levam à reprogramação 

metabólica, constatada pelo grande número de genes alterados relacionados à 

manutenção da homeostase, regulação de ciclo celular, proteínas de citoesqueleto, 

fatores de transcrição e resposta ao estresse. 

 Devaux e colaboradores, procurando novos marcadores de prognóstico em 

pacientes com insuficiência cardíaca, avaliaram a expressão de genes relacionados 

à angiogênese em sangue periférico, correlacionando o nível de expressão destes 

com a fração de ejeção do paciente, no qual destacaram-se três genes: VEGFB, 

PGF e THBS1 que apresentaram correlação linear com o parâmetro funcional.167  

No presente experimento observou-se aumento da expressão do gene da 

trombospondina 1 (THBS1) diretamente no miocárdio de animais infartados. Não se 

observou a mesma correlação com o fator de crescimento vascular B (VEGFB); 

entretanto verificou-se que o VEFGA, representante da mesma família, apresentava 

expressão aumentada, o que está compatível com o trabalho de Lee e 

colaboradores.168 
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 Outro possível marcador de prognóstico da IC relatado na literatura, em que 

também se detectou o aumento da expressão, foi a periostina (POSTN).169 Sua 

presença não é detectada em ventrículos normais, entretanto sua expressão 

aumenta após o evento isquêmico.170 Camundongos transgênicos com expressão 

aumentada de periostina são mais susceptíveis a ruptura cardíaca após o infarto.171 

 

Apoptose 

 

A apoptose desempenha papel-chave na patogênese das miocardiopatias em 

seus diferentes estágios. Sua ativação ocorre através de múltiplos fatores como 

produção de citocinas, aumento do estresse oxidativo e dano ao DNA.44 Na 

presença desses estímulos a morte programada pode ser ativada em cardiomiócitos 

não isquêmicos na borda do infarto, contribuindo assim para a expansão da lesão e 

remodelamento ventricular.45 

O componente central dessa maquinaria é um sistema proteolítico, 

envolvendo uma família de proteases chamada caspases. Essas enzimas participam 

de uma cascata ativada em resposta aos agentes pró-apoptóticos citados e culmina 

na clivagem de diversas proteínas, resultando em desestruturação da célula. A 

ativação desse sistema pode ser feita por uma via extrínseca, dependente de 

receptores de citocinas (em especial os relacionados ao TNF) na membrana celular, 

ou pela via intrínseca representada pelas proteínas da família bcl-2 localizadas na 

membrana mitocondrial externa. 

Os resultados aqui encontrados demonstram a manutenção do estímulo pró-

apoptótico em animais com insuficiência cardíaca, principalmente pela elevada 

expressão de genes da via extrínseca da apoptose, como receptor de TNF, 

caspases 8 e 3. Diferentes estudos sobre a inibição da atividade das caspases 

demonstraram atenuação do remodelamento cardíaco,172-174 através da redução da 

apoptose, e da clivagem de proteínas contráteis como a troponina I.  

Neste cenário, as duas caspases com expressão aumentada no presente 

estudo são de grande importância. A função central da caspase 8 na indução da 

apoptose é a ativação direta da caspase 3 através de ligantes ativáveis. Communal 

e colaboradores175 trataram proteínas miofibrilares com caspase 3 recombinante 

humana e analisaram os produtos de clivagem através de western blot. Seus 

resultados demonstraram que a caspase 3 ativada age em três componentes de 
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miofilamentos - a α actina, α actinina e troponina T, levando à redução da função 

sistólica. 

Porém, o aumento da expressão de genes relacionados às caspases não 

garante a ocorrência exacerbada da morte celular, uma vez que genes com 

atividade antiapoptótica (IAP, Bcl2 e Bcl/XL) também se encontram com expressão 

aumentada, assim como observado nos estudos em humanos.176 Os membros pró-

apoptóticos e antiapoptóticos da família bcl-2 atuam como reostato na regulação da 

morte celular programada. A relação entre antagonistas (bcl-2 e bcl-xl) e agonistas 

(bax, bcl-xs, bad, bid, bnip3) da apoptose é que determina a resposta celular a 

determinado estímulo nocivo.177 

 

Injeção intramiocárdica 

 

No presente trabalho, estudou-se o potencial terapêutico da terapia celular 

utilizando células mesenquimais de medula óssea no modelo de insuficiência 

cardíaca de origem isquêmica. A injeção intramiocárdica permitiu a melhora da 

capacidade ergoespirométrica, além de bloquear a progressão da disfunção sístólica 

e prevenir a dilatação da cavidade ventricular. Associado a essa melhora funcional, 

as MSC foram capazes de modular o perfil gênico nos animais infartados, no qual 

70% dos genes cardíacos tiveram sua expressão normalizada nos animais que 

receberam a terapia celular. 

Neste estudo, até três semanas após a injeção de células-tronco, foi possível 

observar a presença de células marcadas no tecido hospedeiro. Porém o número 

total de células marcadas encontradas no coração diminuiu progressivamente com o 

tempo, de modo que ao fim de seis semanas nenhuma célula marcada pôde ser 

encontrada nos cortes histológicos examinados. Esse fato pode estar relacionado à 

morte celular devido ao estresse oxidativo associado ao processo inflamatório 

local.178 Devido à raridade do fenômeno, a presença de células marcadas no tecido 

hospedeiro apesar de corroborar com processos de fusão e/ou transdiferenciação 

como mecanismo de ação, não justifica por si só o benefício observado da terapia 

celular sobre o desempenho cardíaco. 

A melhora da função ventricular esquerda e a atenuação do remodelamento 

cardíaco após a injeção de MSC foram observadas em diferentes protocolos 

experimentais179,180 sem necessariamente haver formação de novos cardiomiócitos. 
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Li e colaboradores realizaram protocolo experimental semelhante ao aqui utilizado, 

porém administraram as GFP-MSC logo após a indução da lesão isquêmica.181 Ao 

avaliarem a cavidade ventricular dez dias após o início do protocolo, constataram 

que os animais que receberam a terapia apresentaram menor dilatação da cavidade 

ventricular e maior fração de encurtamento. No mesmo trabalho, observou-se que a 

quantidade de células eGFP era pequena e que se encontravam próximas à borda 

da região isquêmica. Tal dado é condizente com os resultados do presente estudo 

que demonstram a redução da quantidade de células marcadas com o decorrer do 

protocolo. Neste trabalho destaca-se pois a terapia feita na fase crônica do IAM, com 

a lesão e a disfunção cardíaca claramente estabelecidas. 

O fenômeno de plasticidade celular induzido pela terapia com células de 

medula óssea ainda permanece controverso. A transdiferenciação, capacidade de 

uma célula-tronco adulta de um determinado tecido se diferenciar em uma célula 

madura de outro órgão não relacionado a sua origem, ou a fusão do tipo celular 

injetado com a célula do tecido hospedeiro, inicialmente, foram as hipóteses 

levantadas para justificar os benefícios da terapia celular.182,183 Porém poucos 

estudos determinam a real participação desses dois processos na eficácia da terapia 

celular, e sua comprovação é extremamente complicada, esbarrando na grande 

quantidade de artefatos durante as análises histológicas. O grupo de Murry e 

colaboradores, em trabalho com células-tronco hematopoiéticas, não demonstrou a 

ocorrência de transdiferenciação em cardiomiócitos.184 

 

Alteração da expressão gênica após terapia com MSC 

 

O perfil de expressão gênica foi avaliado sete semanas após a terapia com 

injeção intramiocárdica em animais infartados por oclusão permanente da DA. 

Apesar de as análises histológicas demonstrarem ausência de células marcadas no 

miocárdio, a expressão gênica foi significativamente alterada no grupo tratado. 

Dezenas de genes que tiveram sua expressão modificada pela lesão isquêmica 

apresentaram-se normalizadas no grupo tratado, sugerindo que de alguma forma a 

terapia celular promoveu a interrupção do processo de disfunção miocárdica 

progressiva, compatível com os dados funcionais aqui encontrados. 

Dentre os genes que tiveram a normalização de sua expressão, destacam-se 

aqueles observados na via de apoptose, principalmente o sistema de caspases. O 
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fato de os genes envolvidos na inibição desse processo estarem normalizados, 

associado à expressão também normal dos sinalizadores de hipóxia e ativadores 

das vias de morte celular, sugere que as células possivelmente atuaram mantendo a 

homeostase tecidual. Dessa forma, o resultado observado sugere um mecanismo de 

ação em que a presença das células injetadas não é necessária para a manutenção 

do efeito. 

A melhora da função ventricular em indivíduos tratados com células 

mesenquimais foi observada por diversos pesquisadores, porém o mecanismo pelo 

qual essas células atuam ainda permanece obscuro, não tendo sido encontrados na 

literatura dados sobre a avaliação do perfil de expressão gênica após a terapia com 

células-tronco. Diferentes grupos sugeriram que a melhora funcional encontrada em 

seus protocolos é devida ao aumento da vascularização miocárdica pela 

angiogênese.185-187 Outra via possível, já constatada histologicamente, é a redução 

da apoptose, na qual pela técnica de TUNEL, observa-se a diminuição da formação 

de corpos apoptóticos.188,189 Os grupos de Guo190 e Du191 constataram, após a 

injeção intramiocárdica de células mesenquimais, a modulação imunoinflamatória 

como principal mecanismo que justifica a melhora funcional dos animais infartados. 

 

Injeção intravenosa 

 

 A utilização da via intravenosa em indivíduos que se recuperam de IAM é uma 

interessante estratégia de terapia celular que permite a administração repetida de 

grande número de células. Poucos estudos foram publicados até o momento sobre o 

efeito da injeção seriada de células mesenquimais. Os principais fatores que 

influenciam a decisão sobre a escolha dessa via são a capacidade dessas células 

atravessarem a barreira capilar pulmonar e o potencial de migração dessas células 

para o sítio lesionado. 

 Barbash e colaboradores estudaram o potencial de migração de células 

mesenquimais administradas por via intravenosa em ratos infartados.192 Células 

marcadas com tecnécio foram injetadas pela veia jugular e as imagens foram 

captadas em câmara gamma. Após quatro horas da terapia, a maior parte das 

células encontrava-se no pulmão, o restante dividido entre coração, fígado, baço e 

rins. Através de análises histológicas observaram que apenas 1% das células 

injetadas estava no coração e localizadas na região próxima à cicatriz, não atingindo 
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o miocárdio intacto. Além disso, foram realizados experimentos com injeção logo 

após a indução do infarto e duas semanas após a lesão, não sendo observadas 

diferenças significativas entre os grupos experimentais. 

 O grupo de Krause investigou o potencial terapêutico da utilização dessa 

via.111 Porcos infartados receberam 1x106 células/kg de peso pela veia auricular 48 

horas após a indução da isquemia, e foram avaliados por ecocardiograma e 

histologia quatro semanas após o início do protocolo, sendo observada maior fração 

de ejeção e menor área de infarto no grupo tratado com MSC em relação ao grupo-

placebo. Halkos e colaboradores, com protocolo semelhante,193 testaram três doses 

diferentes (1, 3 e 10x106 células por kg de peso) de MSC e evidenciaram maior 

expressão de VEGF e vWF (fator de Von Willebrand) na borda da zona de cicatriz, 

associada à melhor função sistólica avaliada por ventriculografia comparando os 

grupos tratados com seus respectivos controles. Não observaram, porém, diferença 

na melhora funcional entre os grupos tratados com diferentes doses. Em contraste, o 

grupo de Wolf publicou no ano seguinte, com o mesmo modelo experimental, que o 

efeito da injeção de células mesenquimais é dose-dependente.194 

 No protocolo experimental utilizado neste estudo não se observaram, com 

uma injeção única de células mesenquimais, efeitos na arquitetura ventricular. 

Entretanto, três injeções seriadas, com intervalo de uma semana entre elas, 

impediram a progressão do remodelamento cardíaco provocado pela injúria 

isquêmica. Assim como no protocolo de injeção intramiocárdica, não se observaram 

células marcadas no coração ao final do estudo. A pesquisa das células foi feita 

também em fígado, rim, baço e pulmão e não se observou a presença de células em 

nenhum desses órgãos. 
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6 CONCLUSÕES 

 
 Ao longo dos sete anos de trabalho no Laboratório de Cardiologia Celular e 

Molecular foram desenvolvidos dois modelos de lesão miocárdica e testadas duas 

vias de administração de células mesenquimais de medula óssea. As conclusões do 

estudo são no modelo de infarto crônico são: 

1. Os dois modelos de lesão miocárdica apresentaram padrões 

eletrocardiográficos, ecocardiográficos e histológicos compatíveis com o tipo 

de dano induzido por cada modelo. 

2. As células utilizadas derivadas de camundongos GFP apresentaram 

capacidade de indução adipogênica e osteogênica, além de expressarem 

perfil de antígenos de superfície CD45 e 34 negativos, compatíveis com o 

padrão das células mesenquimais; 

3. A terapia através da injeção intramiocárdica de GFP-MSC alterou 

significativamente o perfil de expressão gênica dos animais infartados; 

4. A terapia celular por via intramiocárdica e seriada por via intravenosa foram 

capazes de reduzir o remodelamento cardíaco induzido pela lesão isquêmica. 
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Abstract

After myocardial infarction (MI), activation of the immune system and inflammatory mechanisms, among others, can lead to 
ventricular remodeling and heart failure (HF). The interaction between these systemic alterations and corresponding changes 
in the heart has not been extensively examined in the setting of chronic ischemia. The main purpose of this study was to inves-
tigate alterations in cardiac gene and systemic cytokine profile in mice with post-ischemic HF. Plasma was tested for IgM and 
IgG anti-heart reactive repertoire and inflammatory cytokines. Heart samples were assayed for gene expression by analyzing 
hybridization to AECOM 32k mouse microarrays. Ischemic HF significantly increased the levels of total serum IgM (by 5.2-fold) 
and total IgG (by 3.6-fold) associated with a relatively high content of anti-heart specificity. A comparable increase was observed 
in the levels of circulating pro-inflammatory cytokines such as IL-1β (3.8X) and TNF-α (6.0X). IFN-γ was also increased by 
3.1-fold in the MI group. However, IL-4 and IL-10 were not significantly different between the MI and sham-operated groups. 
Chemokines such as MCP-1 and IL-8 were 1.4- and 13-fold increased, respectively, in the plasma of infarcted mice. We identi-
fied 2079 well annotated unigenes that were significantly regulated by post-ischemic HF. Complement activation and immune 
response were among the most up-regulated processes. Interestingly, 21 of the 101 quantified unigenes involved in the inflam-
matory response were significantly up-regulated and none were down-regulated. These data indicate that post-ischemic heart 
remodeling is accompanied by immune-mediated mechanisms that act both systemically and locally.
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Myocardial infarction (MI) is the most frequent cause 
of heart failure (HF), and the leading cause of death in 
Western countries (1). Several factors, including inflam-
mation, apoptosis and immune-mediated mechanisms, 
culminate in adaptive changes of ventricular size, shape 
and function known as ventricular remodeling, which leads 
to HF (2,3). The inflammatory reaction after acute MI (AMI) 
is coordinated by the activity of a series of cytokines, which 
is a prerequisite for healing and scar formation (4-6). IFN-γ, 

a typical cytokine involved in the Th1-type response (7), is 
significantly increased in patients after AMI (8). The pro-
inflammatory cytokines IL-1 (9) and TNF-α (10) have also 
been implicated in the inflammatory response after AMI. 
Chemokine expression is markedly up-regulated in AMI and 
may play an important role in regulating leukocyte infiltration 
and activity and in modulating infarct angiogenesis as well 
as fibrous tissue deposition (11). Although the immune-in-
flammatory response has been well characterized after AMI 
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(12), far fewer studies have examined this response in the 
setting of healed myocardial infarctions leading to chronic 
heart failure (13,14). Furthermore, there have been few 
publications correlating the systemic immune-inflammatory 
response to changes in gene expression in the chronically 
ischemic myocardium. Therefore, in the present study, we 
have characterized the immune and inflammatory profile 
persisting 7 weeks after the induction of ischemic heart 
failure in mice by determining serum levels of cytokines and 
of the anti-heart reactive IgM and IgG antibody repertoire 
and by concomitantly determining the cardiac gene activa-
tion profile by microarray analysis.

Material and Methods

This investigation conforms to the Guide for the Care 
and Use of Laboratory Animals (Institute of Laboratory 
Animal Research, Commission on Life Science, National 
Research Council, USA) and was approved by the Animal 
Committee of UFRJ.

Animals
Male and female C57BL/6 mice aged 8-10 weeks 

(20.5-25.5 g) were obtained from the Animal Facility of the 
Federal University of Rio de Janeiro. Mice were housed at 
controlled temperature (23°C) with a 12:12-h light-dark cycle 
and received standard mouse chow and water ad libitum.

Ischemic heart failure
Permanent myocardial infarcts were produced by liga-

tion of the descending branch of the left coronary artery. 
Animals were anesthetized by an intraperitoneal injection 
of ketamine (40 mg/kg) and xylazine (80 mg/kg), placed 
in the supine position and intubated. Mice were ventilated 
with a volume-cycled ventilator (100 cycles/min; Harvard 
Apparatus, USA) with a volume sufficient to adequately 
expand but not overexpand the lungs. After a left anterior 
thoracotomy, the heart was exposed and the suture (8-0 
mononylon) was passed under the artery at a position ~1 
mm from the tip of the normally positioned left auricle. The 
chest was then closed and the skin sutured with 5-0 nylon. 
Sham operations were carried out by the same method 
but without tying the suture on the left anterior descending 
artery (15).

Electrocardiography
Briefly, 24 h before infarction mice were anesthetized 

and electrodes were implanted subcutaneously in each 
limb and extended to the back of the animal where a three-
prong lead was exteriorized in order to obtain a ventral 
plane 3-lead ECG in awake animals. ECG were recorded 
continuously (Power Laboratory, ADInstruments, USA), and 
the parameters analyzed were: heart rate, ECG intervals 
[PR, QRS, QT, and QTc using Bazett’s methods (QTc = QT/
RR1/2)], ECG wave amplitude and duration (P, QRS, T), 

ST amplitude, and presence of Q wave in L1, which were 
recorded starting 24 h after surgery and thereafter.

Myocardial damage markers
Blood was obtained from the caudal vein before and 3 

days after surgery. The distal one-half centimeter of the tail 
was clipped and a capillary pipette was used to collect two 
samples of 80 μL each from the bleeding surface. Immedi-
ately after collection, the cut surface of the tail was cauterized 
with styptic powder. Serum cardiac troponin I (cTnI) was 
measured using the ADVIA Centaur® immunoassay (Bayer 
Diagnostics, Germany), which has a sensitivity and assay 
range of 0.1-50 ng/mL. Serum creatine kinase isoenzyme 
MB (CK-MB) was measured by chemiluminescence immu-
noassay using the IMMULITE System (Diagnostic Products 
Corporation, Germany).

Echocardiography
We used an echocardiography color-system (GE vivid 

7 Megas) equipped with a 12-MHz electronic-phased-array 
transducer at a rate of 100 frames/s. All images were ac-
quired at a depth setting of 6 mm using direct chest contact. 
Under ketamine and xylazine anesthesia, the animal’s 
chest was shaved and the animal was maintained either in 
left lateral decubitus or in the supine position. Subcutane-
ous electrodes were taped to the mice allowing ECG for 
observation of heart rate. Images were obtained from the 
left parasternal window. Short-axis 2-dimensional views of 
the left ventricle (LV) were taken at the level of the papillary 
muscles to obtain the M-mode recordings. Anterior and pos-
terior end-diastolic and end-systolic wall thickness, LV, left 
atrium and aorta internal dimensions, and shortening frac-
tion were measured according to the leading-edge method 
of the American Society of Echocardiography (ASE) (16). 
Transmitral and aortic flow pulsed Doppler measurements 
were acquired in the parasternal long-axis view. Mice were 
followed sequentially by comparing pre- and post-procedure 
measurements in the same animal. Normalization for an-
thropometric measures did not show significant differences. 
All post-infarction analyses were performed at 49 days after 
surgery by the same echocardiographist, who was blind to 
group allocation (sham-operated or MI).

Evaluation of serum immunoglobulin (Ig) 
concentrations

Briefly, 96-well flat-bottom plates were coated overnight 
at 4°C with 3 μg/mL purified goat anti-mouse IgM or IgG 
(Southern Biotech, USA), diluted in 50 mM phosphate 
buffer, pH 8.0. After blocking nonspecific binding sites with 
0.5% gelatin-PBS (Sigma Chemical Company, USA), se-
rum samples were plated in serial dilutions and incubated 
for 2 h at 37°C. Following extensive washing with 0.1% 
Tween 20 PBS, the plates were incubated with horseradish 
peroxidase-labeled goat anti-mouse IgM or IgG (Southern 
Biotech) for 1 h at 37°C. After several washes in PBS-0.1% 
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Tween 20, the reaction was developed with 3,3’,5,5’-tetra- 
methyl benzidine substrate (Sigma). The enzymatic reaction 
was stopped with H2SO4 and the plates were read at 450 
nm on a microplate spectrophotometer (SOFTmax Pro; 
Molecular Devices, USA). Unlabeled purified IgM and IgG 
(Southern Biotech) were used as standards. Serum IgM or 
IgG concentrations are reported as μg/mL.

Assessment of serum anti-heart Ig repertoire 
Murine hearts (at least 5 hearts per group) were 

mechanically disrupted with a homogenizer (Polytron; 
Brinkmann Instruments, USA) with appropriate buffer (2% 
SDS, 5% 2-mercaptoethanol and 62.5 mM Tris/HCl, pH 
6.8) on ice, as described previously (17). The extract was 
sonicated at maximum power for 2 min and then boiled for 
10 min. The samples were cooled to 4°C and centrifuged, 
the supernatant was collected and filtered (5-μm pores), and 
protein concentration was measured by spectrophotometry 
at 280/260 nm. Aliquots of heart extract were stored at -80°C 
and defrosted only once, prior to use. Heart extract (600 μg) 
was submitted to electrophoresis on 10% polyacrylamide 
gels under reducing conditions in a Mighty Small II SE 250 
apparatus (Hoefer Scientific Instruments, USA). Proteins 
were transferred onto nitrocellulose membranes (0.2 μm; 
Schleicher and Schull, Germany) using a Semi-Dry Elec-
troblotter B (Ancos, Denmark) and blocked overnight with 
PBS-0.2% Tween 20. Incubation of sera from infarcted, 
sham-operated and control mice (50 μL 1:20 dilution in 
PBS-0.2% Tween 20) with the blotted membrane was per-
formed using a 28-channel Miniblot System (Immunetics 
Inc., USA). After 4-h incubation at room temperature, the 
membranes were extensively washed and incubated with 
the secondary antibodies coupled to alkaline phosphatase 
specific for mouse IgM or IgG antibodies (Southern Bio-
tech) for 90 min. After washings, immunoreactivities were 
revealed with nitroblue tetrazolium/bromo-chloro-indolyl 
phosphate substrate (Promega, USA) in appropriate buf-
fer (100 mM Tris/HCl, pH 9.5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2) 
and the reaction was stopped after 3-5 min with distilled 
water. Immunoreactivities were quantified by optical scan-
ning of the membranes in the reflective mode, followed by 
computer-based densitometry. Total protein profiles were 
acquired after staining of the blotted proteins with colloidal 
gold (Protogold), and then submitted to a second densito-
metric quantitation. Data analysis was done on MacIntosh 
computers (Apple Computer Inc., USA) with the IGOR 
software (Wavemetrics, USA) and special macros written for 
the analysis of Western blots. Protein and immunoreactiv-
ity profiles were superimposed after migration distortions 
were corrected to allow the semi-quantitative comparison 
of immunoreactivity by multivariate statistics - principal 
component analysis (PCA) (18).

Cytokine analysis
Blood samples were collected (from at least 5 animals 

per group) between 10:00 and 12:00 am 49 days after 
surgery as described for the myocardial damage markers. 
Blood was placed on ice and plasma was collected by 
centrifugation at 800 g for 15 min at 4°C, aliquoted and 
stored at -80°C until the day of analysis. A Multiplex cytokine 
kit [IFN-γ, TNF-α, IL-1β, IL-4, IL-6, KC (IL-8), IL-10, IL-12 
(p40), MCP-1] was used and the assay performed accord-
ing to manufacturer instructions (Bio-Rad, USA). Briefly, 
the appropriate cytokine standards and samples (50 µL) 
diluted in plasma dilution buffer were added to the wells of 
a filtered plate. The samples were incubated with 50 µL of 
the antibody-coupled microsphere set (2000 beads/well) at 
room temperature for 30 min on a plate shaker (set to 300 
rpm) in the dark and filter washed three times with 100 µL 
wash buffer. Freshly diluted secondary/detection antibody 
(25 µL/well) was added to the wells and then incubated at 
room temperature on a plate shaker for 30 min in the dark 
and filter washed three times with 100-µL wash buffer. 
Fifty microliters of streptavidin-phycoerythrin (16 μg/mL 
in assay buffer) was added to the wells and incubation at 
room temperature continued for the first 10 min on a plate 
shaker. Unbound analytes were filtered through the wells 
using the vacuum manifold and the bound beads washed 
three times with 100-µL wash buffer. Following the last 
wash step, 125-µL assay buffer was added to each well 
and the plate placed for 1 min on a plate shaker set at 500 
rpm, followed by reduced speed to 300 rpm for 3 min. Fifty 
microliters of sample was analyzed on the Bio-Plex system 
(Bio-Rad) according to manufacturer instructions. Data 
analyses of all assays were performed with the Bio-Plex 
Manager software (19).

Microarray analysis
We compared RNA samples extracted from whole 

hearts of control (N = 4) and healed infarcted (N = 4) 
mice by analyzing hybridization to AECOM 32k mouse 
microarrays (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.
cgi?acc=GPL5371) spotted with Operon version 3.0 70-
mer oligonucleotides. The hybridization protocol, the slide 
type and the scanner settings were uniform throughout the 
entire experiment to minimize the technical noise. Thirty 
micrograms total RNA extracted in Trizol from each heart 
was reverse transcribed in the presence of fluorescent Alexa 
Fluor® 647-aha-dUTPs to obtain “red”-labeled cDNA. Eight 
samples, each consisting of 30 μg total RNA, of our universal 
reference (20) prepared from 10 adult mouse tissues (aorta, 
brain, heart, kidney, liver, lung, ovary/testicle, spleen, and 
stomach - equal amounts from males and females) were 
reverse transcribed in the presence of fluorescent Alexa 
Fluor® 555-aha-dUTPs to obtain “green”-labeled cDNA. 
On each microarray slide, co-hybridization of a red-labeled 
heart sample and a green-labeled reference sample was 
performed overnight at 50°C. After washing (0.1% SDS and 
1% SSC) to remove the non-hybridized cDNAs, each array 
was scanned at 750 V (635 nm) and 670 V (532 nm) with 
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an Axon 4000B dual-laser scanner. Locally corrupted and 
saturated spots, as well as those for which the foreground 
median fluorescence did not exceed double the median local 
background fluorescence on one slide, were eliminated from 
the analysis of all slides, with four independent measure-
ments (in biological replicas) thus being obtained for each 
gene in each condition. Microarray data were processed 
as indicated in previous studies (20,21). Thus, we used a 
normalization algorithm that alternated intra-chip and inter-
chip normalization until the residual error was below 5% in 
subsequent steps. The spots probing the same gene were 
organized into redundancy groups to which we applied 
Bonferroni adjustment. Considering variance among the 4 
control and 4 MI hearts (using the Student heteroscedastic 
t-test of equality of the means of the distributions with a 
Bonferroni-type adjustment), all target genes that showed 
statistically significant (P < 0.05) changes of at least 1.5-fold 
were considered to be differentially expressed. GenMapp 
(22) and MappFinder softwares (www.genmapp.org) (23) 
and databases were used to identify the most affected Gene 
Ontology categories.

Real-time RT-PCR
The level of mRNA expression of control (N = 4) and 

infarcted (N = 4) mouse hearts was measured by real-time 
RT-PCR (qRT-PCR) to validate the microarray experiment. 
Genes involved in the inflammatory response, Hif1a, Ifnar1, 
Nos2, Mmp23, and Tlr4, were chosen. The same total 
RNA preparation was used in the microarray and real-time 
experiments. The cDNA was prepared using a High Capac-
ity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, 
USA) following manufacturer instructions. The forward and 
reverse primer sequences used in the qRT-PCR assay are 
listed below. qRT-PCR amplifications were performed in a 
96-well plate of the ABI Prism 7500 Fast Sequence Detector 
(Applied Biosystems) in a reaction mixture of 25 μL, which 
contained 1 μL 100X diluted cDNA, 12.5 μL 2X Power 
SYBR Master Mix (Applied Biosystems) and 150 nM of each 
primer. Actb (Gene bank accession number NC_000071): 
Forward (5’-3’) CATCACTATTggCAACgAgCg, Reverse 
(5’-3’) ATGGATGCCACAGGATTCCA. Hif1a (Gene bank 
accession number NM_010431): Forward (5’-3’) TCAAgTC 
AgCAACgTggAAg, Reverse (5’-3’) TATCgAggCTgTgTCg 
ACTg. Ifnar1 (Gene bank accession number NC_000082): 
Forward (5’-3’) TCCCCgCAgTATTgATgAgT, Reverse (5’-3’) 
CTggTCTgTgAgCTgTACTT. Mmp23 (Gene bank ac-
cession number NC_00070.5): Forward (5’-3’) CCAC 
GGTGGCATTCACTTTGATGA, Reverse (5’-3’) CAATg 
TggCATTgAggTgCATgAg. Nos2 (Gene bank accession 
number NM_010927): Forward (5’-3’) TCCCTgATgACATT 
CCTTCTT, Reverse (5’-3’) CATTggAAgTgAAgCgTTTCg. 
Tlr4 (Gene bank accession number NM_021297): Forward 
(5’-3’) CAgCTgggCTgTACAAACCTT, Reverse (5’-3’) TgAg 
CCACATTgAgTTTCTTTA.

The amplification program was 55°C for 2 min, 95°C 

for 10 min, followed by 40 cycles at 95°C for 15 s and 
annealing at 60°C for 1 min. The qRT-PCR melting curve 
data were collected to check PCR specificity. Each cDNA 
sample was tested in triplicate, and a corresponding non-
reverse transcriptase reaction was included as a control 
for DNA contamination. In addition, the expression of the 
chosen genes was normalized to that of β-actin as an 
internal control.

The relative quantities of gene-specific mRNA expres-
sion were determined by the comparative CT method 
expressed by the formula 2-(∆Ct) where Ct refers to the 
“threshold cycle” and is determined for each plate with 
7500 real-time PCR System Sequence Detection Software 
(Applied Biosystems). ∆Ct is the difference between the Ct 
of the target mRNA and the Ct of the endogenous control 
(β-actin). The fold-change in the expression of the target 
genes in response to the infarct was calculated as follows: 
mean ± SD of 2-(∆Ct) for each group followed by the deter-
mination of the ratio between infarcted and normal. 

Statistical analysis
Animals were divided into three experimental groups: 

non-operated control (N = 25), sham-operated (N = 7), and 
infarcted mice (N = 30). All groups were analyzed together by 
investigators blind to which animals were sham-operated or 
infarcted. All data are reported as means ± SD. Differences 
between the values obtained for control, sham-operated 
and infarcted groups were evaluated by one-way analysis 
of variance (ANOVA) followed by the Bonferroni post-test. 
Nonparametric variables were evaluated by the Kruskal-
Wallis test and the Dunn post-test. Statistical significance 
was defined by P < 0.05.

Results

Myocardial infarction and assessment of heart failure 
Surgical mortality was 23% (7/30) and during the first 2 

weeks post-infarction 43% (10/23) of the animals died, with 
no further death until the end of the study at 7 weeks. No 
sham-operated mice (N = 7) died during the same period. 
Interruption of left anterior coronary perfusion led to the 
development of ST-segment elevation and “Q” waves after 
24 h (data not shown). Infarcted mice also developed atrial 
and ventricular conduction alterations such as widened P, 
QRS complex and longer rate-corrected QT intervals (Table 
1). Myocardial infarction was confirmed by CK-MB and cTnI 
levels (data not shown), which showed a significant increase 
3 days after surgery compared to sham-operated and control 
groups (P < 0.001). cTnI levels (>0.3 ng/mm3) were increased 
in 95% of these animals. No sham-operated animal had a 
cTnI concentration above 0.3 ng/mm3 after surgery.

There was a significant impairment of global LV function 
measured 7 weeks after MI (Table 2). The shortening fraction 
decreased from 36 to 22% (P < 0.05) and diastolic LV diam-
eters increased by 11%. A representative M-mode image 
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of the LV of an MI mouse (Figure 1B) shows anterior wall 
thinning associated with hypokinesia when compared with 
sham-operated and control groups and with the posterior 
intact wall. The HF group developed diastolic dysfunction 
confirmed by an elevated E/A ratio (4.51 ± 1.09 for HF vs 
3.25 ± 0.78 for control animals). There was no significant 
difference in heart rate (HR) under a ketamine/xylazine 
anesthesia regimen (Table 2). Myocardial infarction sizes 
were about 20 to 30% of the LV in the chronic 
state (data not shown). During sacrifice the ma-
jority of infarcted mice exhibited pleural effusion 
consistent with HF.

Post-ischemic heart failure results in a 
sustained increase in serum IgM and IgG 
reactivities directed at heart auto-antigens

Sera of post-ischemic HF mice were ana-
lyzed for total IgM and IgG levels by quantita-
tive ELISA. While non-manipulated or sham-
operated mice presented comparable levels 
of both IgM (Figure 2A) and IgG (Figure 2B), 
a dramatic increase in both immunoglobulin 
isotypes was identified in the serum of infarcted 
mice 7 weeks later. To evaluate the impact of 
post-ischemic HF on the serum levels of anti-
heart reactive antibodies we applied a semi-
quantitative immunoblot technique. When serum 
IgM and IgG from individual mice were assayed 
for reactivity against syngeneic heart extracts 
we observed that the reactive patterns were 
similar in all animals of the same experimental 
group. As expected, both control and sham-
operated mice exhibited comparable anti-heart 
serum IgM or IgG repertoires, characterized by 
a natural antibody repertoire weakly reactive 
to heart antigens. In contrast, mice submitted 
to experimental post-ischemic HF exhibited 
remarkably higher levels of anti-heart reactive 
IgM and IgG in their sera 7 weeks after surgical 
intervention (Figure 3).

Western blot densitometry profiles displayed 
extensive increases in the anti-heart profiles of 
both IgM and IgG reactivities. This alteration 
reflects not only the enhancement of existing 
natural antibody specificities, but also the emer-
gence of new IgM and IgG anti-heart specificities 
in the serum of HF mice (Figure 3). When the 
scores obtained from densitometry profiles of 
anti-heart reactivity were subdivided taking into 
account individual reactivity for each mouse 
from control and HF groups and submitted to a 
classical multivariate statistical treatment, i.e., 
PCA, the differences between these groups were 
prominent. The first two principal components 
of both IgM and IgG reactivities clearly segre-

gated HF and control mice into non-overlapping areas of 
the two-dimensional space defined by the first two PCA 
factors. These principal components are related to the 
impressive increase of serum IgM and IgG specificities for 
heart antigens occurring and persisting after the establish-
ment of HF (Figure 3B, inset). There were no significant 
differences between control and sham-operated groups 
(data not shown).

Table 1. Electrocardiographic analysis of C57BL/6 mice. 

Control 
(N = 25)

Sham-operated 
(N = 7)

Myocardial infarction 
(N = 10) 

Heart rate (bpm) 592 ± 105 679 ± 80 532 ± 78+

Amplitude
P wave (mV) 0.088 ± 0.033 0.118 ± 0.036 0.147 ± 0.068
Q wave (mV) 0.003 ± 0.014 0.031 ± 0.045 0.221 ± 0.276*+

QRS complex (mV) 0.608 ± 0.254 0.760 ± 0.392 0.357 ± 0.316+

ST segment (mV) 0.004 ± 0.003 0.084 ± 0.087 0.397 ± 0.363*+

T wave (mV) 0.106 ± 0.063 -0.024 ± 0.200 -0.140 ± 0.270*
Duration
P wave (ms) 11 ± 2 12 ± 1 14 ± 2*
PR interval (ms) 34 ± 7 32 ± 5 37 ± 6
QRS (ms) 11 ± 2 14 ± 3 15 ± 2*
QT interval (ms) 22 ± 6 39 ± 13 68 ± 49*+

QTc 71 ± 13 177 ± 147 201 ± 143*

Data are reported as means ± SD. QTc = QT corrected interval. *P < 0.05 vs 
control; +P < 0.05 vs sham-operated (one-way ANOVA). 

Table 2. Echocardiographic analysis of mice with myocardial infarction. 

Control 
(N = 25)

Sham-operated 
(N = 7)

Myocardial infarction 
(N = 10)

Heart rate (bpm) 250 ± 31 298 ± 56 249 ± 41
Flux
Peak A (m/s) 0.14 ± 0.05 0.12 ± 0.02 0.13 ± 0.02
Peak E (m/s) 0.43 ± 0.09 0.39 ± 0.07 0.53 ± 0.13*+

E/A 3.25 ± 0.78 3.29 ± 0.67 4.51 ± 1.09*+

Mct (ms) 158 ± 43 96 ± 43 149 ± 68
Ajt (ms) 94 ± 18 90 ± 22 80 ± 7*

Diameters
Awthd (cm) 0.08 ± 0.01 0.09 ± 0.02 0.06 ± 0.01*+

Pwthd (cm) 0.09 ± 0.01 0.11 ± 0.03 0.08 ± 0.04+

LVDd (cm) 0.36 ± 0.03 0.32 ± 0.11 0.40 ± 0.05*+

LVDs (cm) 0.23 ± 0.03 0.21 ± 0.11 0.32 ± 0.05*+

FS (%) 36 ± 6 37 ± 12 22 ± 7*+

Data are reported as means ± SD. A = transmitral late filling velocity; E = 
transmitral early filling velocity; Mct = mitral closure time; Ajt = aortic ejection 
time; Awthd = diastolic anterior wall thickness; Pwthd = diastolic posterior wall 
thickness; LVDd = diastolic left ventricle (LV) dimension; LVDs = systolic LV 
dimension; FS% = fractional shortening. *P < 0.05 vs control; +P < 0.05 vs 
sham-operated (one-way ANOVA). 
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Effect of ischemic heart failure on circulating 
cytokine profile

In an independent time course experiment, we observed 
a slight but significant increase in plasma concentrations of 
all cytokines tested shortly after MI or sham surgery (data 
not shown), reflecting alterations induced by the surgical 
procedures. When the assessment was performed 7 weeks 
post-surgery we observed that most cytokines had returned 
to control levels in the sham-operated group. One exception 
was IL-12, which showed persistent elevation in the serum 
of the sham-operated mice even after 7 weeks. In contrast, 
post-ischemic HF mice exhibited persistently elevated 
levels of circulating cytokines (Figure 4). IL-1β (P = 0.033) 
and TNF-α (P = 0.004), pro-inflammatory cytokines, were 
significantly higher in plasma 7 weeks after MI compared to 
control. Moreover, INF-γ, a typical Th1 response mediator, 
was higher (P = 0.031) in the MI group than in the other 

groups. In contrast, the anti-inflammatory cytokines IL-4 (P = 
0.17) and IL-10 (P = 0.19) did not differ significantly among 
groups (Figure 4B). Importantly, a highly significant increase 
was observed in the plasma levels of the chemokines KC 
(IL-8 murine ortholog) (P = 0.008) and MCP-1 (Ccl2; P = 
0.018) in the infarcted group compared to control.

Differential gene expression profile in post-ischemic 
heart failure mouse hearts

Whole heart tissues from HF (7 weeks post-MI) or 
control mice were sampled to examine changes in gene 
expression associated with the disease. The experiment 
was performed according to Minimum Information about 
a Microarray Experiment (MIAME) standards and the re-
sults were deposited in http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/
entrez?db=geo as series GSE18703. A total of 14,755 
distinct genes with known protein products were probed 

Figure 2. Increased levels of serum IgM and IgG in mice with post-ischemic heart failure. Serum IgM (A) and IgG (B) concentrations 
in post-ischemic heart failure (HF) or sham-operated (Sh) mice were tested by ELISA 7 weeks after surgery. Data for non-manipulated 
age-matched control C57BL/10 mice are also presented (Ct). Data are reported as means ± SD for at least 5 mice per group. *P < 
0.0001, HF mice vs Ct and Sh mice (Kruskal-Wallis test). 

Figure 1. M-mode echocardiography. Representative parasternal short axis views 3 weeks after surgery of sham-operated (A) and 
infarcted (B) mice. Observe the wall thinning and decrease in anterior wall motion (arrow) in the infarcted mouse.

A B
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in this experiment. Of these, 1989 (13.48%) were signifi-
cantly up-regulated and 90 (0.61%) were down-regulated 
in post-ischemic HF hearts. Using the GenMapp software 
to categorize Gene Ontology terms, we examined whether 
certain cellular pathways encoded by altered genes were 
prominently affected in the infarcted myocardium. Down-
regulated genes predominantly represented G-protein 
signaling, cell communication, respiratory chain complex IV, 
regulation of secretion, z disc, sarcomere and sarcoplasmic 
reticulum, gluconeogenesis, and voltage gated chloride 
channel gene products. Up-regulated genes predominantly 
encoded molecules involved in complement activation, 
immune response, protein degradation (cysteine-type 

and ubiquitin protease as well as aminopeptidase activ-
ity, modification-dependent protein catabolism), tumor 
necrosis factor binding, Ca2+ transport, β-catenin binding, 
cytoskeleton organization, and biogenesis gene products. 
Known genes were sorted on the basis of their functions 
such as immune and inflammatory response, apoptosis, cell 
proliferation and differentiation. We validated by real-time 
PCR five of the genes that were found by the microarray 
analysis to be either up- (Hif1a, Ifnar1, Mmp23, and Tlr4) 
or not regulated (Nos2). These results, which quantitatively 
agreed with those of the microarray analysis, are illustrated 
in Figure 5.

Figure 3. Increased anti-heart antibodies in mice with post-ischemic heart failure. A, Semi-quantitative immunoblot of IgM and IgG 
reactivity to autologous heart extract was scored for individual control (Ct), sham-operated (Sh) and heart failure (HF) mice 7 weeks 
after surgery. B, Densitometric profiles of serum IgM and IgG immunoreactivities of individual control (black lines) and HF (red lines) 
mice to heart extracts are shown. Reactivity intensities (absorbance) and migration distances are reported as arbitrary units. The 
values of the individual IgM or IgG immunoreactivity intensity (peak value) were submitted to principal component analysis. Scores of 
the resulting first two principal components of the individual Ct and HF mice are shown in two-dimensional plots in the insets: control 
(open squares) and heart failure mice (black squares). Data are reported as means ± SD of at least 5 mice per group. P < 0.05, HF 
mice vs control mice (Kruskal-Wallis test). 



384 S. Lachtermacher et al.

www.bjournal.com.brBraz J Med Biol Res 43(4) 2010

Gene expression patterns indicative of an immune 
inflammatory response

A specific objective of this study was to identify late 
changes in myocardial transcription of immune-mediated 
inflammatory response genes after the establishment of 
post-ischemic HF. Of the 184 quantified genes known to 
be related to the inflammatory/immune/defense response 
(see Table 3 and Supplementary Tables 1A and 1B for all 
quantified genes in this category), we found that 38 (20.7%; 
Table 3) were significantly (>1.5-fold, P < 0.05) up-regulated 
after chronic MI. In addition, 37 other genes had a change 
exceeding 1.5-fold but increases were not significant (P 
> 0.05; see Supplementary Table 1A), so that 41% of all 
sampled genes related to the inflammatory/immune/de-
fense response showed >1.5-fold up-regulation. Among the 
significantly up-regulated genes there were 3 chemokines 
(Ccl8, Ccl9, and Cxcl14) and a chemokine-like receptor, 
3 interferon receptors (Ifnar1, Ifngr1, Ifngr2), 6 interferon 
activated genes (Ifi204, Ifi205, Isg20, Icsbp1, Ifih1, Ifi1), 
2 interleukins (Il13, Il1f9), 4 interleukin receptors (Il1r1, 
Il13ra1, Il2rg, Il22ra1), 4 interleukin-1 receptor-associated 
kinases (Irak1, Irak2, Irak3, Irak4), and 7 tumor necrosis 
factor receptors (Tnfrsf1a, Tnfrsf1b, Tnfrsf10b, Tnfrsf12a, 
Tnfrsf19l, Tnfrsf22, Tnfrsf25). As expected, no inflammation-
related gene was found to be significantly down-regulated, 
although the change in the expression of 5 (i.e., <3%) of 
them (Cklfsf2a, Cxcl12, Il17e, Il17f, Tnfsf15) exceeded 1.5-

fold. The fact that several cytokine and chemokine genes 
were transcriptionally elevated indicates pro-inflammatory 
properties within chronically injured myocardial tissue.

Figure 5. Real-time PCR validation of changes in the expres-
sion of five genes that were found to be altered in microarray 
analysis (Hif1a, Ifnar1, Mmp23, Nos2, and Tlr4). Fold changes 
for each gene indicate that expression changes determined by 
each method are positively correlated for these sampled genes. 
Linear regression curve with dotted line as 95% confidence inter-
val (Pearson R = 0.968, P = 0.0066).

Figure 4. Increased levels of serum cytokines in mice with post-ischemic 
heart failure. Real-time multiplex of (A) Th1-related cytokines (IL-1β, 
IFN-γ, TNF-α, and IL-12), (B) Th2-related cytokines (IL-4, IL-6 and IL-10), 
and (C) chemokines (KC and MCP-1) in circulating plasma from control 
(Ct), sham-operated (Sh) and heart failure (HF) mice, 7 weeks after sur-
gery. Data are reported as means ± SD of at least 5 mice per group. *P < 
0.05 (Kruskal-Wallis test).
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The majority of receptor genes regulated after chronic 
MI were related to TNF-α, which has a critical role in diverse 
cellular events, including cell proliferation, differentiation 
and apoptosis. In agreement with systemic measurements 
of protein levels, we did not observe transcriptional regula-
tion of expression of IL-4, IL-6 or IL-10 or their receptors 
in cardiac tissue 7 weeks after MI. In contrast, other in-

terleukin and interleukin receptors and Toll-like receptors 
were up-regulated in the post-ischemic healed heart tissue. 
We also identified a significant up-regulation of IgG Fc 
receptor (FcgR3), related to antibody-dependent cellular 
cytotoxicity (x = 2.70, P = 0.02). In addition, chemokine 
monocyte chemo-attractant protein (Ccl8), also known as 
monocyte chemo-attractant protein-2 (MCP-2), was highly 

Table 3. Significant regulation of genes involved in the inflammatory/immune defense response of 
infarcted mice. 

Name Symbol X P

Chemokine (c-c motif) ligand 8 Ccl8 9.70 0.024
Chemokine (c-c motif) ligand 9 Ccl9 2.31 0.040
Chemokine (c-x-c motif) ligand 14 Cxcl14 2.31 0.027
Chemokine-like receptor 1 Cmklr1 1.82 0.004
Complement component 3 C3 2.68 0.015
Gamma-glutamyltransferase-like activity 1 Ggtla1 2.16 0.026
Immunity-related gtpase family, m Irgm 1.81 0.009
Interferon (alpha and beta) receptor 1 Ifnar1 1.51 0.016
Interferon activated gene 204 Ifi204 3.21 0.000
Interferon activated gene 205 Ifi205 5.06 0.001
Interferon consensus sequence binding protein 1 Icsbp1 1.55 0.025
Interferon gamma receptor 1 Ifngr1 2.02 0.013
Interferon gamma receptor 2 Ifngr2 2.01 0.015
Interferon induced with helicase c domain 1 Ifih1 1.58 0.006
Interferon-induced protein 35 Ifi35 1.54 0.039
Interferon-stimulated protein Isg20 1.58 0.012
Interleukin 1 family, member 9 Il1f9 1.69 0.018
Interleukin 1 receptor, type 1 Il1r1 2.53 0.024
Interleukin 13 Il13 2.11 0.017
Interleukin 13 receptor, alpha 1 Il13ra1 1.93 0.005
Interleukin 2 receptor, gamma chain Il2rg 1.91 0.047
Interleukin 22 receptor, alpha 1 Il22ra1 2.17 0.047
Interleukin 6 signal transducer Il6st 2.71 0.018
Interleukin-1 receptor-associated kinase 1 Irak1 1.57 0.038
Interleukin-1 receptor-associated kinase 2 Irak2 3.27 0.000
Interleukin-1 receptor-associated kinase 3 Irak3 2.95 0.030
Interleukin-1 receptor-associated kinase 4 Irak4 1.61 0.015
Nuclear factor of activated t-cells, cytoplasmic, calcineurin-dependent 4 Nfatc4 1.94 0.015
Toll interacting protein Tollip 1.50 0.048
Toll-like receptor 2 Tlr2 1.65 0.005
Toll-like receptor 4 Tlr4 3.15 0.001
Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10b Tnfrsf10b 1.68 0.043
Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 12a Tnfrsf12a 2.37 0.001
Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 19-like Tnfrsf19l 1.61 0.010
Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1a Tnfrsf1a 1.52 0.008
Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1b Tnfrsf1b 1.92 0.006
Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 22 Tnfrsf22 1.80 0.039
Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 25 Tnfrsf25 1.80 0.025

X = fold difference (negative for down-regulation). The Student heteroscedastic t-test was used for the 
comparison of heart failure with control. 
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expressed in the post-ischemic heart tissue, achieving a 
9.7-fold increase (Table 3).

Discussion

After myocardial necrosis, sequestered cardiac antigens 
are exposed and presented to the immune system. This trig-
gers both cellular and humoral immune responses consisting 
of activation of cytotoxic T cells and production of anti-heart 
antibodies (5,24-26). We report here that C57BL/6 mice 
submitted to MI surgery presented remarkably higher levels 
of circulating IgMs and IgGs with increased auto-reactivity 
towards heart proteins, which persisted during the chronic 
stage of the disease. In acute MI, various proteins have 
been identified as targets of antibodies, including myosin 
(27), troponin I (16) and actin (28).

We report that a broad array of anti-heart antibody 
specificities are increased in the serum of post-ischemic HF 
mice. Our data suggest that cardiac-specific antigens may 
trigger the expansion and differentiation of disease-related 
auto-reactive B cells, which are still active even after the 
healing process has occurred. However, the relationship 
between the specificity of the secreted antibodies and the 
outcome of heart disease remains to be determined. Re-
markably, the increased expression of FcgR3 genes in the 
healed heart was also identified. This suggests an active 
function of antibodies mediating myocyte destruction by 
cytotoxicity and/or apoptosis, even 7 weeks after MI. 

Sensitization to heart antigens after acute MI can be corre-
lated with the increase in plasma cytokines and chemokines. 
These alterations can play an active role in the initiation, 
progression and maintenance of inflammatory responses 
by promoting cell activation and influx into the injured tissue, 
which lead to myocardial dysfunction (29). We demonstrated 
that persistently increased levels of circulating cytokines/
chemokines course with concomitant up-regulation of car-
diac genes encoding cytokine/chemokine receptors after the 
establishment of post-ischemic HF. The imbalance between 
pro- and anti-inflammatory cytokines may determine the 
outcome of the healing and cardiac remodeling after acute 
MI. Pro-inflammatory cytokines such as IL-1 and TNF-α are 
increased in plasma after AMI (12) and we have now shown 
that these cytokines remain elevated even 7 weeks after MI 
when HF has developed. At first, these cytokines are determi-
nant for the healing process and restoration of cardiac function 
through activation of matrix metalloproteinases, inhibition of 
collagen formation, and promotion of cell differentiation (30). 
However, these cytokines can also promote unfavorable 
events leading to chronic dilation, and finally lethal HF (14). 
The increase in serum INF-γ and its cardiac receptor gene 
suggests that the Th1 response plays a significant role in 
the evolution of HF. Anti-inflammatory cytokines such as IL-
10 and TGF-β would provide the counter-activation signals 
restricting the excessive inflammatory response. In our study, 
however, cardiac gene expression of these cytokines did 

not show significant differences among the experimental 
groups. Indeed, altered expression of either anti-inflammatory 
cytokines or their receptor genes could not be detected in 
the heart after MI. 

The evaluation of cardiac gene expression profile in 
response to myocardial ischemic dysfunction highlighted the 
activation of damage-repair and remodeling processes, as 
reflected by overexpression of several heat shock protein 
and Toll-like receptor-related genes. In addition, our analysis 
revealed an increase of pro-apoptotic signaling-related genes 
in the healed infarcted heart in agreement with published 
data (31). Thus, the response to chronic ischemic insult is 
associated with altered repair and remodeling processes, 
metabolic reprogramming and enhanced apoptosis, as 
previously observed by others in acute MI (32).

Furthermore, we showed that immune/inflammatory 
process-related gene receptors are up-regulated in the 
chronic infarction model, emphasizing that remodeling 
leading to HF is accompanied by alterations in immune-
mediated processes. The importance of immune-mediated 
inflammation in heart disease has been demonstrated in 
cardiotropic viral infections, immunization with cardiac 
antigens or exposure to other pathogens. Under these 
circumstances, cardiomyocyte injury occurs leading to 
cardiomyopathy, with the concomitant development of 
cardiac antibodies and cytotoxic T cell mediators (33-36), 
which are independent predictors of fatal cardiac events 
(37). In the present study, we demonstrated that in post-
ischemic heart failure changes in the expression of cardiac 
genes occur along with robust and persistent cytokine and 
antibody systemic responses.

Although the observed alterations have been associ-
ated with cardiac impairment in the setting of acute MI, our 
results suggest that persistence of the systemic and local 
pro-immune/inflammatory repertoire may be important for 
the development of post-ischemic heart failure. Future ex-
periments involving knockout mice are expected to reveal a 
more mechanistic view of the involvement of these immune/
inflammatory processes in the cardiac remodeling leading 
to heart failure after ischemia.
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Supplementary Table 1A. Genes involved in the inflammatory/immune defense response of mice 
whose absolute difference exceeds 1.5-fold but with P > 0.05. 

Name Symbol X P

CD276 antigen (Cd276) Cd276 1.58 0.053
Chemokine (C-C motif) ligand 17 Ccl17 1.67 0.061
Chemokine (C-C motif) ligand 5 Ccl5 1.63 0.172
Chemokine (C-C motif) ligand 6 Ccl6 3.29 0.085
Chemokine (C-C motif) receptor 2 Ccr2 1.81 0.100
Chemokine (C-C motif) receptor-like 1 Ccrl1 2.28 0.134
Chemokine (C-X3-C motif) ligand 1 Cx3cl1 1.67 0.133
Chemokine (C-X-C motif) ligand 12, transcript variant 1 Cxcl12 -1.93 0.196
Chemokine (C-X-C motif) ligand 16 Cxcl16 1.69 0.139
Chemokine (C-X-C motif) ligand 7 Cxcl7 3.31 0.144
Chemokine-like factor superfamily 2A Cklfsf2a -1.72 0.238
Cytokine receptor-like factor 1 Crlf1 1.77 0.135
Duffy blood group Dfy 2.16 0.062
Fas (TNF receptor superfamily member) Fas 2.13 0.056
Interferon gamma inducible protein 47 Ifi47 1.53 0.179
Interferon induced 203 protein Ifi203 1.92 0.096
Interferon induced transmembrane protein 1 Ifitm1 1.77 0.146
Interferon regulatory factor 1 Irf1 1.54 0.128
Interferon-related developmental regulator 1 Ifrd1 1.83 0.106
Interleukin 1 beta Il1b 2.07 0.127
Interleukin 1 receptor accessory protein, transcript variant 1 Il1rap 1.97 0.067
Interleukin 10 receptor, alpha Il10ra 1.64 0.083
Interleukin 15 receptor, alpha chain, transcript variant 1 Il15ra 1.73 0.102
Interleukin 17 receptor Il17r 1.99 0.059
Interleukin 17 receptor B Il17rb 2.01 0.064
Interleukin 17 receptor E Il17re 3.53 0.224
Interleukin 17E Il17e -1.85 0.354
Interleukin 17F Il17f -1.50 0.428
Interleukin 18 receptor 1 Il18r1 2.31 0.097
Interleukin 2 receptor, alpha chain Il2ra 1.82 0.134
Interleukin 31 Il31 1.58 0.179
Interleukin 4 receptor, alpha, transcript variant 2 Il4ra 2.15 0.066
Lymphocyte antigen 86 Ly86 1.56 0.092
Peroxisome proliferator activated receptor gamma Pparg 2.06 0.143
Replication initiator 1 Repin1 1.72 0.095
Toll-like receptor 3 Tlr3 1.79 0.052
Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 13 Tnfsf13 1.94 0.074
Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 15 Tnfsf15 -1.56 0.348
Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 23 Tnfrsf23 1.57 0.137
Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 2 Tnfaip2 1.60 0.052
Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 8-like 2 Tnfaip8l2 1.86 0.140
Uveal autoantigen with coiled-coil domains and ankyrin repeats Uaca 1.58 0.074

X = fold difference (negative values indicate down-regulation of the transcript). The Student het-
eroscedastic t-test was used for the comparison of myocardial infarction with control. 
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Supplementary Table 1B. Non-regulated genes involved in the inflammatory/immune defense response of mice.
 

Name Symbol X P Name Symbol X P

Allograft inflammatory factor 1 Aif1 1.36 0.152 Interferon, alpha-inducible protein G1p2 -1.17 0.518

Arachidonate 5-lipoxygenase Alox5 1.28 0.494 Interferon, alpha-inducible protein 27 Ifi27 -1.07 0.750

Attractin Atrn -1.11 0.475 Interferon-activatable protein 203 N/A 1.08 0.715

CD180antigen Cd180 1.18 0.252 Interferon-induced protein 44 Ifi44 -1.21 0.431

Chemokine ligand 12 Ccl12 -1.07 0.803 Interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 1 Ifit1 1.04 0.868

Chemokine ligand 2 Ccl2 1.03 0.882 Interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 2 Ifit2 1.28 0.332

Chemokine ligand 22 Ccl22 -1.13 0.715 Interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 3 Ifit3 -1.02 0.862

Chemokine ligand 24 Ccl24 1.09 0.678 Interferon-lambda2 Ifnl2 -1.46 0.047

Chemokine ligand 25 CcI25 1.25 0.126 Interferon-related developmental regulator 2 Ifrd2 1.21 0.312

Chemokine ligand 3 Ccl3 1.03 0.959 Interleukin 1 receptor-like 1, transcript variant 1 Il1rl1 1.30 0.329

Chemokine receptor 5 Ccr5 1.31 0.163 Interleukin 10 Il10 1.18 0.720

Chemokine receptor-like 2 Ccrl2 1.10 0.639 Interleukin 10 receptor, beta Il10rb 1.34 0.211

Chemokine ligand 1 Cxcl1 1.42 0.282 Interleukin 12b Il12b 1.24 0.507

Chemokine ligand 4 Cxcl4 1.30 0.252 Interleukin 15 Il15 1.23 0.239

Chemokine ligand 9 Cxcl9 1.00 0.990 Interleukin 16 Il16 1.49 0.048

Chemokine receptor 4 Cxcr4 1.49 0.079 Interleukin 17 Il17 1.14 0.720

Chemokine receptor 6 Cxcr6 -1.42 0.407 Interleukin 17 receptor c Il17rc 1.50 0.015

Chemokine binding protein 2 Ccbp2 1.29 0.272 Interleukin 17 receptor d Il17rd 1.13 0.704

Chemokine-like factor 5, complete cds CKLF5 1.02 0.915 Interleukin 17d Il17d 1.02 0.851

Chemokine-like factor superfamily 2B Cklfsf2b 1.31 0.170 Interleukin 18 Il18 1.46 0.124

Chemokine-like factor superfamily 3 Cklfsf3 1.31 0.066 Interleukin 18 binding protein Il18bp 1.36 0.171

Chemokine-like factor superfamily 4 Cklfsf4 1.22 0.292 Interleukin 21 N/A 1.28 0.391

Chemokine-like factor superfamily 5 Cklfsf5 -1.28 0.577 Interleukin 21 receptor Il21r 1.20 0.549

Chemokine-like factor superfamily 6 Cklfsf6 1.49 0.072 Interleukin 4 induced 1 Il4i1 -1.45 0.217

Chemokine-like factor superfamily 7 Cklfsf7 1.19 0.018 Interleukin 6 receptor, alpha Il6ra 1.46 0.220

Chemokine-like factor superfamily 8 Cklfsf8 -1.01 0.924 Interleukin 7 II7 1.29 0.174

Chemokine-like factor, transcript variant 1 Cklf 1.22 0.305 Interleukin 7 receptor Il7r -1.50 0.724

Chitinase 3-like 4 Chi3l4 1.06 0.808 Interleukin enhancer binding factor 3 Ilf3 1.36 0.134

Cytokine induced apoptosis inhibitor 1 Ciapin1 1.25 0.231 Interleukin-1 receptor associated kinase 1 splice form 1 Irak1 1.37 0.055

Cytokine inducible SH2-containing protein Cish -1.02 0.921 Interleukin-1 receptor-associated kinase 1 binding protein 1 Iraklbp1 1.06 0.830

Cytokine-like 1 Cyt1 1.37 0.039 Myeloid differentiation primary response gene 88 Myd88 -1.01 0.916

Cytokine receptor-like factor 3 Crlf3 1.21 0.521 Pyd and card domain containing Pycard -1.04 0.806
Endothelial differentiation, sphingolipid G-protein-

coupled receptor, 3 Edg3 1.49 0.175 Regenerating islet-derived 3 gamma Reg3g 1.33 0.299

Hemolytic complement Hc 1.14 0.558 Signal transducer and activator of transcription 5b Stat5b 1.21 0.385

Interferon receptor 2 Ifnar2 1.20 0.347 Tachykinin 1 Tac1 1.08 0.839

Interferon-activated gene 203 Ifi203 1.17 0.195 Toll-like receptor 1 Tlr1 -1.31 0.316

Interferon alpha responsive gene Ifrg15 1.25 0.487 Toll-like receptor 9 Tlr9 1.32 0.096
Interferon-dependent positive acting transcription

factor 3 gamma Isgf3g -1.22 0.821 Transforming growth factor, beta 1 Tgfb1 1.35 0.062

Interferon gamma-induced gtpase Igtp 1.20 0.292 Tumor necrosis factor superfamily, member 12 Tnfsf12 1.43 0.099

Interferon gamma-inducible protein 30 Ifi30 1.18 0.517 Tumor necrosis factor superfamily, member 13b Tnfsf13b 1.32 0.385

Interferon-induced transmembrane protein 2 Ifitm2 1.29 0.051 Tumor necrosis factor superfamily, member 9 Tnfsf9 1.38 0.353

Interferon-induced transmembrane protein 3 Ifitm3 -1.12 0.301 Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 19 Tnfrsf19 1.24 0.191

Interferon-inducible gtpase 2 Iigp2 1.32 0.123 Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 21 Tnfrsf21 1.29 0.392

Interferon-inducible gtpase family member 5 ligp5 -1.02 0.936 Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 4 Tnfrsf4 1.02 0.914

Interferon regulatory factor 2 Irf2 1.31 0.219 Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 5 Tnfrsf5 1.28 0.035

Interferon regulatory factor 2 binding protein 1 Irf2bp1 1.01 0.956 Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 9 Tnfrsf9 -1.11 0.724

Interferon regulatory factor 2 binding protein 2 Irf2bp2 1.12 0.682 Tumor necrosis factor superfamily, member 5-induced protein 1 Tnfsf5ip1 1.26 0.155

Interferon regulatory factor 5 Irf5 1.35 0.194 Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 1 Tnfaip1 1.31 0.037

Interferon regulatory factor 6, transcript variant 1 Irf6 -1.14 0.732 Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 Tnfaip3 1.43 0.152

Interferon regulatory factor 7 Irf7 -1.03 0.875 Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 8 Tnfaip8 1.19 0.197

Interferon stimulated exonuclease gene 20-like 1 Isg20l1 1.22 0.414 Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 8-like 1 Tnfaip8l1 1.19 0.409

X = fold difference (negative values indicate down-regulation of the transcript). The Student heteroscedastic t-test was used for the comparison of heart failure with control. 
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Artigo Original

Ecocardiograma de Alta Resolução e o Modelo de Infarto do Miocárdio em 
Camundongos

High Resolution Echocardiography and the Myocardial Infarction Model in Mice

Bruno Leonardo Barranco Esporcatte1, Nazareth Novaes Rocha1, 2, Debora Bastos Mello1, Karina Dutra 
Asensi1, Stephan Lachtermacher1, Regina Coeli dos Santos Goldenberg1, Antonio Carlos Campos de Carvalho1

RESUMO

Objetivo: Avaliação do infarto do miocárdio (IM), induzido por isquemia e reperfusão em camundongos, por meio de análises eco-
cardiográficas, em equipamento específico para pequenos roedores. Metodologia: Camundongos machos e fêmeas C57BL/6 (oito 
semanas), pesando entre 20 e 25g, foram submetidos à indução do IM pelo protocolo isquemia e reperfusão (n=19), com um período 
de isquemia de 90 minutos e comparados a animais não infartados (n=10). Foram realizadas avaliações ecocardiográficas, antes do 
infarto e 8, 20 e 60 dias após a cirurgia com transdutor de alta resolução (30 MHz) específico para camundongos. Foram avaliados 
os diâmetros cavitários, fração de encurtamento pelo modo unidimensional e tempo de relaxamento isovolumétrico pelo Doppler, 
além da fração de ejeção calculada pelo método de Simpson, pelo modo bidimensional. Resultados: Já na primeira análise, após o 
infarto do miocárdio, é possível evidenciar a dilatação do ventrículo esquerdo, em sístole (controle 2,10±0,43 mm versus infartado 
2,83±0,46 mm, p< 0,001) e diástole (controle 3,26±0,33 mm versus infartado 3,83±0,48 mm, p < 0,01) e redução da fração de ejeção 
pelo método de Simpson (controle 74,63±8,29 versus infartado 62,58±11,62, p<0,05). Além disso, foi observado redução do tempo 
de relaxamento isovolumétrico (controle 26,61±6,41 vs infartado 20,94±2,65, p<0,05), compatível com disfunção diastólica. Con-
clusão: O uso do equipamento de alta resolução, específico para camundongos, permitiu a observação de alterações, precocemente, ao 
contrário das medidas feitas em aparelhos desenvolvidos para humanos e adaptados para pequenos roedores. A qualidade da imagem 
reduz a margem de erro nas aferições, permitindo maior fidedignidade dos resultados.
Descritores: Ecocardiografia, Infarto do Miocárdio, Camundongos 

SUMMARY

Objective: Valuation of myocardial infarction induced by ischemia and reperfusion in mice using echocardiographic analyses 
performed in specific equipment for small rodents. Methods: C57BL/6 male and female mice (8-12 weeks-old), 20 to 25g of weight, 
were submitted to myocardial infarction using the ischemia and reperfusion protocol (n=19), with a period of 90 minutes of ischemia 
and the infarcted animals were compared with non-infarcted animals (n=10). Echocardiography analyses were done before and at 8, 
20, and 60 days after surgery using a high resolution transducer (30MHz, Vevo 770, Visual Sonics) specific for mice. We evaluated the 
following parameters: cavitary diameter, shortening fraction by M-Mode and isovolumetric relaxing time by Echo Doppler. Ejection 
fraction was also measured using Simpson method using the bidimensional mode. Results: It was possible to evidence a left ventricular 
dilatation in systole (control 2.10±0.43 mm vs infarcted 2.83±0.46 mm, p< 0.001), diastole (control 3.26±0.33 mm vs infarcted 
3.83±0.48 mm, p < 0.01) and reduction of ejection fraction by Simpson method (control 74.63±8.29 vs infarcted 62.58±11.62, 
p<0.05) in the first analysis after myocardial infarction. In addition, it was observed reduction of isovolumetric relaxing time (control 
26.61±6.41 vs infarcted 20.94±2.65, p<0.05), which is compatible with diastolic dysfunction. Conclusion: The use of specific 
high resolution equipment in mice allowed the observation of early alterations, unlike of the measurements done with equipments 
developed for humans and adapted to small rodents. The quality of the image reduces possible mistakes of the measurements, giving 
a more trusted result to the exam.
Descriptors: Echocardiography; Myocardial Infarction; Mice
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ecocardiogramas, com transdutores de alta frequên-
cia e melhor resolução de imagem, foram especial-
mente desenvolvidos para o uso em experimentação 
animal18.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a função 
cardíaca de animais infartados pelo protocolo de 
IR, por meio da ecocardiografia de alta resolução.

Materiais e métodos

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em 
Pesquisas Animais, do Centro de Ciências da Saú-
de, conforme Protocolo Nº 026/2008, do Instituto 
de Biofísica Carlos Chagas Filho.

Animais experimentais

Camundongos machos e fêmeas C57BL/6 de 
oito semanas, pesando entre 20 e 25g, fornecidos 
pelo biotério do Programa de Bioengenharia e Bio-
tecnologia Animal, foram utilizados para experi-
mentos de indução do IM.

Registro eletrocardiográfico

Foram fixados dois eletrodos no tecido subcu-
tâneo dos animais, na linha axilar posterior, três 
dias antes da cirurgia. Isso possibilitou a análise ele-
trocardiográfica da derivação convencional D1, de 
forma contínua, durante o procedimento cirúrgico. 
Foram utilizados o aparelho BIO AMP da ADIns-
trument, calibrado para a velocidade de 50 mm/s e 
voltagem de 20 mm = 1mV e o programa Chart, 
versão 5.0, para as análises subsequentes.

Indução do infarto do miocárdio

O animal, após pesagem, foi anestesiado, uti-
lizando-se Cloridrato de Xilasina (Anasedan®), na 
dose de 20mg/kg, e Cloridrato de Quetamina (Do-
palen®), na dose de 80 mg/kg, por via intraperito-
neal. Um pequeno acesso foi realizado 5mm acima 
da fúrcula esternal. Divulsionamos as estruturas, 
anatômicas, de forma a visualizar-se a traqueia e a 
cartilagem cricotireóide, o que permitiu a sua pun-
ção com um dispositivo de cateter sobre agulha ca-

Introdução

As doenças do aparelho circulatório são a maior 
causa de mortalidade no Brasil, segundo o banco 
de dados do sistema único de saúde (DATASUS), 
sendo a principal responsável por internações a par-
tir da quinta década de vida. Dentre esses agravos, 
o infarto agudo do miocárdio (IAM) responde por, 
aproximadamente, 35 óbitos a cada 100.000 habi-
tantes1. Apesar do progresso considerável no enten-
dimento e tratamento das cardiopatias isquêmicas, 
a incidência, prevalência e impacto socioeconômico 
continuam aumentando.

O conhecimento dos detalhes fisiopatológicos e 
o desenvolvimento de novas terapias, que possam 
reduzir a morbi-mortalidade das principais doenças 
que afligem a sociedade, são justificativas importan-
tes para o uso de modelos experimentais. Inúmeras 
são as patologias que já foram reproduzidas em ani-
mais, entre elas, a esclerose mútlipla2, cirrose hepá-
tica3, glaucoma4, doença de Chagas5, infarto agudo 
do miocárdio6 e insuficiência cardíaca7.

A indução cirúrgica do infarto do miocárdio em 
roedores é um modelo com resultados reprodutíveis 
e precisos, quanto ao tempo e localização do evento 
isquêmico, e amplamente utilizado e indispensável 
na pesquisa cardiovascular. O desenvolvimento de 
camundongos transgênicos, que expressam proteí-
nas fluorescentes ubiquamente ou sobre controle de 
promotores específicos8, ou ainda que apresentam 
manipulação seletiva de genes9,10, tornam os ca-
mundongos, animais de escolha entre os modelos 
experimentais de IM. 

A principal desvantagem do uso de camundon-
gos como modelo experimental de IM é o seu tama-
nho11-15, o que exige uma grande habilidade cirúr-
gica para a indução do infarto, especialmente, pelo 
protocolo de isquemia e reperfusão (IR) e equipa-
mentos adequados para a análise da função cardíaca 
desses animais. 

A ecocardiografia sempre foi importante ferra-
menta para os estudos pré-clínicos das cardiomio-
patias e os aparelhos hospitalares eram, inicialmen-
te, adaptados para o uso laboratorial16,17, o que nem 
sempre permitia a melhor análise do desempenho 
cardíaco de camundongos. Recentemente, novos 
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libre 24, mimetizando uma cricotireoideostomia e 
possibilitando o acoplamento do animal a um ven-
tilador (Harvard Apparatus; Holliston, MA), previa-
mente ajustado (ar comprimido / fluxo de 0,2ml / 
FR: 90 até 14irpm). 

Após a instalação do suporte ventilatório, o aces-
so à cavidade torácica foi realizado na região paraes-
ternal, na altura do 4º espaço intercostal esquerdo, 
com o auxílio de um bisturi (nº15). Divulsionamos 
a musculatura torácica (peitoral maior e menor), de 
forma a visualizar o 4º e 5º espaço intercostal à es-
querda. Com auxílio de uma tesoura de ponta fina, 
acessamos o espaço acima daquele em que melhor 
observa-se o ictus cordis.

A ligadura foi feita a dois milímetros da aurícu-
la esquerda, com fio 7-0 mononylon (prolene). O 
protocolo de IR é realizado mediante a instalação 
do ponto cirúrgico sobre um aparato de polietileno 
(PE10), o que permite a remoção da sutura após 
90 minutos de isquemia. O animal foi desmamado 
do suporte ventilatório, gradualmente, mediante o 
retorno dos reflexos de retirada. Durante o perío-
do de isquemia, o animal permaneceu em plano 
anestésico, com o acesso respiratório e uma sutura 
provisória, feita para evitar exposição do coração. 
Terminado o período de isquemia, a sutura da pele 
foi desfeita e a cavidade torácica exposta novamen-
te, tornando-a visual. Abaixo da ligadura, sobre o 

aparato de polietileno, o miocárdio apresentou-se 
esbranquiçado.

Com o auxílio de uma pinça e uma lâmina de 
bisturi, o ponto simples foi desfeito, permitindo a 
reperfusão do tecido. A sutura definitiva da pele foi 
concluída e o animal retornou à gaiola, após o retor-
no dos reflexos posturais.

Estudo ecocardiográfico

Para a realização do ecocardiograma (ECO), os 
animais foram anestesiados por inalação, com iso-
flurano 1,5% (Cristália), tricotomizados na região 
torácica anterior e fixados a uma plataforma aqueci-
da. Durante todo o protocolo, foram monitoradas a 
frequência cardíaca, respiratória e temperatura cor-
poral dos camundongos. Foi utilizado o aparelho 
Vevo 770 (Visual Sonics, Toronto - Canadá), espe-
cífico para roedores. Para o presente estudo, foi em-
pregado um transdutor eletromecânico setorial de 
30,0 MHz, para a obtenção de imagens fundamen-
tais. Após a tricotomia da parede torácica anterior, 
uma camada de gel (Carbogel) foi colocada sobre 
o tórax dos animais, servindo de interface entre o 
transdutor e o tórax do animal (Figura 1). Todas as 
imagens foram adquiridas a uma profundidade de 
6mm. O frame médio de aquisição foi de 70 a 100 
por segundo.

A geometria cardíaca foi 
analisada utilizando o modo 
unidimensional (Modo-M), 
para avaliar os seguintes pa-
râmetros: diâmetro ventricu-
lar em sístole e diástole (em 
mm), fração de encurtamen-
to, tempo de relaxamento 
isovolumétrico (TRIV) pelo 
Doppler. A fração de ejeção 
foi avaliada pelo método de 
Simpson, por meio do modo 
bidimensional. 

O TRIV foi empregado 
por meio da imagem, em cin-
co câmaras, pegando o Do-
ppler da mitral, juntamente 
com o Doppler da via de saída 

Figura 1 - Equipamento específico para pequenos roedores. O aparelho possui trans-
dutor de 30 MHz acoplado a alavanca regulável, câmara de indução de anestesia, mesa 
com controle de temperatura e sensores para registro de ECG e frequência cardíaca. 
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da aorta. O cálculo foi feito analisando-se o tempo 
em milissegundos, do final do Doppler aórtico até 
o início do Doppler do fluxo mitral.

O mesmo operador realizou os exames de to-
dos os grupos nos mesmos dias, desconhecendo a 
procedência dos animais, quanto aos grupos experi-
mentais a que pertenciam.

Análise estatística

Os resultados são mostrados sobre a forma de 
média ± desvio padrão. As análises estatísticas fo-
ram feitas pelo teste de ANOVA de uma via com 
pós-teste de Bonferroni e os resultados foram consi-
derados significativos, quando p<0,05.

Resultados

Durante a cirurgia os camundongos foram mo-
nitorados por eletrocardiograma (Figura 2). A inter-
rupção abrupta do fluxo sanguíneo gerou o supra-
desnivelamento do segmento ST, já aos 10 minutos 
de isquemia e, aos 45 minutos, surgiu uma onda 
Q denotando o início da lesão tecidual irreversível. 
Após a reperfusão miocárdica, cessa o estímulo is-
quêmico, determinando, assim, o retorno do seg-
mento ST à linha de base e, ao ECG, observa-se 
apenas a presença de uma onda negativa profunda 
(Q patológica). Animais, que foram submetidos à 
oclusão permanente da artéria descendente anterior 
ou não reperfundidos adequadamente, apresenta-
ram, além da onda Q, a manutenção do suprades-
nivelamento do segmento ST. 

Análise ecocardiográfica seriada

Os animais normais e falso-operados foram 
acompanhados ao longo do estudo e não foram 
observadas, em nenhum momento, alterações sig-
nificativas em relação às medidas de cavidade nos 
dois grupos. A frequência cardíaca foi monitorada 
ao longo de todo o exame, permanecendo em tor-
no de 350 a 400 batimentos por minuto.

A utilização de um equipamento específico para 
o uso laboratorial, em pequenos roedores, permi-
tiu a detecção precoce das alterações estruturais 
induzidas pela injúria isquêmica. Ao final da pri-
meira semana (Figura 3), já é possível notar o au-
mento da cavidade ventricular em sístole (controle 

2,10 ± 0,43mm versus 
8 dias 2,83 ± 0,46mm, 
p < 0,001) e, em diás-
tole, (controle 3,26 ± 
0,33mm vs 8 dias 3,83 
± 0,48mm, p < 0,01), o 
que não era evidenciado 
com o uso de aparelhos 
de humanos, adaptados 
para animais (dados não 
apresentados). 

Com o aumento da 
cavidade ventricular, seu 

Figura 2 - ECG durante a cirurgia: A primeira alteração ob-
servada é o aparecimento da elevação do segmento ST (triân-
gulo) aos 10 minutos, que denota a presença de isquemia. 
Aos 45 minutos, surge a onda Q (seta), patognomônica de 
lesão irreversível. 30 minutos após o início da reperfusão 
observamos apenas a onda Q patológica sem a presença de 
supra desnivelamento do segmento ST, já que o estímulo 
isquêmico foi abolido.

Figura 3 - Diâmetro ventricular em sístole e diástole. Detecção da dilatação da cavidade ven-
tricular foi possível já aos oito dias após o procedimento cirúrgico. * vs 0 p<0,05, *** vs 0 p<0,001, 
** vs 0 p<0,01, *vs 0 p<0,05, ### vs 8 dias p<0,001, ## vs 8 dias p<0,01, ‡ vs 20 dias p<0,05. 
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processo de remodelamento e acinesia da parede an-
terior (Figura 4), observou-se, ainda, a redução da 
fração de encurtamento (controle 35,86 ± 8,64 vs 
8 dias 26,92 ± 7,78, p < 0,05; vs 20 dias 23,39 ± 
8,75, p < 0,01; vs 60 dias 19,96 ± 5,56, p < 0,001), 
avaliada pelo modo bidimensional, mantendo-se as-
sim ao longo do estudo. (Figura 5) Para avaliação da 
função diastólica, foi realizada a medida do tempo 
de relaxamento isovolumétrico. A deficiência diastó-
lica foi constatada pela redução do TRIV (Figura 6), 
presente logo na primeira avaliação (controle 26,8 
ms ± 6,25 vs. 8 dias 21,7ms ± 3,86 p < 0.001). Pela 

frequência cardíaca, elevada 
nos camundongos, não foi 
possível avaliar a relação E/
A do fluxo transmitral.

Devido à maior sensi-
bilidade do aparelho, foi 
possível aferir a fração de 
ejeção pelo método de 
Simpson (Figura 7), pela 
obtenção de cortes trans-
versais em diferentes alturas 
associados a um corte lon-
gitudinal. Por essa medida, 
é possível inferir, de forma 
global, a disfunção cardíaca 
progressiva desses animais, 
desde o seu valor basal de 
74,63 ± 8,29% para 62,58 

Figura 4: Representativos animais normais (A e B) vs infartados (C e D). observamos a 
alteração da conformação ventricular, na qual os corações infartados apresentam dilatação 
da cavidade e conformação globosa. Além disso, nota-se acinesia da parede anterior indicada 
pela seta em D. 

Figura 5: Fração de encurtamento. Medida feita pelo modo 
m  na altura dos músculos papilares. *** vesus day 0 p<0,001, 
** versus day 0 p<0,01, *versus day 0 p<0,05.

Figura 6: Tempo de relaxamento isovolumétrico. Avaliação 
da função diastólica já alterada aos oito dias após IM. ** 
versus 0 p<0.01, *versus 0 p<0.05. 

Figura 7: Fração de ejeção pelo método de Simpson. Avalia-
ção mais fidedigna da disfunção cardíaca progressiva e perma-
nente provocada pela injúria isquêmica. *** versus 0 p<0,001, 
** versus 0 p<0,01. 
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± 11,62% aos oito dias, (p < 0,01), 53,41 ± 10,41% 
aos 20 dias (p < 0,001 vs controle) e para 52,42 
± 10,41% aos 60 dias, após o procedimento (p < 
0,001 vs controle). 

Discussão

A avaliação da função cardíaca de camundon-
gos é limitada pelo pequeno tamanho do coração 
e sua frequência de batimentos elevada. Transdu-
tores de frequência baixa, quando utilizados para 
adquirir imagens em campo próximo, realizam 
essa avaliação de maneira deficiente19, impedindo 
a apresentação de sensibilidade suficiente para de-
tectar pequenas disfunções.

O uso de camundongo para a indução do in-
farto do miocárdio apresenta grandes vantagens, 
como a possibilidade de utilização de diferentes 
animais transgênicos, o que permite a melhor in-
vestigação dos mecanismos moleculares de lesão e 
remodelamento cardíaco subsequente. Porém, sua 
utilização demanda grande habilidade cirúrgica e 
a necessidade de equipamentos específicos para a 
avaliação cardiovascular.

Ecocardiogramas convencionais equipados com 
transdutores de até 15 MHz, utilizados em hospi-
tais, foram adaptados para a avaliação da função 
cardíaca em camundongos20. Apesar de extensa-
mente utilizados e provendo informações impor-
tantes, em outros modelos de doenças cardíacas, 
tais equipamentos não apresentam sensibilidade 
suficiente para inferir a função cardíaca no modelo 
de injúria por IR.

O modelo de infarto do miocárdio, induzido 
por IR, provoca disfunção ventricular dependente 
do tempo ao qual o animal é submetido à restrição 
de aporte sanguíneo21,22. Michael et al23 compara-
ram a disfunção miocárdica de diferentes períodos 
de isquemia à oclusão permanente da artéria des-
cendente anterior, por meio da análise perimetria 
da área infartada do ventrículo esquerdo. A oclu-
são temporária de 30 e 60 minutos geraram lesões 
muito pequenas, possivelmente não detectáveis ao 
ecocardiograma. Entretanto, o insulto isquêmico 
de 120 minutos levou a uma lesão sem diferença 
estatística, quando comparada a animais infartados 

pela oclusão permanente da artéria em questão. 
Em vista disso, adotamos 90 minutos, como 

protocolo de isquemia, com o intuito de gerar 
lesões evidenciáveis ao ecocardiograma, sem pro-
vocar a mesma disfunção cardíaca que a oclusão 
permanente da artéria descendente anterior.

O ecocardiograma específico para camundon-
gos foi, extremamente, útil para a caracterização do 
modelo de infarto do miocárdio induzido por IR. 
Esse modelo mimetiza mais precisamente a situa-
ção clínica, na qual o paciente diagnosticado com 
infarto é submetido a alguma terapia de revascula-
rização. Apesar de extensamente utilizada, a oclu-
são permanente da artéria coronária descendente 
anterior não é um modelo indicado para teste de 
administração de células, moléculas ou drogas que 
atuem diretamente na região isquêmica.

No modelo de isquemia, durante 90 minutos 
seguidos de reperfusão, foi possível detectar alte-
rações precoces provocadas pela injúria, logo na 
primeira semana após o procedimento. Devido à 
alta sensibilidade do sistema, foi também possível 
avaliar a fração de ejeção pelo método de Simpson. 
Tal avaliação permite inferir com mais segurança a 
função cardíaca global. Além disso, a evolução do 
remodelamento cardíaco pode ser acompanhada, 
ao longo dos dois meses de estudo.

Conclusão

O infarto do miocárdio induzido por IR gerou 
disfunção cardíaca progressiva, precocemente evi-
denciada pelo ecocardiograma de alta resolução, 
específico para pequenos roedores. A dilatação da 
cavidade ventricular, redução da FE, FS e TRIV 
representam critérios para a disfunção sistólica e 
diastólica. Tais parâmetros mostraram-se alterados 
já na primeira avaliação, oito dias após a indução 
do infarto.
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