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“Nunca ande pelo caminho traçado, pois ele 

conduz somente até onde os outros já foram." 

(Alexander Graham Bell) 
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Resumo 

 

Introdução. Estudos na literatura mostram que o fator estimulante de colônia de 

granulócitos (G-CSF) é capaz mobilizar células-tronco provenientes da medula 

óssea que diante de um evento fisiopatológico no coração, como por exemplo o 

infarto agudo do miocárdio, fariam o reparo do miocárdio perdido. Efeitos como a 

melhora da função cardíaca, redução do infarto e da mortalidade foram relacionados 

ao tratamento com G-CSF. Com a evolução do conhecimento na área, foi 

evidenciado um efeito direto sobre o miocárdio, como sendo responsável por todos 

os efeitos benéficos, e que as células mobilizadas pelo G-CSF não contribuiriam de 

forma significativa pelos benefícios. Objetivos. Diante dessas informações, nós 

objetivamos avaliar os efeitos do pré-tratamento com G-CSF sobre a fase aguda do 

infarto do miocárdio, e suas repercussões no remodelamento e progressão para a 

insuficiência cardíaca. Metodologia. Ratos Wistar (180-240g) foram randomizados 

para receber G-CSF (50µg/kg, sc) (IM-GCSF) ou placebo (IM), aplicados 7, 3 e 1 

dias antes da cirurgia. O infarto foi realizado através da oclusão permanente da 

artéria coronária descendente anterior esquerda e a extensão do infarto foi 

determinada através da área corada com trifeniltetrazólio (24 horas) ou pela área da 

cicatriz (15 dias). Um grupo de animais foi submetido à cirurgia fictícia para ser 

utilizado como controle (Sham). A medida da expressão protéica de Bcl-2, Bcl-xL e 

Bax foram realizadas imediatamente antes da indução do infarto por Western blot, 

utilizando amostras de ventrículo esquerdo. Para avaliar as arritmias ventriculares 

após o infarto, os animais foram anestesiados com pentobarbital (60mg/kg, ip) e o 

eletrocardiograma foi monitorado por 30 minutos após a oclusão. O número de 

extrassístoles ventriculares, incidência e duração de taquicardias ventriculares (TV) 

e a incidência de fibriliação ventricular (FV) foram computados. Medidas 

hemodinâmicas foram realizadas 15 dias após o infarto através do cateterismo 

ventricular sob anestesia de quetamina (70mg/kg) e xilazina (10mg/kg). Após o 

cateterismo ventricular, a avaliação da rigidez da câmara ventricular esquerda foi 

feita através da análise da curva pressão-volume (P-V). Resultados. A extensão do 

infarto medida 24 horas após a oclusão foi reduzida pelo pré-tratamento com G-CSF 

(35,8±2,8 vs. 43,7±2,1 IM; p<0,05). Da mesma forma, 15 dias após a oclusão, a 

extensão do infarto se apresentou reduzida no grupo IM-GCSF comparada ao grupo 

IM (27,2±2,2% vs. 35,9±1,4%, p<0,05). O pré-tratamento com G-CSF aumentou a 



 

expressão protéica de Bcl-2 (8,8±0,9 vs. 5,2±0,6 no grupo IM, p<0,05), Bcl-xL 

(5,6±0,8 vs. 3±0,2 no grupo IM, p<0,05), mas não alterou os níveis de expressão de 

Bax (5,9±1 vs. 5,5±1,2 no grupo IM, p>0,05). A mortalidade nas primeiras 24 horas 

após o infarto foi reduzida significativamente diante do pré-tratamento com G-CSF 

(26% vs. 47%, p<0,05), sendo a redução mais pronunciada nos primeiros 30 minutos 

seguidos à oclusão (11% vs. 27,6%, p<0,05). Tanto o número de eventos (7±2 vs 

29±6, p<0,05) quanto a duração (13±4 seg vs. 43±9 seg, p<0,05) das TV foram 

reduzidos nos animais do grupo IM-GCSF, assim como a incidência de FV (10% vs 

69%, p<0,05). O grupo IM apresentou menor rigidez ventricular quando comparado a 

outros grupos na fase inicial (k=19,9±2,5 vs. k=41±5 no grupo IM-GCSF e 

k=42,8±3,5 no grupo Sham, p<0,05), mas sob altas pressões, a rigidez ventricular no 

grupo IM difere somente do grupo IM-GCSF (k=2,52±0,2, IM; k=3,35±0,2, IM-GCSF; 

k=3,02±0,7, Sham; p<0,05). Conclusão. O pré-tratamento com G-CSF foi efetivo em 

reduzir a extensão do infarto avaliada 24 horas após a oclusão, e essa diferença se 

manteve ao longo dos 15 dias após a oclusão, mesmo diante da interrupção do 

tratamento. Esse resultado pode ser devido ao aumento na expressão de fatores 

anti-apoptóticos, reduzindo a injúria isquêmica na fase inicial do infarto. Além disto, o 

aumento na expressão de conexina43 no grupo pré-tratado pode estar envolvido na 

redução das arritmias ventriculares, levando a importante redução da mortalidade 

precocemente ao infarto. Todos estes resultados parecem contribuir para a 

preservação da função hemodinâmica encontrada 15 dias após o infarto nos animais 

que receberam G-CSF. 
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Abstract 

 

Background. The granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) mobilizes bone 

marrow stem cells and in the case of a cardiac pathophysiological event, such as 

acute myocardial infarction, they would repair the injured myocardium. Improvement 

in cardiac function, decrease in infarction size and mortality were related to G-CSF 

treatment. With the knowledge’s evolution in this area, a direct effect on myocardium 

was evidenced as responsible to some beneficial effects, and that cardiac 

regeneration had a small contribution to this effects. Aims. In agreement with this 

data, we propose to evaluate the effects of pretreatment with G-CSF on acute phase 

of myocardial infarction, and its impacts in the cardiac remodeling process and to 

heart failure evolution. Methods. Male Wistar rats (180-240g) were randomized to 

receive G-CSF (50µg/kg, sc) or vehicle, at 7, 3 and 1 days before surgery. 

Myocardial infarction was induced by permanent occlusion of left descending 

coronary artery and the infarction size was measured through tripheniltetrazolium 

chloride (24 hours) or by infarction scar area (15 days). A group of animals were 

submitted to false-surgery and used as control (Sham). Protein expression was made 

immediately before myocardial infarction induction by Western blot, in a sample of 

the left ventricle. To evaluate the postinfarction ventricular arrhythmias, the animals 

were anesthetized with pentobarbital (60mg/kg, ip) and the electrocardiogram was 

monitored by 30 minutes after occlusion. The number of premature ventricular 

complex, incidence and duration of ventricular tachycardia (VT) and the incidence of 

ventricular fibrillation (VF) were computed. Hemodynamic measurements were 

performed 15 days after myocardial infarction through ventricular catheterization 

under ketamine (70mg/kg) and xilazine (10mg/kg) anesthesia. After ventricular 

catheterization, analysis of left ventricular stiffness was made by pressure-volume 

curve (P-V). Results. Myocardial infarction size measured 24 hours after coronary 

occlusion was decreased by G-CSF pretreatment (35.8±2.8 vs. 43.7±2.1 IM; p<0.05). 

Moreover, 15 days after coronary occlusion, the myocardial infarction was reduced in 

the IM-GCSF group as compare to IM group (27,2±2,2% vs. 35,9±1,4%, p<0,05). 

The treatment with G-CSF increase the protein expression of Bcl-2 (8.8±0.9 vs. 

5.2±0.6 in IM group, p<0.05), Bcl-xL (5.6±0.8 vs. 3±0.2 in IM group, p<0.05), but 

doesn’t change Bax expression (5.9±1 vs. 5.5±1.2 in IM group, p>0.05). In the first 24 

hours after infarction, mortality was significantly reduced by G-CSF pretreatment 



 

(26% vs. 47%, p<0.05), being the reduction more prominent at the first 30 minutes 

after occlusion (11% vs. 27.6%, p<0.05). The number of events (7±2 vs 29±6, 

p<0.05) and the duration (13±4 s vs. 43±9 s, p<0.05) of VT were reduced in the 

animals of IM-GCSF group, as well as the incidence of VF (10% vs 69%, p<0.05). IM 

group presents less ventricular stiffness as compared to other groups in a initial 

phase (k=19.9±2.5 vs. k=41±5 in IM-GCSF group and k=42.8±3.5 in Sham group, 

p<0.05), but at high pressure, the ventricular stiffness in IM only differs from IM-

GCSF group (k=2.52±0.2, IM; k=3.35±0.2, IM-GCSF; k=3.02±0.7, Sham; p<0.05). 

Conclusions. The pretreatment with G-CSF was effective in reducing myocardial 

infarction size evaluated soon after coronary occlusion and this difference was 

maintained throughout 15 days after occlusion. This result is due to an increase in 

expression of antiapoptotical factors, reducing the ischemic injury in the initial phase 

of myocardial infarction. Moreover, the increase in connexin43 expression in 

pretreated group seems to be responsible for the decrease in ventricular arrhythmias, 

leading to an important reduction in mortality rate soon after myocardial infarction. All 

of these results seem to contribute to hemodynamic preservation found 15 days after 

coronary occlusion in animals that received G-CSF. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1. Epidemiologia do Infarto Agudo do Miocárdio 

 

 

 O desenvolvimento do conhecimento fisiopatológico do infarto agudo do 

miocárdio (IAM) teve início no século 19 com relatos de autópsias feitas por dois 

patologistas, J. F. Payne e E. F. A. Vulpian, mostrando obstrução de artérias 

coronárias. Pouco tempo depois, Ludwig Hektoen relatou, que a causa mais 

freqüente de IAM seria a trombose secundária a processos escleróticos nas 

coronárias (Maroo et al., 2004). Já em 1901, Krehl relatou que a trombose nem 

sempre causaria morte súbita como se pensava, e que os sintomas da obstrução 

seriam mais fortes quanto mais súbita fosse a oclusão (Braunwald, 1998). A partir 

desses relatos, vários médicos, entre eles James Herrick, começaram a descrever 

características clínicas do IAM, e suas observações deram início à busca por 

métodos de diagnóstico e terapias (Herrick, 1912). A descrição das alterações 

celulares decorrentes do infarto do miocárdio em humanos foi feita por Barrie & 

Urback (1957), mostrando os eventos inflamatórios e fazendo distinções entre as 

áreas afetadas pelo infarto. 

O estudo do infarto do miocárdio há muito tempo desperta o interesse 

científico. Utilizando cães, Porter (1893) se propôs estudar os efeitos da oclusão da 

artéria coronária nos parâmetros funcionais do coração. Em 1918, um trabalho 

realizado por Smith (1918) introduziu os conhecimentos de eletrocardiografia (ECG) 

ao IAM, documentando a evolução das mudanças no eletrocardiograma após a 

ligadura da artéria coronária em cães (Smith, 1918). A ligadura da coronária em 

pequenos animais passou a ser utilizada a partir de 1954 em um trabalho onde, 

comparando a técnica em vários roedores, demonstrou-se que os melhores 

resultados foram obtidos em ratos (Johns & Olson, 1954). A partir daí, esta técnica 

foi sendo difundida por todo o mundo e hoje é a técnica mais utilizada para estudo 

do infarto do miocárdio e insuficiência cardíaca experimentais. 

 Em 1929, Albert S. Hyman chamou a atenção para medidas de prevenção de 

doenças cardiovasculares, colocando já naquela época as doenças cardiovasculares 

como um problema de saúde pública (Hyman, 1929). Pouco tempo depois, Mangun 
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(1956) levantou a importância dos aspectos relativos à prevenção primária e 

também sobre a necessidade de acompanhamento e reabilitação de pacientes 

cardiopatas, como medida eficaz para redução da mortalidade. Estas medidas 

propostas ao longo dos anos para reduzir a mortalidade por doenças 

cardiovasculares foram confirmadas quando foi observada redução importante da 

mortalidade por causas cardiovasculares com a introdução de clínicas nas áreas 

onde antes não existia acesso (Dignan et al., 1979). 

 As doenças cardiovasculares são atualmente, as principais causas de morte e 

incapacidade no Brasil e no mundo. Segundo dados da Organização Mundial da 

Saúde, dos 16,7 milhões de óbitos ocorridos no ano de 2002, 7,2 milhões tiveram 

como causa a doença arterial coronária. Nos Estados Unidos, estimou-se que 

aproximadamente 700 mil pessoas sofreriam um IAM no ano de 2007, com uma 

previsão de custos diretos e indiretos na ordem de 151,6 bilhões de dólares 

(American Heart Association, 2007). Segundo dados do DATASUS, no ano de 2005 

no Brasil foram notificados aproximadamente 65 mil óbitos tendo como causa o IAM 

(DATASUS). 

 As arritmias são responsáveis pela maior parte das mortes súbitas (Henkel et 

al., 2006), sendo que a degeneração em fibrilação ventricular está associada com 

baixa sobrevida nos primeiros trinta dias após o infarto agudo do miocárdio (Al-

Khatib et al., 2003). Desta mesma forma, foi demonstrado que as arritmias 

ventriculares estão associadas à morte súbita nos seis primeiros meses que se 

seguem ao infarto do miocárdio (Maggioni et al., 1993). Estudo realizado por 

Gaudron et al., (2001) em pacientes infartados mostrou que pacientes com 

remodelamento ventricular mais acentuado têm maior propensão à morte súbita. 

Vários fatores de risco estão associados ao desenvolvimento do IAM, sendo 

que recentemente, Lanas et al (2007) mostraram que na América Latina, os 

principais fatores de risco associados ao IAM são o hábito de fumar, a dislipidemia, a 

obesidade abdominal e a hipertensão arterial. Em adição, Anand et al. (2008) 

mostraram que além dos fatores descritos anteriormente, a inatividade física, 

diabetes e o uso de álcool estão relacionados ao risco de infarto do miocárdio. 

 As conseqüências de um IAM são desastrosas, sendo a insuficiência cardíaca 

um exemplo, trazendo comprometimentos graves da função sistólica e reduzindo a 

expectativa de vida dos pacientes. Em um estudo que avaliou pacientes admitidos 

em hospital com diagnóstico de IAM entre 1979 e 1998, mostrou que 24% dos 
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pacientes desenvolveram IC dentro de 30 dias após a admissão (Hellermann et al, 

2005). Outro estudo que analisou registros entre 1994 e 2000 de pacientes com IAM 

e sem história de IC prévia, mostrou que 20,4% dos pacientes tiveram IC no 

momento da admissão, e apenas 8,6 desenvolveram posteriormente (Spencer et al, 

2002). Apesar da grande dificuldade em quantificar as complicações de um IAM, 

acredita-se que entre 30 e 40% dos pacientes com IAM nos Estados Unidos 

desenvolverão IC em algum momento após a admissão (Weir et al, 2006). 

 Grandes avanços na terapêutica para o IAM aconteceram nas últimas 

décadas. Um grande arsenal terapêutico tem sido utilizado para o tratamento pós-

infarto com bons resultados. Atualmente, a terapia padrão para IAM inclui 

recuperação rápida e precoce do fluxo na artéria acometida, com a utilização de 

trombolíticos e intervenção mecânica. Além disso, agentes farmacológicos para 

diminuir os efeitos do remodelamento sobre o miocárdio são amplamente utilizados 

com resultados já comprovados, como por exemplo, os fármacos com ação no 

sistema renina-angiotensina-aldosterona (Pfeffer et al., 2003; Solomon et al., 2005). 

Além disto, outra classe farmacológica que tem obtido bons resultados clínicos são 

os bloqueadores dos receptores beta-adrenérgicos (CAPRICORN Investigators, 

2001; Fonarow et al., 2007), e as estatinas (Ray et al., 2005; Schwartz et al., 2001). 

 

 

1.2. Remodelamento Após o Infarto Agudo do Miocárdio 

 

 

 O remodelamento cardíaco que se segue a um IAM constitui um conjunto de 

alterações que ocorrem tanto no miocárdio infartado quanto no não infartado, 

causando um rearranjo estrutural e molecular compensatório, incluindo a hipertrofia 

do miocárdio remanescente, o que não é capaz de restaurar a função ventricular 

(Anversa et al., 1986; Mill et al., 1990). O remodelamento precoce à oclusão da 

artéria coronária é induzido pela perda aguda de miocárdio, e se caracteriza por 

dilatação e afinamento da área isquêmica causado pela morte e perda do 

alinhamento dos grupos de miócitos, eventos conhecidos como expansão do infarto 

(Swynghedauw, 1999; Sutton et al., 2000). Essa diminuição da espessura da parede 

na região infartada ocorre por estiramento celular e diminuição do espaço 

intercelular entre os miócitos. Já na área não infartada, o principal evento que 
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contribui para a diminuição da espessura da parede, é o rearranjo de grupos de 

miócitos diminuindo a quantidade de células e capilares através da parede, sendo 

determinantes para a dilatação ventricular após o infarto (Weisman et al., 1988; 

Olivetti et al., 1990), mostrando correlação com a extensão e a transmuralidade do 

infarto (Eaton e Bulkley, 1981).  

Nos primeiros minutos após a oclusão da artéria coronária, são observados 

distúrbios metabólicos na região isquêmica como redução de fosfocreatina e ATP. 

Além disso, ocorre redução da função mitocondrial, junto com redução do estoque 

de glicogênio nas áreas isquêmica e não-isquêmica, o que leva à redução na tensão 

desenvolvida pela parede não infartada (Wood et al., 1979). Junto às alterações 

metabólicas, ocorrem alterações elétricas, com redução do potencial de repouso da 

membrana pelo aumento da concentração de K+ extracelular (Janse et al., 1979). 

O súbito aumento da resistência extracelular contribui de forma significativa 

para o retardo na condução elétrica, seguida por aumento da resistência intracelular, 

causando desacoplamento elétrico entre as células podendo levar ao aparecimento 

de atividade ectópica (Kleber et al., 1987). Os achados eletrocardiográficos precoces 

à oclusão incluem a elevação do segmento S-T, e redução do segmento Q-T. Janse 

et al. (1980) demonstraram que precocemente à oclusão da artéria coronária em 

cães e porcos, a manutenção das taquiarritmias ventriculares ocorre por circuitos de 

reentrada no miocárdio isquêmico e por efeito arritmogênico gerado pela corrente de 

lesão, culminando com o aparecimento de atividade ectópica. A dinâmica das 

arritmias após a oclusão da artéria coronária em ratos foi descrita por Optiz et al. 

(1995) dividindo em duas fases distintas: a primeira acontece durante os trinta 

minutos iniciais e a segunda inclui o período entre noventa minutos e nove horas 

após o início da isquemia. O aparecimento de atividade ectópica ventricular foi 

relacionado ao desacoplamento elétrico entre miócitos, visto que em camundongos 

com baixa expressão de conexina 43 (Cx43), a atividade ectópica foi extremamente 

aumentada em relação ao animal com níveis normais de expressão (Gutstein et al., 

2005). 

 O desenvolvimento histopatológico do IAM foi descrito em ratos por Fishbein 

et al. (1978) mostrando que após 24 horas da ligadura da coronária, uma zona 

necrótica se torna evidente, além de edema intersticial, congestão vascular e áreas 

de hemorragia. As células polimorfonucleares (PMN) estão presentes a partir do 

segundo ao sexto dia após a ligadura, quando começam a diminuir. A infiltração de 
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células inflamatórias crônicas atinge o pico no sétimo dia, diminuindo gradualmente 

até o vigésimo primeiro dia após a oclusão. A partir do terceiro dia, ocorre 

proliferação de fibroblastos e a deposição de colágeno persiste até o vigésimo 

primeiro dia, quando o processo de reparo está completo (Fishbein et al., 1978). A 

Figura 1 apresenta resumidamente os eventos decorrentes do processo isquêmico 

que leva ao reparo cardíaco. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Evolução temporal dos eventos que conduzem ao reparo cardíaco 
após isquemia aguda (Adaptado de Ertl e Frantz, 2005). 
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 As modificações iniciais que ocorrem na matriz extracelular no miocárdio 

isquêmico são a degradação do colágeno intersticial e a desorganização das fibras 

colágenas, favorecendo a dilatação da câmara (Swynghedauw, 1999). Os níveis de 

expressão de metaloproteinases, enzimas que degradam o colágeno, estão 

aumentados no terceiro dia após o IAM reduzindo gradativamente até o sétimo dia. 

A partir do segundo dia, a síntese de colágeno inicia o processo de reparo do tecido 

e se estende por algumas semanas, afetando também o miocárdio não infartado. O 

aumento da expressão do inibidor tecidual de metaloproteinases (TIMP) e de 

colágeno tipo I e III acontece a partir do terceiro dia, permanecendo alto por, pelo 

menos, vinte oito dias. O fator de crescimento transformante (TGF-β1), um mediador 

fibrogênico, tem sua expressão aumentada tanto no miocárdio infartado quanto no 

não infartado a partir do segundo dia, sendo seguido pelo aparecimento de 

miofibroblastos e conseqüente aumento do colágeno. As fibras colágenas se tornam 

evidentes em ambas as regiões a partir do sétimo dia (Sun et al., 2000; Cleutjens et 

al., 1995). 

 Após a oclusão permanente da artéria coronária em ratos, observa-se 

aumento na expressão de citocinas pró-inflamatórias no músculo cardíaco. Nas 

primeiras horas após a oclusão, ocorre um aumento da expressão do fator de 

necrose tumoral (TNF-α) e interleucinas (IL) 1 e 6, reduzindo ao longo dos 7 

primeiros dias seguidos à oclusão (Herskowitz et al., 1995; Vandervelde et al., 

2007). Além disto, ocorre um súbito aumento na expressão gênica do fator 

estimulante de colônia de granulócitos (G-CSF) e do fator estimulante de colônia de 

granulócitos monócitos (GM-CSF) após o infarto, persistindo até o sétimo dia após a 

oclusão (Vandervelde et al., 2007). Recentes estudos mostram a participação de 

algumas citocinas pró-inflamatórias no desenvolvimento de disfunções 

cardiovasculares. Em humanos, pacientes com IC apresentam elevados níveis 

plasmáticos de TNF-α (Amione, 2005). Em modelos animais, a infusão de TNF-α em 

ratos mostrou ser capaz de induzir dilatação ventricular, culminando com disfunção 

cardíaca progressiva (Bozkurt et al., 1998). As IL também têm sido relacionadas ao 

remodelamento ventricular esquerdo após o infarto em ratos. Ono et al. (1998) 

mostraram forte correlação positiva entre a expressão de IL-1beta e IL-6 e o 

diâmetro diastólico final. Além disto, IL-6 e TNF-α reduzem a contratilidade em 

músculos papilares isolados (Finkel et al., 1992). 
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 Todas as alterações metabólicas, estruturais e moleculares que ocorrem no 

miocárdio submetido à oclusão permanente da artéria coronária levam à disfunção 

hemodinâmica, estando intimamente relacionada à mortalidade. A pressão diastólica 

final aumenta após o infarto, sendo relacionada à extensão do infarto. O débito 

cardíaco cai, junto à perda da função contrátil do ventrículo esquerdo. Estas 

modificações na função ventricular esquerda levam ao aumento da complacência 

pulmonar e comprometimento da função ventricular direita (Zimmer et al., 1990), que 

juntamente com o aumento da pressão de enchimento do ventrículo esquerdo, 

conduz à hipertrofia do ventrículo direito (Pfeffer et al., 1985a). 

 O grau de comprometimento da função cardíaca pós IAM se relaciona com a 

extensão do tecido acometido pelo infarto. Infartos considerados pequenos 

(menores de 30%) não apresentam comprometimento significativo da função 

ventricular esquerda, mensurada 21 dias após a ligadura da coronária. Já infartos 

médios e grandes se associam com comprometimento contrátil, débito cardíaco 

reduzido e aumento da pressão de enchimento ventricular esquerda (Pfeffer et al., 

1979). 

 A reperfusão do miocárdio isquêmico é de extrema importância para impedir a 

disfunção cardíaca. Estudos mostram que a precocidade da reperfusão da área 

afetada isquemia do miocárdio está relacionada a infartos menores e com menor 

expansão ventricular (Hochman et al, 1987; Boyle et al, 1993). Muitas substâncias 

foram utilizadas para tentar impedir, ou ao menos retardar, os feitos deletérios do 

remodelamento no coração, obtendo relativo sucesso e sendo responsáveis pela 

redução da mortalidade e melhora da qualidade de vida dos pacientes. Apesar disto, 

novas estratégias têm sido constantemente buscadas com a intenção de garantir 

melhoras ainda maiores. 

 

 

1.3. Apoptose e o Remodelamento do Miocárdio 

 

 

Apoptose é um processo de morte celular que desempenha importantes 

funções no desenvolvimento, homeostase, remodelamento e manutenção dos 

tecidos, sendo que as vias que participam dos eventos na apoptose existem há mais 

de um bilhão de anos (Metzsten et al., 1998; Crow et al., 2004). A falta de regulação 
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das vias apoptóticas pode trazer conseqüências adversas ao organismo. A 

classificação de morte celular depende das causas fisiopatológicas, aspectos 

morfológicos ou dos estímulos gerados na célula em questão. 

Morfologicamente, a apoptose é caracterizada por condensação 

citoplasmática e nuclear, com perda de contato com células vizinhas. Em seguida, é 

observada desintegração do citoesqueleto e fragmentação do DNA, junto ao 

rompimento da membrana nuclear. Os fragmentos de DNA são incluídos pela 

membrana plasmática, formando os corpos apoptóticos. Estes corpos apoptóticos 

são fagocitados por macrófagos ou células vizinhas, sem evocar reação inflamatória. 

Não é observada ruptura da membrana citoplasmática ou alteração em outras 

organelas durante o processo de apoptose (Wyllie, 1974; Takemura & Fujiwara, 

2004; Fischer & Osthoff, 2005). 

Os mecanismos moleculares responsáveis pelo processo de apoptose são 

geneticamente regulados, compreendendo uma complexa maquinaria que visa ativar 

proteases específicas levando a distúrbios da função mitocondrial e dano irreversível 

ao DNA. Duas podem ser as vias que conduzem à apoptose. A via extrínseca, 

quando há ativação de receptores da superfície da membrana plasmática, 

denominados “death receptors”, levando à ativação de proteases, conhecidas como 

caspases, e, posteriormente, à fragmentação do DNA (Nagata, 1997; Kroemer et al., 

2007). As caspases são proteases que tem participação fundamental no 

desenvolvimento da apoptose em todas as vias. A via intrínseca; tem como evento 

primordial a alteração da permeabilidade da membrana mitocondrial, levando à 

liberação de fatores como o fator indutor de apoptose (AIF) e citocromo c que vão 

participar da ativação de caspases, levando à morte celular (Crow et al., 2004; 

Kroemer et al., 2007). Uma grande família de proteínas tem participação 

fundamental na via intrínseca. Esta família compreende fatores pró-apoptóticos (Bax 

e Bak) que, depois de ativados, translocam-se do citoplasma para a membrana 

mitocondrial formando poros, facilitando a liberação de citocromo c. Já a Bcl-2 e a 

Bcl-xL, que são representantes anti-apoptóticos desta família, impedem a ativação 

da Bax e Bak, impedindo sua translocação para a membrana mitocondrial e 

preservando a função mitocondrial (Cheng et al., 2001). A Figura 2 ilustra 

resumidamente as vias descritas acima. 
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Figura 2. Vias extrínseca e intrínseca da apoptose (Adaptado de Finkel 
et al. 2001). 
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 Durante um infarto do miocárdio, a perda de miócito contribui de forma 

bastante significante para a disfunção contrátil, sendo que a apoptose tem uma 

participação importante neste processo (Takemura & Fujiwara, 2004). De acordo 

com Kajstura et al. (1996), nas primeiras 24 horas após a oclusão permanente da 

artéria coronária em ratos, a apoptose contribui de forma importante para a perda de 

miócitos. Foi relatado aumento precoce da expressão de Bax, junto à diminuição na 

expressão de Bcl-2 após a ligadura (Cheng et al., 1996). Já em uma fase mais 

crônica do infarto, foi relatado aumento da expressão de Bcl-xS, um fator pró-

apoptótico, causado pelo aumento da atividade β-adrenérgica (Prabhu et al., 2003). 

 A perda aguda de miócitos após o infarto do miocárdio ocorre em todas as 

áreas, incluindo aquelas não afetadas pelo processo isquêmico (Palojoki et al., 

2001), o que pode ser causado por ativação de fatores relacionados à apoptose 

como a caspase 3 e uma redução na relação Bcl-2/Bax já no primeiro dia após a 

oclusão da artéria coronária (Schwarz et al., 2006). Após um evento isquêmico 

seguido por prolongada reperfusão, Gao et al. (2004) observaram que o tratamento 

anti-apoptótico foi eficaz em reduzir a extensão do infarto do miocárdio, mostrando a 

importante participação da apoptose no desenvolvimento da fase aguda do infarto. 

Corroborando com esses resultados, Kim et al. (2003) observaram que o aumento 

da fragmentação do DNA após a isquemia está relacionada à liberação do AIF. 

 Em humanos, a apoptose contribui de forma importante para a perda celular 

nas primeiras horas do IAM, sendo que a partir do primeiro dia a necrose adquire 

papel fundamental (Veinot et al., 1997) Sabe-se que a apoptose ocorre no coração 

de pacientes com insuficiência cardíaca, podendo contribuir para a perda 

progressiva da função cardíaca (Narula et al., 1996; Olivetti et al., 1997) 

 

 

1.4. O Uso do G-CSF no Infarto Agudo do Miocárdio em Animais 

 

 

A linhagem hematopoiética de granulócitos exerce um papel fundamental 

para a defesa do organismo frente à agentes infecciosos. A produção de células 

hematopoiéticas foi descrita por Dancey et al. (1976), sendo estimada em um trilhão 

de células por dia, sendo que destas, aproximadamente 70 bilhões são neutrófilos. 
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O G-CSF é um polipeptídio de 20 kDa produzido por vários tipos celulares, 

como células endoteliais vasculares (Lenhoff et al., 1999) e fibroblastos (Fibbe et al., 

1988; Kaushansky et al., 1988). Recentemente verificou-se que também é produzido 

por miócitos cardíacos (Vandervelde et al., 2007). Já é conhecido que esta citocina 

tem a capacidade de estimular a proliferação e sobrevida de neutrófilos (Basu et al., 

2002). Recentemente, tem sido descrito na literatura diversos tipos celulares 

responsivos ao G-CSF. Sua ação nessas células é mediada por seu receptor 

(GCSFR) que é expresso em células da linhagem hematopoiética (Avalos, 1996). A 

Figura 3 apresenta a formação das células hematopoiéticas a partir de seu precursor 

na medula óssea. 

Na clínica, o uso do G-CSF já está bem estabelecido no tratamento de 

granulocitopenias, principalmente aquelas causadas por quimioterapia anti-

neoplásica (Pui et al., 1997; Lehrnbecher et al., 2007). 
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Figura 3. Dinâmica de formação de células hematopoiéticas a partir de seus precursores 
(Adaptado de Theml et al., 2004). 
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 No ano de 2001, surgiu a idéia de que as células-tronco da medula óssea 

mobilizadas pelo G-CSF poderiam migrar para o miocárdio infartado, e se diferenciar 

em miócitos cardíacos. Em trabalho publicado por Orlic et al. (2001b), o pré-

tratamento feito em camundongos infartados com a associação entre duas citocinas, 

o G-CSF e o fator de células-tronco (SCF), mostrou ser capaz de regenerar o tecido 

miocárdico perdido, além de formar novas estruturas vasculares. Junto aos efeitos 

regenerativos, foi observado melhora significativa nos parâmetros hemodinâmicos e 

estruturais do coração, além de uma redução da mortalidade, quantificados 28 dias 

após o infarto do miocárdio. Foi descrito por Fukuhara et al. (2004) que as células 

mononucleares da medula óssea mobilizadas pelo G-CSF migram para o miocárdio 

e se regeneram em cardiomiócitos após o infarto. A regeneração do miocárdio e de 

estruturas vasculares foi observada também por Dawn et al. (2006) em 

camundongos infartados e tratados com G-CSF levando à melhora hemodinâmica e 

estrutural do coração. Em um modelo de isquemia seguida de reperfusão em 

coelhos, o tratamento com G-CSF foi capaz de mobilizar as células-tronco da 

medula óssea, previamente marcadas, para a área isquêmica. A identificação e a 

caracterização fenotípica mostraram que as células se diferenciaram em miócitos, 

células endoteliais e miofibroblastos, demonstrando o potencial regenerativo das 

células mobilizadas pelo G-CSF (Minatoguchi et al., 2004). Ieishi et al. (2007) 

mostraram que 4 semanas após um evento isquêmico sequido por reperfusão em 

ratos, o tratamento com G-CSF foi capaz de reduzir a extensão do infarto, 

melhorando a função hemodinâmica. 

 Por outro lado, em um modelo de infarto do miocárdio em primatas, Norol et 

al. (2003) observaram aumento da angiogênese no miocárdio infartado após 

tratamento com a associação entre o G-CSF e o SCF, embora sem detecção de 

indícios de reparo cardíaco. Deten et al. (2005) utilizaram a associação das duas 

citocinas em camundongos infartados e não observaram nenhum efeito sobre a 

hemodinâmica, mortalidade, ou regeneração miocárdica. Estudo realizado por 

Werneck-de-Castro et al. (2006), utilizando altas doses de G-CSF em ratos 

infartados, não observaram melhora da função cardíaca, nem mesmo no consumo 

máximo de oxigênio em exercício aeróbico. Segundo Fukahara et al. (2005), a 

utilização do G-CSF causa efetivamente migração de células para o miocárdio após 

o infarto, mas a contribuição destas células seria muito pequena para explicar os 

efeitos benéficos observados com o tratamento com G-CSF. 
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 Trabalhos posteriores ao de Orlic et al. (2001) confirmaram os efeitos 

benéficos do G-CSF, descrevendo principalmente os efeitos sobre o remodelamento 

ventricular após o infarto. Ohtsuka et al. (2004) mostraram em camundongos que os 

benefícios hemodinâmicos do tratamento independiam da associação do SCF ao G-

CSF e também do tempo em que o tratamento era iniciado, mostrando redução de 

apoptose e aumento na formação de novos vasos. Em um estudo utilizando modelo 

de infarto agudo em animais maiores, foi observada melhora da função cardíaca 

registrada 4 semanas após o infarto, além de redução da extensão do infarto em 

porcos que receberam tratamento com G-CSF (Iwanaga et al., 2004). Resultados 

semelhantes foram encontrados utilizando modelos de isquemia crônica também em 

porcos, onde o G-CSF melhorou a função contrátil na parede isquêmica (Hasegawa 

et al., 2006). Um resultado em comum observado nos dois trabalhos citados acima e 

no trabalho de Li et al (2006b) foi o aumento da fosforilação da Akt nos animais que 

receberam tratamento com G-CSF. Em contrapartida, o aumento da expressão do 

fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) foi observado no modelo agudo, 

o que não foi evidenciado no modelo crônico (Iwanaga et al., 2004; Hasegawa et al., 

2006). Alguns estudos utilizando G-CSF em animais infartados mostraram um efeito 

anti-apoptótico. Estudos recentes mostraram redução precoce da apoptose em 

animais infartados que receberam tratamento com G-CSF, evidenciando também 

significante redução na apoptose de células do endotélio vascular (Iwanaga et al., 

2004; Ohtsuka et al, 2004; Harada et al., 2006), efeito que também foi encontrado 

em modelo de infarto crônico (Hasegawa et al., 2006). 

Outro efeito que tem sido relacionado ao G-CSF é a neoangiogênese. Em 

experimentos feitos in vitro, a exposição ao G-CSF mostrou migração de células 

endoteliais e formação de estruturas vasculares. Junto a isso, a injeção 

intramuscular desta citocina foi capaz de aumentar a angiogênese induzida por 

processo isquêmico em camundongos (Lee et al., 2005). Ohtsuka et al. (2004) 

observaram que tanto o pré-tratamento quanto o tratamento após o infarto do 

miocárdio em camundongos foi efetivo em aumentar a densidade capilar na área de 

borda ao infarto. Em um modelo de isquemia seguida por reperfusão em porcos, 

Sato et al. (2007) mostraram que o tratamento com G-CSF aumentou o número de 

vasos sanguíneos no ventrículo esquerdo desses animais, mas sem observar 

melhora funcional. Recentemente, Li et al. (2006b) mostraram que o tratamento de 

animais com insuficiência cardíaca após o infarto com G-CSF resultou em melhora 
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da função cardíaca. Foi observada redução da fibrose por aumento da expressão de 

metaloproteinases, além da redução de TGF-β1. Outros achados importantes foram 

a redução da expressão do receptor AT-1 para angiotensina II e do TNF-α, o que 

pode ter contribuído para os efeitos benéficos do tratamento. 

 O tratamento combinado do G-CSF com o fator estimulante de colônias de 

monócitos (M-CSF) mostrou melhora da função contrátil do ventrículo esquerdo após 

o infarto por suprimir o remodelamento da zona de borda (Miki et al., 2004). 

Resultado semelhante foi obtido por Sugano et al. (2005) quando, utilizando o 

tratamento com G-CSF após o infarto, observaram aceleração do processo de 

reparo reduzindo a expansão ventricular. Outra evidência de melhora funcional foi 

obtida utilizando a associação entre o G-CSF e o SCF, aumento da reserva contrátil 

em ratos infartados submetidos a estresse farmacológico, mas sem encontrar 

indícios de regeneração miocárdica (Sesti et al., 2005). 

 Outro importante efeito recentemente reportado ao G-CSF é a atividade 

protetora contra arritmias ventriculares. A utilização da associação entre G-CSF e o 

SCF mostrou eficácia na redução de arritmias ventriculares induzidas em animais 

infartados (Kuhlmann et al., 2006). Resultado semelhante foi observado com o uso 

do G-CSF em miócitos em cultura, impedindo o comprometimento das junções do 

tipo gap após um evento de hipóxia (Kuwabara et al., 2007). 

 Uma nova visão em relação aos efeitos do G-CSF no infarto surgiu em 2004, 

quando foi demonstrada a expressão de receptores específicos para G-CSF em 

miócitos cardíacos obtidas em pacientes com cardiopatia dilatada idiopática 

(Hamamoto et al., 2004). Corroborando com esta idéia, Harada et al. (2005) 

evidenciaram recentemente a expressão de receptores para G-CSF (G-CSFR) em 

miócitos cardíacos, e a ligação com este receptor ativaria a Janus Kinase 2 (Jak2) e 

concomitante ativação de um transdutor de sinalização e ativador de transcrição 3 

(Stat3), culminando com a redução da apoptose após o infarto pelo aumento da 

expressão de proteínas com ação anti-apoptóticas da família da Bcl-2. Além disto, 

foi observada melhora da função cardíaca 7 dias após o infarto do miocárdio. Em um 

modelo experimental de isquemia seguida de reperfusão em coração isolado, Ueda 

et al. (2006) mostraram que a adição de G-CSF à solução de reperfusão foi capaz 

de reduzir a injúria de reperfusão, com aumento da pressão de desenvolvida pelo 

ventrículo esquerdo e redução da extensão da região infartada. Isso foi justificado 

por aumento da expressão da enzima oxido nítrico sintase endotelial no tecido 
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cardíaco. Os trabalhos realizados por Harada et al. (2005) e Ueda et al. (2006) 

mostram que o G-CSF possui efeito direto sobre o miocárdio. O efeito agudo, não 

genômico, poderia contribuir para a melhora da função cardíaca relatada ao G-CSF. 

 Na clínica, os efeitos do tratamento com G-CSF em pacientes infartados 

seguem a mesma controvérsia dos resultados experimentais. Utilizando pacientes 

recentemente infartados, Ince et al. (2005) mostraram que o tratamento com G-CSF 

foi efetivo em melhorar a fração de ejeção desses pacientes durante o período de 

um ano de acompanhamento. Além disso, os efeitos deletérios do remodelamento 

foram atenuados nos pacientes tratados com G-CSF, observando redução do 

diâmetro diastólico final do ventrículo esquerdo junto a melhora contrátil (Ince et al., 

2005). Resultados semelhantes foram observados por Leone et al., (2007) 

mostrando melhora da função cardíaca e redução dos efeitos do remodelamento em 

pacientes com infarto extenso na parede anterior e baixa fração de ejeção que 

receberam tratamento com G-CSF. A melhora da fração de ejeção após seis meses 

de acompanhamento foi observada em pacientes que receberam tratamento com G-

CSF logo após o infarto do miocárdio (Takano et al., 2007). Por outro lado, em 

estudo conduzido por Kang et al. (2004), foi mostrado que a injeção intracoronária 

das células mobilizadas pelo G-CSF melhoraram a função cardíaca de pacientes 

após o infarto do miocárdio, o que não foi observado no grupo que só recebeu a 

terapia com G-CSF. Neste trabalho foi observado um aumento na incidência de 

reestenose no grupo que recebeu tratamento com G-CSF (Kang et al., 2004). Da 

mesma forma, em estudo utilizando pacientes que sofreram infarto do miocárdio, o 

tratamento com G-CSF não resultou em melhora da função cardíaca, nem mesmo 

retardo do processo de remodelamento (Zohlnhofer et al., 2006). 

Apesar de muitos autores demonstrarem resultados positivos, os benefícios 

do G-CSF ainda não estão bem esclarecidos, visto que alguns trabalhos não 

observaram benefícios deste tratamento. Todos os estudos fizeram suas análises 

em uma fase crônica ou no máximo subcrônica do infarto, sendo que os efeitos do 

G-CSF sobre a fase aguda ainda não foram demonstrados. Além disto, não estão 

esclarecidas se as alterações observadas na fase crônica do infarto são decorrentes 

de interferências no processo de remodelamento ou se estão associadas a 

alterações na fase aguda.  

Outra questão que ainda permanece obscura é o efeito do G-CSF sobre a 

mortalidade imediata ao infarto, pois todos os relatos excluem a mortalidade precoce 
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à oclusão como sendo intrínseco ao método, e justificam a mortalidade a longo 

prazo pela melhora funcional causada pelo tratamento com G-CSF. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

 Estudar os efeitos do G-CSF no infarto do miocárdio experimental em ratos. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

 Avaliar os efeitos do pré-tratamento com G-CSF sobre: 

 

• a extensão do infarto 24 horas após a cirurgia; 

 

• a função hemodinâmica em ratos, 15 dias após o infarto; 

 
• a mortalidade precoce ao infarto do miocárdio, 

 
• as arritmias ventriculares após o infarto do miocárdio, 

 

• grau de ativação de vias pró e anti-apoptóticas. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1. Animais de Experimentação 

 

 Foram utilizados ratos Wistar, pesando entre 180 a 240 gramas, provenientes 

do Biotério do Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Espírito 

Santo. Durante todo o tempo do estudo, os animais foram alojados em uma sala 

com temperatura controlada, e tinham livre acesso a água e ração padrão para 

roedores. Todos os protocolos realizados seguiram o Guide for the Care and Use of 

Laboratory Animals (NIH Publication No. 85-23, revised 1996). 

 

 

3.2. Grupos e Protocolos Experimentais 

 

 Para a realização do presente trabalho, os animais foram divididos em três 

grupos: 

 

• IM-GCSF: os animais deste grupo receberam injeções por via subcutânea de 

G-CSF recombinante humano (FILGRASTIM®, BIOSINTÉTICA, BUENOS 

AIRES, ARG), na dose de 50µg por quilo de peso corporal, diluída em glicose 

5% (HALEX ISTAR, GOIÁS, BRASIL), em uma proporção de 1:6. O esquema 

de doses utilizada para este grupo foi o pré-tratamento com G-CSF em três 

doses, sendo estas aplicadas 7, 3 e 1 dias antes do procedimento de infarto. 

 

• IM: os animais deste grupo receberam glicose a 5% por via subcutânea em 

volume correspondente ao peso corporal, seguindo o mesmo intervalo de 

aplicação do grupo IM-GCSF. 

 

• Sham: Os animais foram submetidos a todo o procedimento cirúrgico que 

será descrito posteriormente, exceto a oclusão permanente da artéria 

coronária. 
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Todos os grupos de animais foram estudados 24 horas ou 15 dias após o 

procedimento cirúrgico para realizar os procedimentos descritos a seguir. A figura 4 

demonstra o esquema de pré-tratamento utilizado para este trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3. Registro e Análise Eletrocardiográfica 

 

 

 Para registro do eletrocardiograma, o animal foi colocado em uma câmara 

fechada, contendo Halotano (AYERST, SÃO PAULO, BRASIL) para anestesia geral. 

Em seguida o animal foi colocado em uma mesa cirúrgica, em posição supina e 

tinha os membros fixados sem que estes fossem tensionados. Uma máscara com 

éter etílico (VETEC, Rido de Janeiro, Brasil) foi utilizada para manutenção da 

anestesia. Os eletrodos estavam acoplados a agulhas (BD, BRASIL) 25x7 que eram 

implantadas no tecido subcutâneo do animal seguindo o posicionamento 

padronizado no triângulo de Einthoven, onde o eletrodo ligado à terra foi implantado 

na pata traseira direita do animal. Os eletrodos eram conectados a um pré-

amplificador e o sinal era lançado no monitor de um osciloscópio (ECAFIX TC 50, 

FUNBEC, BRASIL). Do osciloscópio, o sinal era enviado para um registrador 

(FUNBEC RG 300, BRASIL) e o sinal registrado em papel milimetrado 

termossensível. A calibração do aparelho era feita diante de uma onda quadrada 

com amplitude de 1 milivolt (mV) emitida pelo pré-amplificador, em que o ganho do 

registrador era regulado para uma escala onde 1 mV corresponderia à 20 mm 

(milímetros) do papel termossensível, com uma velocidade de 100 mm/s. O 

amortecimento do registrador era regulado para que o registro feito no papel fosse o 

mais parecido com o registro na tela do monitor. 

 Foram realizadas todas as 6 derivações do plano frontal (três derivações 

bipolares, D1, D2, D3, e três unipolares, aVR, aVL e aVF), sendo obtidos os 

1ªdose 2ªdose 3ªdose Cirurgia 

-7 -3 -1 0 Dias 

Figura 4. Esquema terapêutico de pré-tratamento utilizado nos protocolos descritos neste 
trabalho. 
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seguintes parâmetros em D2: freqüência cardíaca (pelo intervalo R-R), amplitude e 

duração da onda P, duração do complexo QRS, duração dos intervalos PR e QT, 

amplitude e duração da onda Q (analisados em D1) e o ângulo médio do eixo 

elétrico do complexo QRS no plano frontal (dado pela soma dos vetores médios do 

complexo QRS em D1 e aVF). Os registros feitos no papel termossensível eram 

digitalizados através do Scanner (ScanJet 2400c, Hewlett-Packard, BRASIL) em 

uma resolução fixa de 300 dpi e analisados utilizando o software ImageJ (versão 

1.36b, National Institute of Health, EUA). 

 

 

3.4. Coleta de Sangue e Quantificação Leucocitária 

 

 Para coleta de sangue, os animais foram colocados em um contensor 

apropriado para ratos. A pata traseira direita foi imobilizada e uma pequena área era 

depilada para expor a veia safena lateral. Sob iluminação com lâmpada amarela 

para causar vasodilatação, a veia safena lateral era puncionada com uma agulha 

(BD, BRASIL) 13X4,5 e uma amostra de sangue coletada com uma pipeta 

automática. O sangue era estancado por compressão do local e o animal era 

liberado. Uma alíquota de 20µl (microlítros) de sangue foi adicionada a um tubo de 

Eppendorf contendo 380µl de ácido acético a 2%. Feita a homogeneização da 

solução, uma alíquota dessa solução foi colocada em uma câmara de Neubauer 

(NORMAX, PORTUGAL) coberta por uma lamínula apropriada. Após 5 minutos de 

estabilização, a câmara de Neubauer era colocada em um microscópio ótico 

(ausJENA, ALEMANHA), onde se realizava a contagem dos leucócitos totais. 

 

 

3.5. Técnica para Produção do Infarto do Miocárdio 

 

 O procedimento de infarto do miocárdio foi realizado de acordo com a técnica 

padrão em nosso laboratório (Mill et al., 1990), que está descrita resumidamente 

abaixo. 

 Em uma câmara fechada, o animal foi submetido à anestesia geral com 

halotano. Atingido o padrão anestésico ideal, o animal foi colocado em posição 

supina em uma mesa cirúrgica, com uma máscara contendo éter etílico para 
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manutenção da anestesia. O lado esquerdo do tórax era aberto no nível do 4º 

espaço intercostal, por onde o coração era rapidamente exteriorizado. Após 

visualização da artéria coronária descendente anterior esquerda, logo abaixo da 

borda do átrio esquerdo, um fio de mononylon 6.0 (MEDLINE, BRASIL) ligado a uma 

agulha não traumática enlaçava a artéria, fazendo uma oclusão permanente dessa 

artéria. O coração foi imediatamente reposicionado e o tórax fechado com uma 

sutura em forma de bolsa. Os animais que não retomavam espontaneamente os 

movimentos respiratórios receberam ventilação mecânica até a recuperação da 

respiração. Foram considerados infartados os animais que apresentassem onda Q 

patológica em D1 24 horas após o procedimento de ligadura, além de apresentarem 

indicação de isquemia transmural (pela técnica do trifeniltetrazólio) ou cicatriz do 

infarto. 

 

 

3.6. Identificação da Área Infartada 

 

 

Depois da realização do ECG 24 horas após o procedimento de ligadura da 

artéria coronária, o animal era sacrificado e rapidamente era retirado o coração e 

perfundido com solução de Tyrode borbulhada com uma mistura gasosa de 

carbogênio contendo 95% de oxigênio e 5% de gás carbônico. Completada a 

perfusão, separavam-se os átrios dos ventrículos e pesavam-se os ventrículos. O 

ventrículo direito era separado do ventrículo esquerdo e novamente pesados. O 

ventrículo esquerdo era colocado em um Banho Maria (FANEM LTDA®, SÃO 

PAULO, BRASIL) à 37°C por 10 minutos em uma solução a 1% de Cloridrato de 

Trifeniltetrazólio (TTC) (VETEC, RIO DE JANEIRO, BRASIL). Pela técnica do TTC, a 

parte viável adquire uma coloração vermelho escuro e a parte infartada demonstra 

uma coloração esbranquiçada (VIVALDI et al, 1985). A parte viável foi separada da 

parte infartada e colocadas em uma placa de vidro com fundo branco e digitalização 

foi feita com o auxilio de um Scanner (ScanJet 2400c, Hewlett-Packard, BRASIL) em 

uma resolução fixa de 300 dpi. Todos os infartos incluídos neste estudo foram 

transmurais. As áreas das partes infartada e viável eram determinadas por 

planimetria através do software ImageJ (versão 1.36b, National Institute of Health, 

EUA). O resultado da medida do infarto é descrito aqui como a área percentual 
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infartada do ventrículo esquerdo em relação a área total do ventrículo esquerdo . 

Para comparar a técnica da medida da área de infarto pela área com a técnica de 

peso das partes infartada e não infartada, os resultados de cada análise foram 

correlacionados com os seus respectivos pares. A Figura 5 apresenta o ventrículo 

esquerdo remanescente e isquêmico, corado pela técnica do TTC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A extensão do infarto foi realizada após 15 dias da oclusão da coronária da 

seguinte forma. O coração foi retirado, os átrios eram separados dos ventrículos e 

esses foram pesados, assim como o ventrículo esquerdo e o direito. A cicatriz do 

infarto foi separada da área remanescente com o auxilio de uma lupa, sendo 

pesados separadamente. A área infartada e a remanescente foi colocada sobre uma 

placa de vidro e com o auxilio de um scanner, as imagens foram digitalizadas. 

Posteriormente, a área do infarto e a remanescente eram medidas utilizando o 

software ImageJ e os valores da área infartada foi apresentado como porcentagem 

da área infartada em relação à área total do ventrículo esquerdo. 

As vísceras foram pesadas após o experimento, colocadas em estufa a 96ºC por 

24 horas e novamente pesadas para obtenção do peso desidratado, além do cálculo 

do percentual de água. 

 

 

 

 

 

Figura 5. Ventrículo esquerdo corado com TTC, mostrando a área 
remanescente (esquerda) e a área isquêmica (direita). 
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3.7. Registros Hemodinâmicos 

 

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com uma mistura 

contendo Quetamina (AGENER UNIÃO, SÃO PAULO, BRASIL) na dose de 70 

miligramas (mg) por quilo de peso corporal e Xilazina (BAYER, SÃO PAULO, 

BRASIL) na dose de 10 mg por quilo de peso. Após constatação da perda dos 

reflexos, os animais foram colocados em posição supina em uma mesa cirúrgica 

tendo os membros levemente fixados. Foi realizada uma depilação no nível do 

pescoço, do lado direito do animal. Uma incisão de aproximadamente 1,5 

centímetros (cm) foi realizada para localização e acesso aos vasos a serem 

cateterizados. Primeiramente, localizava-se a veia jugular externa e uma dissecção 

era feita para retirar todo o tecido conjuntivo ao redor do vaso. Um pequeno orifício 

era feito com uma tesoura oftálmica, por onde era introduzido um cateter de 

polietileno (PE 50) previamente preenchido solução salina com heparina 

(HEPARINA SÓDICA, ARISTON, BRASIL) e ligado a um transdutor de pressão (TRI 

21, LETICA SCIENTIFIC INSTRUMENSTS, ESPANHA), e este conectado a um 

sistema de aquisição de dados PowerLab (ADINSTRUMENTS INC, AUSTRÁLIA). O 

cateter então era avançado até o ventrículo direito para início do registro. Para a 

fixação do cateter, uma linha de algodão foi utilizada para amarrar o vaso e o 

cateter, impedindo que este se movimentasse. O registro da onda de pressão do 

ventrículo direito era feito por um período médio de 10 minutos, tempo suficiente 

Figura 6. Ventrículo esquerdo separado em área remanescente 
(esquerda) e área de cicatriz (direita). 
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para completa estabilização do registro. Feito o registro do ventrículo direito, o 

procedimento de dissecção era realizado na artéria carótida comum direita, com 

extremo cuidado para não lesar os nervos que se projetam junto ao vaso. Após 

clampeamento da artéria carótida, um novo cateter PE 50, previamente heparinizado 

e conectada ao transdutor, era inserido no vaso por um orifício aberto com uma 

tesoura oftálmica. Após o registro da pressão arterial, o cateter foi avançado até o 

ventrículo esquerdo onde o registro era realizado por um período de 

aproximadamente 10 minutos.  

 Os parâmetros avaliados pelo cateterismo cardíaco eram: pressão arterial 

sistólica (PAS) e diastólica (PAD), freqüência cardíaca (FC), pressão diastólica inicial 

(PDI), pressão diastólica final (PDF), pressão sistólica (PS), derivada máxima de 

pressão (dP/dt+), derivada mínima de pressão do ventrículo esquerdo (dP/dt-), como 

demonstrado na figura 7. Os registros eram digitalizados para posterior análise 

usando o software Chart v. 5.5 (ADINSTRUMENTS INC, AUSTRÁLIA).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Registro típico de uma onda de pressão do ventrículo esquerdo, 
mostrando os pontos de análise. 
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3.8. Avaliação da Rigidez do Ventrículo Esquerdo: Curva Pressão-Volume 

 

Depois de realizados os registros hemodinâmicos, o coração do animal foi 

parado em diástole por injeção de 0,2 ml de cloreto de potássio 3 M em bollus pela 

veia jugular. Rapidamente era realizada uma incisão na artéria aorta e uma cânula 

de dupla-luz (uma cânula PE 50 inserida em outra cânula PE200) inserida por 6 mm 

dentro do ventrículo esquerdo para infusão de volume simultaneamente com o 

registro da pressão. Com uma linha, o sulco átrio-ventricular foi ligado para evitar a 

comunicação entre as duas câmaras. Uma pequena incisão foi feita na parede 

externa do ventrículo direito para impedir algum efeito compressivo. O coração foi 

esvaziado manualmente gerando uma pressão intraventricular de cerca de -5 mmHg 

e solução salina foi infundida com o auxilio de uma bomba de infusão (BI 2000, 

INSIGHT EQUIPAMENTOS, BRASIL), em uma taxa de 0,68 ml por minuto. A figura 

8 apresenta a preparação para a realização da curva pressão-volume. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Preparação experimental para realização da curva pressão-volume. 
(Adaptado de Jugdutt et al., 2007). 
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Pelo menos três curvas foram registradas dentro de um período de 10 

minutos, e as análises foram realizadas através das médias das mesmas, avaliando 

o volume infundido em valores fixos de pressão (0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 mmHg). 

Foi adotado o volume 0,05mL para o valor de 0 mmHg. A Figura 9 mostra um 

registro típico de uma curva pressão-volume. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 O cálculo da constante de rigidez do ventrículo esquerdo (em mmHg/mL) foi 

obtida através do ajuste dos dados da curva P-V para uma regressão linear entre 0 e 

5 mmHg, obtendo a primeira constante de rigidez (k0-5). Entre 5 e 30 mmHg, a curva 

foi ajustada utilizando um modelo monoexponencial, sendo a fórmula descrita como 

P= b . ek.v , onde: 

P= pressão 

b= taxa de crescimento exponencial 

e= base dos logarítimos neperianos 

k= constante de rigidez 

v= volume 

 

 Para a análise da segunda constante de rigidez do ventrículo esquerdo, foi 

utilizada a escala logarítmica de pressão, transformando a curva P-V entre 5-30 

mmHg em uma função linear, de onde era obtida a segunda constante de rigidez da 

câmara ventricular (k5-30), facilitando a comparação entre as retas. Isto permite 

Figura 9. Registro típico da curva pressão-volume em ratos. 

 

Início da infusão 

10 seg 



42 
Materiais e Métodos 

comparar as respostas de cada curva, sem sofrer influência de possíveis diferenças 

existentes entre 0-5 mmHg. 

 

 

 

3.9. Preparação do Tecido para Análise da Expressão Gênica e Protéica 

 

 Sete dias após o início do tratamento, imediatamente antes do procedimento 

de ligadura da coronária, uma amostra de cada grupo foi sacrificada e o coração 

rapidamente retirado e colocado em solução nutridora em gelo. Os átrios foram 

separados dos ventrículos e o ventrículo direito separado do ventrículo esquerdo. O 

ventrículo esquerdo foi colocado em tubo com identificação apropriada e 

armazenado a -70ºC para posterior utilização. 

 

 

 

3.10. Ensaio para Medida da Expressão Protéica (Western blot) 

 

 Utilizando uma amostra do ventrículo esquerdo, foi realizada a extração 

protéica com tampão apropriado (vanadato de sódio 1mM, SDS 1%, Tris-HCl pH 7,4, 

10mM) sob fervura com o auxílio de um homoneizador Polytron (BRINKMANN 

INSTRUMENTS, WESTBURY, NY). O homogenato foi centrifugado a 12000g por 20 

minutos a 4ºC e o sobrenadante retirado e estocado em gelo. A quantificação 

protéica foi realizada pelo método de Lowry em espectrofotômetro de placa 

(µQUANT, BIOTEK INSTRUMENTS, INK). Foi realizada a eletroforese em tampão 

de corrida, utilizando 75mcg de proteína, em gel de acrilamida 12% por 2 horas a 90 

volts. A eletroforese de transferência para uma membrana de nitrocelulose foi 

realizada a 4ºC durante toda a noite (overnight) a 90 volts. Para verificar a eficácia 

da transferência, o gel foi incubado com Comassie Blue para detecção de proteínas 

remanescentes. 

 A membrana foi incubada com solução de bloqueio (leite desnatado 5%, Nacl 

0,5M, Tween-20 0,1%, Tris-HCl 20mM, pH 7,5) por 90 minutos, seguida da 

incubação com anticorpo monoclonal primário [anti-bcl-2 contra coelho, diluição de 

1:750 (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY INC.), anti-bcl-xL contra coelho, diluição 
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de 1:750 (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY INC.); anti-bax contra coelho, diluição 

de 1:750 (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY INC.), anti-conexina43 (policlonal) 

contra coelho, diluição de 1:1500 (ZYMED LABORATORIES, CA, USA)] por 4 horas, 

sob agitação mecânica. Em seguida, a membrana foi submetida a uma tríplice 

incubação com solução de lavagem (Nacl 0,5M, Tween-20 0,1%, Tris-HCl 20mM, pH 

7,5), cada uma com duração de 10 minutos. 

 A membrana foi incubada com anticorpo secundário por 90 minutos, sob 

agitação mecânica constante. A detecção das bandas foi realizada através da 

utilização de uma substância quimioluminescente (ECL PLUS WESTERN 

BLOTTING SYSTEM, AMERSHAM BIOSCIENCES, USA) em contato com um filme 

fotossensível. A quantificação das bandas foi realizada com o programa Scion Image 

para Windows (SCION CORPORATION, USA) após digitalização dos filmes com 

auxílio de um Scaner (SCANJET 2400C, HEWLETT-PACKARD, BRASIL). 

 

 

 

3.11. Ensaio para Medida da Expressão Gênica (Reação em Cadeia da 

Polimerase por Transcriptase Reversa – RT-PCR) 

 

 

 Uma amostra do ventrículo esquerdo de cada animal foi descongelada e 

homogeneizada em solução TRIZOL (1ml/100mg, INVITROGEN). Em seguida, foi 

adicionado 0,2 ml de clorofórmio e centrifugado (CENTRIFUGA 5804R, 

EPPENDORF, ALE) para a separação das fases. A fase aquosa foi retirada e a ela 

foi adicionado 0,5 ml de álcool isopropílico para precipitação do RNA. Após 10 

minutos de estabilização à temperatura ambiente, a solução foi novamente 

centrifugada, a fase aquosa foi descartada e o precipitado foi retirado com etanol a 

75%. Uma rápida centrifugação foi realizada, o excesso de etanol retirado e o RNA 

solubilizado em água. 

 O cDNA foi construído utilizando a enzima transcriptase reversa (SuperScript 

reverse transcriptase) (200U/µL) e uma seqüência iniciadora inespecífica em um 

termociclador (EPPENDORF, ALEMANHA) a partir de todo RNA extraído. Os genes 

de interesse foram amplificados com a enzima DNA polimerase e com seqüências 

iniciadoras específicas por uma quantidade de ciclos pré-estabelecida por uma curva 



44 
Materiais e Métodos 

padrão construída para cada gene. A Tabela 1 mostra as seqüências iniciadoras, a 

temperatura de anelamento e o tamanho do produto final para cada gene utilizado. 

O produto final da amplificação foi preparado para eletroforese em gel de agarose 

1% contendo 0,05% de brometo de etídeo. As bandas foram visualizadas e 

fotografadas sob luz ultra-violeta (UVP BIOIMAGING SYSTEM, USA) e quantificadas 

com o auxílio do programa Scion Image. 

 

 

 

Tabela 1. Genes e as respectivas seqüências iniciadoras, temperatura de 

anelamento e extensão do produto final 

Gene Seqüência Temp. (ºC) Produto 

Bcl-2 

 

Bcl-xL 

 

Bax 

 

β-actina 

 

5’- TCCTTCCAGCCTGAGAGCAACC-3’ 

5’-GGTGACATCTCCCTGTTGACGC-3’ 

5’-GTGGCTGGTGTAGTTCTGCTGG-3’ 

5’-AACAAGGCAGGCTCTTCTCCC-3’ 

5´-GGAGATGAACTGGACAATAATATGG-3´ 

5´-GCAAAGTAGAAGAGGGCAACC-3’ 

5’- TGGCATTGTGATGGACTCCG-3’ 

5’- TTAATGTCACGCACGATTTCCC-3’ 

58 

 

58 

 

53 

 

58 

 

356 

 

356 

 

152 

 

192 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Produto descrito como número de pares de bases no produto final. Temp, Temperatura. 
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3.12. Avaliação Arritmogênica Após o Infarto 

 

Para avaliação das arritmias pós-infarto, uma amostra foi retirada de cada 

grupo para a realização deste protocolo. Os animais receberam seus respectivos 

tratamentos e o infarto foi realizado da seguinte forma. Após anestesia com 

pentobarbital sódico (60mg/kg) intraperitoneal, o animal foi posicionado em uma 

mesa cirúrgica e o registro eletrocardiográfico realizado com o auxilio de um pré-

amplificador (BioAmp, AdInstrumens, Austrália) conectado a um sistema de 

aquisição de dados (PowerLab, AdInstruments, Austrália) por 5 minutos antes da 

cirurgia na derivação D1. Foi realizada uma toracotomia no nível do quarto espaço 

intercostal e o coração rapidamente eviscerado, para oclusão permanente da artéria 

coronária descendente anterior esquerda. O coração foi reposicionado e o tórax 

fechado. O registro eletrocardiográfico foi obtido por 30 minutos após à cirurgia e 

gravados para análise off-line. A análise de arritmias ventriculares foi feita de acordo 

com a padronização de Walker et al. (1988). Os seguintes parâmetros foram 

medidos: 

• A freqüência cardíaca em intervalos de 5 minutos, sempre em períodos de 

ritmo sinusal; 

• O número de extrassístoles ventriculares; 

• O número e a duração das taquicardias ventriculares (TV), caracterizado 

pela ocorrência de quatro ou mais extrassístoles ventriculares consecutivas; 

• A incidência de fibrilação ventricular (FV). A irreversibilidade da FV foi 

caracterizada após cinco minutos de cardioversão mecânica. 

 

A figura 10 mostra um registro eletrocardiográfico típico, evidenciando as 

arritmias utilizadas na análise dos dados. 
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Figura 10. Registros eletrocardiográficos mostrando (A) antes e (B) após a oclusão da 
coronária, com supra-desnivelamento do segmento S-T, sendo evidenciada uma 
extrassístole isolada; (C) setas pretas evidenciam extrassístoles bigeminadas, sendo 
seguida por uma taquicardia ventricular apontada pela seta verde; (D) fibrilação 
ventricular. 
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 Para a análise das arritmias pelo sistema de escores (Baczkó et al., 1997), 

utilizamos todos os animais incluídos neste protocolo, inclusive aqueles que 

morreram durante o registro. A Tabela 2 apresenta os valores específicos para cada 

condição. 

 

Tabela 2. Sistemas de Escores para a Caracterização da Gravidade das 

Taquiarritmias Cardíacas Após o Infarto* 

Arritmias Escores 

Nenhuma arritmia 

TV < 10 segundos, sem FV 

TV entre 11 - 30 segundos, sem FV 

TV entre 30 - 90 segundos, sem FV 

TV entre 91-180 segundos ou FV < 10 segundos 

TV > 180 segundos ou FV > 10 segundos 

FV irreversível 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

* Retirado de Baczkó et al. (1997) 

 

 

 

3.13. Análise Estatística 

 

 O teste t de Student foi utilizado quando era necessária a comparação entre 

dois grupos independentes. Para comparação entre uma única medida em mais de 

dois grupos, foi utilizada a análise de variância (ANOVA) para uma via e a 

comparação entre dois ou mais grupos em relação a um segundo fator foi utilizada a 

ANOVA para dois fatores. Quando o teste era positivo, foi utilizada a correção de 

Bonferroni para múltiplas comparações. 

Para avaliar a influencia do tratamento sobre a mortalidade, foi realizada uma 

análise de sobrevida baseada no método de Kaplan-Meier, e a comparação entre as 

curvas foi feita pelo teste de log rank. Para análise ponto a ponto da curva de 

mortalidade, foi realizado o teste de Chi-quadrado comparando a proporção de 

mortes entre os grupos. 
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 O teste de correlação de Pearson foi utilizado para avaliar a associação entre 

duas variáveis quantitativas, e para a avaliação da complementaridade entre os 

métodos de medida do infarto foi utilizado o modelo de Bland-Altman. 

 Na análise temporal das extrassístoles, utilizamos a área sob a curva (ASC) 

seguida por teste t de Student não pareado. A incidência de FV foi comparada 

utilizando o teste exato de Fischer. 

 Para a comparação entre as curvas pressão-volume, foi utilizado uma 

regressão linear para obter a constante de rigidez de cada grupo, sendo 

posteriormente comparadas por uma ANOVA de uma via. 

 Todos os valores estão expressos no texto e nos gráficos como média±erro 

padrão da média (E.P.M.). As diferenças foram consideradas estatisticamente 

significantes quando p<0,05. Para as análises estatísticas foi utilizado o software 

SPSS para Windows (SPSS SOFTWARE VERSÃO 13, USA). Para construção dos 

gráficos, foi utilizado o software OriginPro versão 7.0 (ORIGINLAB CORPORATION, 

MA, USA). 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Efeito do G-CSF na Mobilização de Leucócitos 

 

A contagem de leucócitos totais realizada antes do início do tratamento não 

diferiu entre os grupos avaliados (Sham, 12820±580 céls./mm3; IM, 12300±365 

céls./mm3; IM-GCSF, 12258±398 céls./mm3; p>0,05). Já a coleta realizada 

imediatamente antes do procedimento cirúrgico mostrou que o grupo que 

recebeu o pré-tratamento com G-CSF apresentou aumento significativo de 

leucócitos em comparação aos demais grupos (Sham, 13272±413 céls./mm3; IM, 

12535±320 céls./mm3; IM-GCSF, 22673±849 céls./mm3; p<0,05). (Figura 11) 
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Figura 11. Contagem de leucócitos antes do início do tratamento (Basal) 
e imediatamente antes da indução do infarto ou da cirurgia fictícia. Sham 
(n=10); IM (n=31); IM-GCSF (n=32). 
*p<0,05 vs. IM 
#
p<0,05 vs. Sham 
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4.2. Análise Eletrocardiográfica 

 

O acompanhamento eletrocardiográfico realizado antes e após a ligadura 

coronariana ou cirurgia fictícia está apresentado na Figura 12. Um aumento da 

freqüência cardíaca foi observado em todos os grupos 24 horas após o 

procedimento cirúrgico, retornando aos valores basais ao longo do período de 

acompanhamento (Figura 12A). Os grupos submetidos ao infarto apresentaram 

onda Q em D1 a partir do primeiro dia, sendo que a duração e a amplitude foram 

diminuindo progressivamente ao longo dos 5 dias iniciais até a estabilização (Figura 

12G e 12H, respectivamente). 

 A análise do eixo elétrico de QRS mostrou que 24 horas após a indução do 

infarto, os grupos IM e IM-GCSF apresentaram desvio significante do eixo elétrico de 

QRS para a direita comparados ao grupo Sham, sendo mantida até o fim do 

acompanhamento (Figura 12I). 

 Os demais parâmetros como duração da onda P, QRS, QT, intervalo P-R, e a 

amplitude da onda P não sofreram alterações estatisticamente significantes entre os 

grupos estudados (Figura 12). 
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Figura 12. Curso temporal das medidas eletrocardiográficas nos grupos Sham (n=10), IM 
(n=14) e IM-GCSF (n=14). Os valores representam a média±E.P.M. 
*p<0,05 vs. IM 
‡p<0,05 vs. IM-GCSF. 
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Figura 12. Curso temporal das medidas eletrocardiográficas nos grupos Sham (n=10), IM 
(n=14) e IM-GCSF (n=14). Os valores representam a média±E.P.M. 
*p<0,05 vs. IM 
‡p<0,05 vs. IM-GCSF. 
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4.3. Parâmetros Ponderais 

 

A Tabela 3 dispõe os parâmetros ponderais dos grupos Sham, IM e IM-GCSF 

nos períodos específicos de análise. 

O peso corporal dos animais não apresentou diferença significativa entre os 

grupos nos tempos indicados na tabela. Com o intuito de avaliar um possível efeito 

sobre a hipertrofia cardíaca, foi realizada a medida do peso das câmaras 

ventriculares. No primeiro dia após a oclusão da artéria coronária, não foi detectada 

nenhuma diferença significativa no peso relativo dos ventrículos esquerdo e direito 

(Tabela 3). As análises realizadas 15 dias após a indução do infarto do miocárdio 

mostram que o grupo IM apresentou tendência de aumento do peso relativo do 

ventrículo direito quando comparado aos demais grupos (0,72±0,05 IM vs. 0,63±0,05 

Sham e 0,65±0,03 IM-GCSF, p=0,07), mas sem alcançar significância estatística. 

 Não foram detectadas diferenças significativas entre os grupos analisados no 

peso do fígado (41,8±1,4, Sham; 37,2±1,3, IM; 37,2±1,4, IM-GCSF; p>0,05) e dos 

pulmões (6,7±0,3, Sham; 7±0,3, IM; 6,9±0,6, IM-GCSF; p>0,05), avaliados quinze 

dias após o infarto. 

 O peso da cicatriz do infarto avaliado 15 dias após o infarto apresentou ligeira 

tendência à redução nos animais pré-tratados com G-CSF (0,40±0,04 IM-GCSF vs. 

0,47±0,02 IM; p=0,08), mas sem apresentar diferença significante. 
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Tabela 3. Parâmetros Ponderais 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Sham IM IM-GCSF 

Peso Corporal (g) 

    Basal 

    1º dia 

    15º dia 

 

1º DIA 

Ventrículo direito (mg/g) 

Ventrículo esquerdo (mg/g) 
 

15º DIA 

Pulmões (mg/g) 

Água (%) 

Fígado (mg/g) 

Água (%) 

Ventrículo direito (mg/g) 

Ventrículo esquerdo (mg/g) 

Peso da Cicatriz (mg/g) 

 

218±4 

249±3 

312±6 

 

(n=6) 

0,62±0,04 

2,31±0,1 

 

(n=8-10) 

6,7±0,3 

82±0,4 

41,8±1,4 

74±0,4 

0,63±0,05 

1,95±0,05 

- 

 

220±3 

247±4 

320±6 

 

(n=17) 

0,62±0,04 

2,38±0,1 

 

(n=12-14) 

7±0,3 

81±0,3 

37,2±1,3 

73±0,4 

0,72±0,05 

2±0,04 

0,47±0,02 

 

219±4 

248±4 

314±8 

 

(n=18) 

0,69±0,03 

2,43±0,1 

 

(n=12-14) 

6,9±0,6 

81±0,3 

37,2±1,4 

73±0,3 

0,65±0,03 

2±0,07 

0,40±0,04 

Os pesos das vísceras foram corrigidos para o peso corporal. O percentual de água foi 
calculado pela diferença entre o peso úmido e o peso seco do tecido. 
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4.4. Extensão do Infarto 

 

 Vinte e quatro horas após a ligadura da artéria coronária, a extensão do 

infarto foi quantificada pela técnica do TTC. Pode-se observar que o grupo IM-GCSF 

apresentou menor extensão da área infartada quando comparada ao grupo IM 

(35,8±2,8% vs. 43,7±2,1%, p<0,05) (Figura 13). A extensão do infarto medida pelo 

peso da área corada por TTC também foi diferente, proporcionalmente àquela 

avaliada pela área (40±2% no grupo IM vs. 31,5±2,8% no grupo IM-GCSF, p<0,05). 

 Para avaliar a validade do método de medida da extensão do infarto pela 

técnica do TTC, fizemos a comparação do método de medida da área com o método 

de quantificação pelo peso da área infartada. Este método é realizado pesando a 

área infartada em relação ao peso da área total do ventrículo esquerdo. A análise de 

correlação mostrou uma forte associação positiva entre os dois métodos (r = 0,98, 

p<0,05) (Figura 14). O gráfico de Bland-Altman mostrou forte interação entre os dois 

métodos (Figura 15). 
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Figura 13. Box-plot representando a extensão do infarto medida 24 horas após o infarto, 
apresentada como a porcentagem da área infartada do ventrículo esquerdo em relação a área 
total do ventrículo esquerdo. Linha horizontal apresenta a mediana, quadrado representa a 
média, o box representa desvio padrão, circulo representa o valor máximo, triângulo representa o 
valor mínimo. IM (n=17), IM-GCSF (18). 
*p<0,05 vs. IM 
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Figura 14. Correlação entre as duas formas de quantificação da 
extensão do infarto 24 horas após a ligadura da coronária: pela 
área e pelo peso. O r representa o coeficiente de correlação. 

Figura 15. Análise de Bland-Altman para comparação entre dois 
métodos de medida da extensão do infarto com 24 horas. 
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 A análise de correlação entre a extensão do infarto medida 24 horas após a 

oclusão e a quantidade de leucócitos mobilizados imediatamente antes do 

procedimento mostrou que não houve associação significativa no grupo IM (r = 0,38, 

p>0,05) (Figura 16A) nem no grupo IM-GCSF (r = 0,25, p>0,05) (Figura 16B). 
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Figura 16. Análise de correlação entre a extensão do infarto medida 24 horas após a 
ligadura da coronária e a quantidade de leucócitos mobilizados. A, correlação no grupo IM 
(n=17); B, correlação no grupo IM-GCSF (n=18). 
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 Quinze dias após a produção do infarto do miocárdio, a extensão da cicatriz 

foi medida por planimetria. Observamos que o grupo que recebeu o pré-tratamento 

com G-CSF apresentou menor área de infarto (27,2±2,2% vs. 35,9±1,4% no grupo 

IM, p<0,05) (Figura 17). Já a avaliação da extensão do infarto através do peso da 

cicatriz não foi diferente entre os grupos estudados (23,6±1,1% no grupo IM vs. 

19,6±2% no grupo IM-GCSF, p>0,05). Pode ser observado que existe correlação 

significante entre a extensão do infarto medida pela área e pelo peso da cicatriz 

(Figura 18). 
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Figura 17. Box-plot representando a extensão do infarto medida 15 dias após o infarto, 
apresentada como a porcentagem da área infartada em relação a área total do ventrículo 
esquerdo. Linha horizontal apresenta a mediana, quadrado representa a média, o box 
representa desvio padrão, circulo representa o valor máximo, triângulo representa o valor 
mínimo. IM (n=13), IM-GCSF (13). 
*p<0,05 vs. IM 
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Figura 18. Correlação entre os dois métodos utilizados para avaliar 
a extensão do infarto 15 dias após a oclusão da artéria coronária. O 
r representa o coeficiente de correlação entre as duas variáveis. 
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4.5. Expressão Gênica de Vias Pró e Anti-Apoptóticas 

 

 A análise de expressão gênica feita por RT-PCR imediatamente antes do IAM 

mostrou que os animais tratados com G-CSF apresentam níveis aumentados do 

mRNA para Bcl-2 em relação ao grupo IM (1,2±0,08 vs. 0,94±0,03, respectivamente; 

p<0,05) (Figura 19). A expressão de Bcl-xL apresentou tendência de aumento no 

grupo tratado com GCSF mas sem diferença significativa (1,05±0,07, IM-GCSF; 

0,88±0,05, IM) (Figura 20). Os níveis de expressão do mRNA para Bax não 

apresentaram diferença significante entre os grupos analisados (1,34±0,06, G-CSF; 

1,35±0,08, Controle; p>0,05) (Figura 21). Todos os níveis de expressão gênica 

foram normalizados pelos níveis de expressão do gene constitutivo β-actina. 
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Figura 19. Expressão gênica de Bcl-2 por RT-PCR. Dados apresentados 
como média±E.P.M. IM (n=6) e IM-GCSF (n=6). 
* p<0,05 vs. Controle 
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Figura 20. Expressão gênica de Bcl-xL por RT-PCR. Dados apresentados como 
média±E.P.M. IM (n=6) e IM-GCSF (n=6). 

Figura 21. Expressão gênica de Bax por RT-PCR. Dados apresentados como 
média±E.P.M. IM (n=6) e IM-GCSF (n=6). 
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4.6. Análise da Expressão Protéica 

 

 As análises de expressão protéica foram realizadas pela técnica de Western 

blot. 

 Os animais do grupo IM-GCSF apresentaram níveis significativamente 

maiores da expressão protéica de Bcl-2 (8,8±0,9, IM-GCSF; 5,2±0,6, IM; p<0,05) 

(Figura 22) e Bcl-xL (5,6±0,8, IM-GCSF; 3±0,2, IM; p<0,05) (Figura 23) quando 

comparados ao grupo IM. Do mesmo modo que na expressão gênica, os níveis de 

expressão protéica de Bax não foram diferentes entre os grupos de estudo (5,9±1, 

IM-GCSF; 5,5±1,2, IM; p>0,05) (Figura 24). 

 A relação entre os níveis de expressão protéica de Bcl-2 e Bax, 

reconhecidamente um índice de proteção celular contra apoptose, foi 

significativamente aumentado no grupo IM-GCSF, comparado ao grupo IM (1,4±0,3, 

IM-GCSF; 0,9± 0,2, IM; p<0,05) (Figura 25). 

 A expressão de conexina43 se mostrou aumentada nos animais pré-tratados 

com G-CSF, quando comparada ao grupo que não recebeu tratamento (1,06±0,08 

vs. 0,82±0,03, p<0,05) (Figura 26). 
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Figura 22. Expressão protéica de bcl-2 no ventrículo esquerdo de 
ratos por Western blot. Dados apresentados como média±E.P.M. IM 
(n=6) e IM-GCSF (n=6) 
*p<0,05 
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Figura 24. Expressão protéica de bax no ventrículo 
esquerdo de ratos por Western blot. Dados 
apresentados como média±E.P.M. IM (n=6) e IM-
GCSF (n=6) 

Figura 23. Expressão protéica de bcl-xL no ventrículo 
esquerdo de ratos por Western blot. Dados 
apresentados como média±E.P.M. IM (n=6) e IM-
GCSF (n=6) 
*p<0,05 
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Figura 25. Relação entre a expressão protéica de 
Bcl2/Bax. Dados apresentados como média±E.P.M. IM 
(n=6) e IM-GCSF (n=6) 
*p<0,05 

43 kDa 

Figura 26. Expressão protéica de Conexina43 no 
ventrículo esquerdo de ratos por Western blot. Dados 
apresentados como média±E.P.M. IM (n=5) e IM-
GCSF (n=5) 
*p<0,05 
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4.7. Parâmetros Hemodinâmicos 

 

 Quinze dias após a indução do IM, os animais foram submetidos às medidas 

hemodinâmicas para análise da função cardíaca. A Tabela 4 apresenta os 

parâmetros hemodinâmicos medidos. 

 O Grupo IM apresentou aumento significativo da PDFVE comparado aos 

demais grupos, sendo que o pré-tratamento com G-CSF restaura parcialmente a 

PDFVE (8,1±0,9 Sham; 17,8±3,6 IM; 12,4±2,7 IM-GCSF; p<0,05). Pode-se observar 

uma redução significativa da PSVE no grupo IM em relação ao grupo Sham e IM-G-

CSF. Resultados semelhantes foram observados na dP/dt VE + e – e na dP/dt VD + 

no grupo IM, que encontra-se significantemente reduzidos em relação aos demais 

grupos, mas sem diferenças na dP/dt VD -. 

 Não foram detectadas diferenças entre os grupos estudados na FC, PSVD, 

PDVE, PDVD e PDFVD. 

Tabela 4. Parâmetros hemodinâmicos 15 dias após o infarto do miocárdio 

 Sham (n=8) IM (n=13) IM-GCSF (n=13) 

FC (BPM) 

PSVE (mmHg) 

PDVE(mmHg) 

PDFVE(mmHg) 

+dP/dt (VE) (mmHg/s) 

-dP/dt (VE) (mmHg/s) 

PSVD(mmHg) 

PDVD(mmHg) 

PDFVD(mmHg) 

+dP/dt (VD) (mmHg/s) 

-dP/dt (VD) (mmHg/s) 

244±10 

115,5±3,1 

5,3±0,9 

8,1±0,9 

4424±141 

-3227±136 

32,2±0,84 

3,3±0,4 

5,1±0,4 

1070±24 

-789±28 

234±11 

102,4±3,3# 

7,2±2 

17,8±3,6# 

2886±294# 

-2130±190# 

30,8±1 

3,5±0,9 

5,6±0,8 

824±48# 

-681±48 

263±10 

111,5±2* 

6,3±2 

12,4±2,7* # 

3759±393* 

-2714±205* 

35,4±2,4 

2,8±0,9 

5,2±0,9 

1071±68* 

-826±57 

 

 

 

FC, freqüência cardíaca; VE, ventrículo esquerdo; VD, ventrículo direito; PS, pressão 
sistólica; PD, pressão diastólica; PDF, pressão diastólica final; dP/dt, derivada máxima de 
pressão. 
#p<0,05 vs. Sham 
*p<0,05 vs. IM 
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4.8. Análise da Rigidez da Câmara Ventricular Esquerda: Curva Pressão-

Volume 

 

 A curva pressão-volume se comportou de forma linear entre 0 e 5 mmHg 

(Figura 27), e exponencial de 5 a 30 mmHg (Figura 29). A Figura 21 apresenta as 

retas relativas a cada grupo. A análise da inclinação das retas mostrou que o grupo 

IM apresenta menor grau de inclinação quando comparado aos demais grupos 

(19,9±2,5 vs. 41±5 no grupo IM-GCSF e 42,8±3,5 mmHg/mL no grupo Sham), 

indicando uma dilatação ventricular esquerda mais pronunciada quando comparada 

aos demais grupos. Pode ser observado na Figura 28 que existe uma forte 

correlação negativa entre a extensão do infarto e o grau de inclinação da reta (r= -

0,83, p<0,05).  
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Figura 27. Ajuste linear da curva pressão-volume realizada 15 dias após o infarto 
nos grupos Sham (n=8), IM (n=10) e IM-GCSF (n=10). Os valores estão 
apresentados como média ± E.P.M. 
‡ p<0,05 vs. IM-GCSF 
# p<0,05 vs. Sham 
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Figura 28. Análise de correlação entre a extensão do infarto medida 
aos 15 dias após a oclusão e a constante de rigidez da câmara medida 
pela inclinação da curva pressão-volume de 0-5 mmHg (k0-5). Os 
valores estão apresentados como média ± E.P.M. 
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A Figura 29 apresenta as curvas P-V ajustadas por uma regressão 

monoexponencial. As medidas foram realizadas 15 dias após o procedimento 

cirúrgico, e a transformação logarítmica da escala de pressão está ilustrada na 

Figura 30. Pode ser observado que o grupo IM apresenta a curva desviada para a 

direita. A inclinação da curva mostrou que as curvas dos grupos Sham e IM estão 

em paralelo, não havendo diferença significativa entre estes grupos, sendo que o 

grupo IM-GCSF apresenta inclinação significativamente maior comparado ao grupo 

IM, mas sem diferença com o grupo Sham (k=2,52±0,2, IM; k=3,35±0,2, IM-GCSF; 

k=3,02±0,7, Sham; p<0,05). A análise de correlação entre a constante de rigidez da 

câmara ventricular e a extensão do infarto mostra grande tendência à associação 

entre as duas variáveis, mas sem apresentar diferença significativa (Figura 31). 
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Figura 29. Ajuste monoexponencial da curva pressão-volume realizada 15 dias 
após o infarto nos grupos Sham (n=8), IM (n=10) e IM-GCSF (n=10). Os valores 
estão apresentados como média ± E.P.M. 
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Figura 31. Análise de correlação entre a extensão do infarto medida aos 15 dias após 
a oclusão e a constante de rigidez da câmara ventricular (k). Os valores estão 
apresentados como média ± E.P.M. 

Figura 30. Relação pressão-volume utilizando escala logarítmica para a pressão 
entre 5 e 30 mmHg. Os valores estão apresentados como média ± E.P.M. 
‡ p<0,05 vs IM-GCSF 
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4.9. Análise da Mortalidade 

 

 Foram utilizados nos diversos protocolos um total de 176 animais, sendo 16 

do grupo Sham, 87 no grupo IM e 73 no grupo IM-GCSF. A mortalidade total no 

grupo IM foi significativamente maior comparada ao grupo IM-GCSF (47% vs. 26%, 

p<0,05). Nenhum animal morreu no grupo Sham. 

 A comparação das curvas de sobrevida mostrou que os animais do grupo IM-

GCSF tem maior probabilidade de sobrevida após o infarto que o grupo IM (log rank, 

p<0,05). Quando analisada ponto a ponto, a curva de Kaplan-Meier mostrou que a 

mortalidade foi reduzida significativamente nos trinta minutos iniciais à oclusão da 

artéria coronária no grupo IM-GCSF quando comparada ao grupo IM (11% vs. 

27,6%; p<0,05) (Figura 29). Levando em consideração somente os animais que 

morreram durante o período compreendido entre 90 minutos e nove horas após a 

cirurgia, não foi observada diferença significativa entre os grupos (16,9% no grupo 

IM-GCSF vs. 27% no grupo IM, p>0,05). Pode-se observar que a maior diferença de 

mortalidade ocorre durante os trinta minutos iniciais após a oclusão da coronária, e 

que o grupo pré-tratado com G-CSF mostrou aumento da sobrevida quando 

comparado ao grupo que não recebeu tratamento (Figura 32). 
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Figura 32. Análise da sobrevida após o infarto do miocárdio pelo método de Kaplan-
Meier. Os valores apresentados na curva representam o número de animais mortos/ 
número total de animais naquele ponto de análise. 
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4.10. Arritmias Ventriculares Após o Infarto do Miocárdio 

 

 

A análise da atividade elétrica após a oclusão da artéria coronária mostrou 

que a freqüência cardíaca não variou significantemente entre os grupos durante os 

30 minutos que seguem a oclusão da artéria coronária (Figura 33). 
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Figura 33. Variação da freqüência cardíaca durante o tempo de análise das 
arritmias após o infarto do miocárdio nos grupos Sham (n=6), IM (n=12) e IM-
GCSF (n=9). Valores representam a média±E.P.M. 
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 A Tabela 5 apresenta os resultados relativos ao acompanhamento 

eletrocardiográfico após o infarto do miocárdio. Pode-se observar que o número de 

extrassístoles durante os trinta minutos de análise foi significativamente reduzido no 

grupo IM-GCSF (201±47 vs. 678±117 no grupo controle, p<0,05). Além disso, tanto 

o número de TV (7±2 no grupo IM-GCSF vs. 29±6 no grupo IM, p<0,05) quanto o 

tempo total dos eventos (13±4 no grupo IM-GCSF vs. 43±9 no grupo IM, p<0,05) 

foram menores no grupo que recebeu o pré-tratamento com G-CSF. Nenhum tipo de 

arritmia foi detectado no grupo Sham. 

 

 

 

 

 

Tabela 5. Atividade Elétrica Anormal nos Primeiros 30 Minutos Após o Infarto do 

Miocárdio 

 Extrassístoles 

(eventos) 

TV 

 

FV 

(% Incidência) 

Eventos Duração (seg)  

 

Sham 

IM 

IM-GCSF 

 

 

- - 

678±117 

201±47* 

 

- - 

29±6 

7±2* 

 

- - 

43±9 

13±4* 

 

 

- - 

69 

10* 

Para as análises acima, foram utilizados somente os animais que sobreviveram aos 30 
minutos após o infarto do miocárdio, exceto para a incidência de FV, que foram utilizados 
todos os animais, incluindo aqueles que morreram durante o experimento. IM (n=12) e IM-
GCSF (n=9). TV, taquicardia ventricular; FV, fibrilação ventricular. 
* p<0,05 vs. IM 
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A Figura 34 apresenta a distribuição temporal das extrassístoles ventriculares 

após o infarto do miocárdio. Podemos observar que o maior número de 

extrassístoles no grupo IM acontece no período compreendido entre o terceiro e o 

décimo primeiro minutos após a oclusão. Já no grupo IM-GCSF, as arritmias se 

concentraram no intervalo entre o sexto e o nono minutos após o infarto. 

A comparação entre a área sob a curva mostrou que o pré-tratamento com G-

CSF é capaz de reduzir a incidência de extrassístoles durante os trinta minutos 

iniciais que seguem à oclusão da artéria coronária (165,1±22,7 u.a. vs. 543,4±47,6 

u.a. no grupo IM, p<0,05) (Figura 35). 
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Figura 34. Análise temporal dos batimentos prematuros ventriculares 
após o infarto do miocárdio nos grupos IM (n=12) e IM-GCSF (n=9). 
Dados apresentados como média±E.P.M. 
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Figura 35. Área sob a curva da distribuição temporal das extrassístoles 
ventriculares após o infarto do miocárdio no grupo IM (n=12) e IM-
GCSF (n=9). Valores representam a média±E.P.M. 
*p< 0,05 vs. IM 
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Através da análise do escore de arritmia, que leva em consideração todos os 

animais utilizados, inclusive os que morreram durante os registros, observamos que 

o pré-tratamento com G-CSF foi efetivo em reduzir a intensidade da atividade 

arritmogênica após o infarto do miocárdio, conferindo escores significativamente 

menores quando comparados ao grupo IM (2,1±0,5 vs. 4,1±0,4; p<0,05) (Figura 36). 
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Figura 36. Análise das arritmias após o infarto do 
miocárdio pelo sistema de escores. IM (n=16) e IM-GCSF 
(n=10). Dados apresentados como média±E.P.M. 
* p<0,05 vs. IM 
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5. DISCUSSÃO 

 

5.1. Aspectos Básicos 

 

As doenças cardiovasculares são um problema global de saúde, sendo 

responsáveis por aproximadamente um terço das mortes em todo o mundo. O IAM, 

o principal exemplo de doença cardiovascular, é reconhecidamente uma importante 

causa de morbi-mortalidade. 

Um grande número de trabalhos tem sido realizado nas últimas décadas, com 

o intuito de melhorar o prognóstico de pacientes que sofreram um IAM. Vários 

modelos experimentais têm sido usados para ajudar na compreensão dos 

mecanismos envolvidos na fisiopatologia do IAM e do remodelamento ventricular 

pós-infarto. Modelos de isquemia seguida por reperfusão tanto in vivo quanto in vitro 

e a oclusão mecânica de artérias coronárias em grandes animais têm ampliado o 

conhecimento sobre o desenvolvimento fisiopatológico dos eventos isquêmicos no 

coração. Além destes modelos experimentais citados acima, a oclusão permanente 

da artéria coronária descendente anterior esquerda é o mais utilizado em estudos 

em animais, por ser de fácil reprodutibilidade e por reproduzir não só as alterações 

moleculares e celulares da fase aguda do infarto, mas também todas as disfunções 

estruturais e funcionais causadas pelo remodelamento cardíaco. Inicialmente, os 

experimentos de oclusão coronariana eram realizados em cães, por serem 

anatomicamente semelhantes aos seres humanos, mas os resultados eram 

inesperadamente diferentes em cada animal além da alta taxa de mortalidade, 

mesmo que a técnica utilizada fosse rigorosamente igual em todas as unidades 

experimentais. 

Diante deste paradoxo, John’s & Olson (1954) conduziram um estudo onde 

compararam os resultados da ligação da artéria coronária descendente anterior 

esquerda em animais de pequeno porte. Eles observaram que a produção do infarto 

nestes roedores era seguida por uma reduzida taxa de mortalidade e menor 

variabilidade no infarto, comparado com outros modelos existentes. Outra importante 

característica deste modelo experimental em ratos foi mostrada por Clark et al. 

(1980), descrevendo um modelo válido para estudo das arritmias após o infarto do 

miocárdio. 
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Nas últimas duas décadas, inúmeros estudos utilizam este modelo de infarto 

para avaliar os efeitos de diversas drogas na terapêutica do infarto e da insuficiência 

cardíaca. Fármacos como os beta-bloqueadores foram utilizados tanto em pesquisa 

clínica e experimental, reduzindo os efeitos deletérios do remodelamento ventricular 

e mostrando benefícios hemodinâmicos após infarto (Sun et al., 2005; Yaoita et al., 

2002; Mill et al., 1992; Doughty et al., 1997). Os inibidores da enzima conversora de 

angiotensina foram extensamente estudados neste modelo experimental de infarto 

em roedores, obtendo-se resultados positivos em relação à melhora da função 

cardíaca (Pfeffer et al., 1985a) e redução do infarto e da mortalidade (Pfeffer et al., 

1985b), o que garante esta classe farmacológica como padrão na terapia do infarto. 

A escolha deste modelo de infarto em ratos para o nosso estudo está vinculada ao 

fato de que o mesmo é capaz de mimetizar eventos semelhantes aos encontrados 

em humanos, como as arritmias ventriculares letais e a perda celular 

predominantemente por apoptose na fase aguda. 

Todos os estudos conduzidos neste modelo experimental foram de grande 

utilidade e efetividade na prevenção do remodelamento cardíaco pós-infarto, 

garantindo um melhor prognóstico aos pacientes infartados, o que pode ser 

evidenciado nos últimos anos com uma significante redução do tempo de internação 

e de mortalidade por conseqüência das doenças cardiovasculares em geral 

(Rosamond et al., 1998; Fox et al., 2004), como também das síndromes 

coronarianas agudas (Spencer et al., 1999; Spencer et al., 2004; Fox et al., 2007). 

Embora as terapias intervencionistas e farmacológicas sejam bastante eficazes em 

reduzir os efeitos deletérios da isquemia no músculo cardíaco, o status de 

irreversibilidade da lesão não foi alterado, ou seja, o músculo perdido pela isquemia 

não será recuperado. Recentemente, muito tem sido pesquisado e novas formas de 

tratamento têm sido intensamente buscadas. A principal delas, a terapia celular, que 

se baseia nas propriedades das células-tronco objetivando a regeneração dos 

tecidos lesados. Na cardiologia em especial, esta nova alternativa de tratamento se 

mostra bastante promissora devido à pequena taxa de regeneração do tecido 

cardíaco. 

A escolha pelo estudo dos efeitos do G-CSF no infarto do miocárdio se deve à 

grande controvérsia de resultados existentes na literatura, além de alguns aspectos 

relativos aos benefícios do G-CSF ainda estarem pouco esclarecidos principalmente 

na fase aguda do infarto. O esquema terapêutico utilizado (7, 3 e 1 dias antes do 
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IAM) está vinculado à informação provida por Li et al. (2006b), em que animais que 

receberam G-CSF apresentaram aumento na expressão do GCSFR. Assim, 

utilizamos uma aplicação inicial para uma possível sensibilização do miocárdio, de 

modo que o efeito das outras duas doses em intervalos menores e próximas ao 

infarto pudesse ser potencializado. A escolha da dose se baseou nos estudos 

disponíveis na literatura em que a dose varia enormemente, sendo que para o nosso 

estudo foi escolhida uma dose intermediária (Ohtsuka et al., 2004; Iwanaga et al., 

2004; Sugano et al., 2005; Werneck-de-Castro et al., 2006; Kuwabara et al.; 2007). 
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5.2. Redução da Extensão do Infarto 

 

Em 2001, Orlic et al. (2001a) mostraram que a injeção de células-tronco 

provenientes da medula óssea diretamente no músculo cardíaco de camundongos 

infartados foi capaz de regenerar o miocárdio perdido, resultando em melhora da 

função cardíaca. Em outro estudo publicado no mesmo ano, Jackson et al. (2001) 

mostraram que células-tronco hematopoiéticas eram capazes de regenerar 

estruturas cardíacas e vasculares após isquemia seguida por reperfusão em 

camundongos. Trabalhos posteriores, utilizando células-tronco hematopoiéticas em 

camundongos infartados, não confirmaram os achados iniciais em relação à 

regeneração cardíaca (Murry et al., 2004; Deten et al., 2005), nem a melhora 

hemodinâmica (Deten et al., 2005). 

Com a intenção de encontrar alternativas terapêuticas regenerativas não-

invasivas, o G-CSF começou a ser testado em animais de experimentação por suas 

propriedades sobre a granulopoiese e a mobilização de células precursoras. O G-

CSF é uma citocina hematopoiética capaz de estimular a proliferação e a 

mobilização de granulócitos. Podemos confirmar estes dados com nossos resultados 

da contagem leucocitária, nos quais os animais pré-tratados com G-CSF 

apresentaram níveis significantemente elevados em comparação aos grupos que 

não receberam tratamento. Estes dados estão de acordo com a literatura existente 

sobre o assunto (Sugano et al., 2005; Werneck-de-Castro et al., 2006; Li et al., 

2006a). 

Além do efeito sobre a granulopoiese, o G-CSF é capaz de mobilizar outros 

tipos celulares provenientes da medula óssea, como as células progenitoras 

endoteliais e células-tronco hematopoiéticas. Com o intuito de aproveitar estas 

características do G-CSF, Orlic et al. (2001b) utilizaram uma associação de 

citocinas, o G-CSF e o SCF, em camundongos infartados e observaram 

regeneração cardíaca, com melhora da função cardíaca e redução da mortalidade 

pós-infarto. Vários outros estudos realizados posteriormente, mostraram benefícios 

do uso do G-CSF na prevenção do remodelamento. Um aspecto em comum em 

todos estes trabalhos é que a avaliação dos efeitos do G-CSF foi feita nas fases 

sub-crônica e crônica do infarto, sendo que os efeitos do G-CSF sobre a fase aguda 

ainda não haviam sido explorados. E uma pergunta deixada em aberto era se a 

redução da mortalidade e a melhora da função mecânica deviam-se a um efeito 
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precoce do G-CSF no infarto ou se seria decorrente da atenuação do 

remodelamento ventricular pós-infarto. Nossos resultados mostram que o pré-

tratamento do infarto em ratos com G-CSF foi capaz de reduzir significantemente o 

tamanho do infarto medido 24 horas após a oclusão da artéria coronária. Esse efeito 

do G-CSF foi observado utilizando dois métodos diferentes para avaliar a extensão 

da lesão isquêmica, baseada no método colorimétrico do TTC. Em estudo feito por 

Harada et al. (2005), o tratamento com G-CSF não foi efetivo em reduzir a extensão 

do infarto medida 3 dias após a ligadura, também pela técnica do TTC. 

Estudos da literatura demonstram que após a oclusão da artéria coronária 

ocorre perda celular aguda, inicialmente causada por apoptose, posteriormente 

superada pela necrose 24 horas após a oclusão (Kajstura et al., 1996). Vários 

autores mostram que a apoptose tem participação fundamental na fase aguda do 

infarto do miocárdio (Kajstura et al., 1996; Kim et al., 2003; Gao et al., 2004), e 

contribuindo para a extensão da lesão e para a progressão da insuficiência cardíaca 

(Bialik et al., 1997; Prabhu et al., 2003). Em humanos, Abbate et al. (2002) 

demonstraram alta taxa de apoptose em corações de pacientes com oclusão 

persistente da artéria coronária. Nossos resultados mostram que o pré-tratamento 

com G-CSF aumentou a expressão protéica de Bcl-2 e Bcl-xL, sem alterar os níveis 

de expressão da Bax. Esses dados estão de acordo com os dados de Harada et al. 

(2005), que mostraram que o tratamento com G-CSF em camundongos infartados 

aumentou a expressão de Bcl-2 e Bcl-xL, por ativação da via da Jak2/Stat3. Apesar 

do aumento das proteínas anti-apoptóticas evidenciada por Harada et al. (2005), a 

redução na extensão do infarto na fase aguda não foi encontrada por este autor. 

Uma possível justificativa para a diferença em relação aos nossos achados pode ser 

que o tratamento feito por Harada et al. (2005) foi iniciado imediatamente após o 

infarto, e o aumento na expressão de proteínas anti-apoptóticas foi medido apenas 

24 horas após o infarto. Em nosso experimento, os animais foram pré-tratados com 

G-CSF, e, portanto, já apresentavam aumento na expressão dessas proteínas no 

momento da oclusão coronariana, o que pôde ter sido mais eficaz na proteção 

contra os estímulos pró-apoptóticos precoces à oclusão. Além disso, uma outra 

possível explicação pode residir no número de animais utilizados para esta análise, 

tendo sido utilizado um número maior de animais no nosso trabalho, favorecendo o 

aparecimento de populações distintas, visto que as médias são bastante 

semelhantes entre os dois estudos. 
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A via Jak/Stat tem sido relatada na literatura por ser ativada por inúmeras 

citocinas, entre elas o G-CSF (Watanabe & Arai, 1996; Kisseleva et al., 2002; 

Harada et al., 2005). Esta via tem sido relacionada à citoproteção após eventos 

isquêmicos no coração. Segundo Negoro et al. (2000), a inibição farmacológica da 

Jak2 após o infarto do miocárdio leva à redução da ativação da Stat3, com 

conseqüente aumento da expressão da Bax e ativação da caspase 3. De acordo 

com Cheng et al. (1996), após o infarto do miocárdio em ratos, ocorre aumento na 

expressão de Bax, e redução da expressão de Bcl-2, o que poderia ser responsável 

por alterações estruturais no miocárdio. Após o infarto do miocárdio em coelhos, foi 

observado um aumento da apoptose em função do tempo, evidenciada por aumento 

da Bax na fração mitocondrial e citosólica, como aumento de citocromo C citosólico 

(Qin et al., 2005). Tem sido demonstrado na literatura que a relação entre Bcl-2/Bax 

determina a sobrevida celular em relação a um estímulo apoptótico (Korsmeyer et al. 

1993). Apenas três horas após a oclusão da artéria coronária, a relação Bcl-2/Bax é 

reduzida, conjuntamente ao aumento da atividade da caspase 3 (Simonis et al., 

2007). Nossos resultados demonstram que o pré-tratamento com G-CSF aumenta a 

relação Bcl-2/Bax, favorecendo a viabilidade celular diante de estímulos apoptóticos. 

Uma outra via intracelular que tem sido relacionada aos efeitos do G-CSF é a 

via fosfatidil-inositol 3 quinase (PI3K)/Akt. Esta é uma via que reconhecidamente 

promove a sobrevida (Matsui & Rosenzweig, 2005; Wu et al., 2000) em miócitos 

submetidos à isquemia, sendo que o bloqueio farmacológico da PI3K inibe este 

efeito citoprotetor (Fujio Y et al., 2000). Ueda et al. (2006) mostraram que o 

tratamento com G-CSF ativa a via da PI3K/Akt em um modelo de isquemia seguida 

por reperfusão in vitro, melhorando a função cardíaca e reduzindo a extensão da 

lesão. Resultados semelhantes foram observados em cães submetidos à isquemia, 

em que a infusão endovenosa do G-CSF durante a reperfusão reduziu a extensão 

do infarto, sendo que a administração conjunta com um inibidor da PI3K aboliu o 

efeito protetor do G-CSF por redução da ativação da Akt (Takahama et al., 2006). A 

ativação da Akt foi evidenciada por Iwanaga et al. (2004) em ratos tratados com G-

CSF, mostrando redução de células apoptóticas e menor extensão do infarto, 

avaliado sete dias após o infarto. O mesmo resultado sob a ativação da Akt foi 

observado por Hasegawa et al. (2006) em animais com infartos na fase crônica 

tratados com G-CSF. Em um modelo de isquemia seguida por reperfusão em ratos, 

Ravingerová et al. (2007) mostraram que a inibição da via intracelular da PI3K/Akt 
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bloqueia os efeitos benéficos do pré-condicionamento isquêmico. Os efeitos anti-

apoptóticos do pré-condicionamento à hipóxia seguida pela reperfusão estão 

relacionados à ativação da Akt levando a fosforilação da Bad, com conseqüente 

redução da liberação mitocondrial de citocromo C e menor ativação da cascata das 

caspases (Uchiyama et al., 2004). 

Cabe ressaltar que citocinas inflamatórias como o TNF-α e a IL-6 induzem 

apoptose. O tratamento de animais infartados com G-CSF mostrou redução na 

expressão de TNF-α no coração (Li et al., 2006b). Além disso, foi relatado por 

Yoshioka et al. (2006) que camundongos submetidos a lesão vascular tratados com 

G-CSF apresentavam menores níveis plasmáticos de IL-6. Em um modelo de 

cardiopatia dilatada, o tratamento com G-CSF reduziu a expressão de Fas, que ativa 

a apoptose por ligação ao “death receptor” (Hou et al., 2006). 

Um aspecto importante é que o procedimento cirúrgico para produção do 

infarto foi realizado por um pesquisador que não tinha conhecimento sobre os 

grupos experimentais, para evitar qualquer tipo de variação do procedimento. Além 

disso, cada gaiola continha animais de todos os grupos para que fossem mantidas 

as mesmas condições entre as unidades experimentais, e a seleção para a cirurgia 

era feita de forma aleatória entre os animais. 

Diante dessas informações, podemos observar, com os dados disponíveis na 

literatura e com os dados gerados por este trabalho que o G-CSF possui efeito 

protetor contra estímulos apoptóticos por diferentes vias. Baseado nos dados da 

literatura sobre a participação da apoptose sobre a lesão aguda do infarto (Kajstura 

et al., 1996; Cheng et al., 1996) e em nossos dados sobre a ativação de vias anti-

apoptóticas, podemos dizer que a redução da extensão da lesão observado por nós 

provavelmente seria decorrente de efeito anti-apoptótico tanto por ativação da via da 

Jak2/Stat3 quanto da PI3K/Akt, levando a expressão de fatores antiapoptóticos e 

reduzindo a lesão celular. A regeneração de cardiomiócitos, entretanto, não pode ser 

completamente descartada por nosso estudo, visto não avaliarmos a migração para 

o miocárdio das células mobilizadas, nem a possível diferenciação dessas células 

em cardiomiócitos. Entretanto, não encontramos correlação significativa entre o 

número de leucócitos mobilizados e o tamanho da lesão avaliada 24 horas após o 

infarto. Além disto, o aumento na expressão de fatores anti-apoptóticos nos animais 

pré-tratados com G-CSF antes da indução do infarto, sugere que a redução da 
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extensão do infarto precoce à oclusão decorreria de efeito pré-condicionante contra 

a apoptose, e não por efeito regenerativo. 

Estudos anteriores já demonstraram que o G-CSF é capaz de reduzir o 

tamanho do infarto medido na fase crônica, isto é, após estar completados os 

processos de expansão do infarto e do remodelamento ventricular. Orlic et al. 

(2001b) mostraram que o pré-tratamento com G-CSF associado ao SCF em 

camundongos reduz a extensão do infarto avaliada quatro semanas após o infarto. 

Nesse trabalho foi evidenciado um aumento na proliferação de miócitos, células 

endotelias e do músculo liso. O efeito do G-CSF na redução da extensão do infarto 

foi questionado por Deten et al. (2005) quando, utilizando protocolos semelhantes 

aos usados no trabalho de Orlic et al. (2001b), não observaram efeitos sobre 

diferenciação e proliferação celular, nem mesmo melhora hemodinâmica nos 

camundongos que receberam o tratamento com as citocinas. Nossos resultados 

mostram que animais pré-tratados com G-CSF apresentam menor área de infarto 

comparado ao grupo não tratado, 15 dias após o infarto. Esses resultados podem 

ser explicados pelos efeitos agudos do G-CSF, pois observamos redução do 

tamanho do infarto com apenas 24 horas da ligadura.  

Outro aspecto a ser considerado nesta análise é a quantidade de leucócitos 

mobilizados no momento do infarto. Foi demonstrado por Minatoguchi et al. (2004) 

que o tratamento com G-CSF em coelhos submetidos a um modelo de isquemia 

seguida por reperfusão acelerou a absorção do tecido necrosado por aumentar o 

número de macrófagos e neutrófilos infiltrados na área isquêmica, acelerando o 

processo de reparo tecidual. A infusão de macrófagos ativados imediatamente à 

oclusão da artéria coronária em ratos melhora da função cardíaca e reduz os efeitos 

do remodelamento (Leor et al., 2006). Recentemente, foi demonstrado que a 

redução da infiltração de macrófagos no tecido cardíaco lesado dificulta o processo 

de reparo tecidual, reduz a espessura da parede lesada e aumenta a mortalidade 

(van Amerongen et al., 2007). Similarmente, a inativação farmacológica de 

macrófagos reduz os níveis teciduais de TNF-α sem alterar a função cardíaca, mas 

aumenta a mortalidade após o infarto em ratos (Kherani et al., 2004). Fraccarollo et 

al. (2008) observaram que parte dos benefícios atribuídos ao uso de eplerenona na 

fase aguda do infarto em ratos está relacionada à maior infiltração de macrófagos na 

área isquêmica, favorecendo o reparo cardíaco, levando à menor dilatação 

ventricular e maior espessura da parede infartada. No momento do infarto do 
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miocárdio, os animais pré-tratados com G-CSF apresentavam maior número de 

leucócitos circulantes. Já está bem descrito na literatura que o G-CSF aumenta as 

células da linhagem mielóide de forma geral, sendo mais pronunciado o aumento de 

neutrófilos e monócitos (Minatoguchi et al., 2004; Lim et al., 2007; Takano et al., 

2007). Diante dessas informações, parte dos efeitos do G-CSF encontrados 15 dias 

após o infarto pode estar vinculado à modulação da atividade inflamatória. A 

confirmação desta hipótese, entretanto, é difícil em nosso trabalho pois não fizemos 

a marcação diferencial das células no tecido isquêmico. 

O tratamento com G-CSF em ratos infartados aumentou a expressão de 

colágeno tipo I e III na área de cicatriz, acelerando o reparo cardíaco e levando a 

redução da expansão do ventrículo (Sugano et al., 2005). O uso associado de G-

CSF e M-CSF mostrou resultados semelhantes em relação ao colágeno tipo I na 

área de borda do infarto (Miki et al., 2004). Um aspecto em comum aos dois 

trabalhos anteriormente citados (Sugano et al., 2005; Miki et al., 2004) foi o aumento 

da expressão de TGF-β, uma citocina pró-fibrótica, sendo relacionada a ela o 

aumento da deposição de colágeno. Em contrapartida, Minatoguchi et al. (2004) 

observaram aumento da expressão de metaloproteinases, junto à redução no 

conteúdo de colágeno em coelhos infartados e tratados com G-CSF. Resultados 

semelhantes foram observados em porcos submetidos à isquemia seguida por 

reperfusão, observando menor expressão de colágeno tipo III na região peri-infarto 

(Sato et al., 2007). Este efeito sobre matriz extracelular ainda não está bem 

esclarecido diante do tratamento com G-CSF, sendo bastante controverso e 

variando muito em relação ao modelo utilizado. 

Tem sido demonstrado que o G-CSF é capaz de aumentar a neoangiogênese 

em animais infartados. Foi relatado que o tratamento com G-CSF aumenta a 

expressão de VEGF (Iwanaga et al., 2004), levando à formação de novos vasos na 

área de borda ao infarto em porcos (Iwanaga et al., 2004; Sato et al., 2007). De 

forma similar, Deindl et al. (2006) mostraram aumento da arteriogênese na região 

peri-infartada, 28 dias após o infarto em camundongos. Ohtsuka et al. (2004) que 

observaram aumento no número de capilares, além da redução de células em 

apoptose na área de borda do infarto, evidenciando que o efeito do G-CSF sobre a 

formação de novos vasos e proteção contra a injúria nos vasos existentes 

responderiam pela redução da área infartada e conseqüente melhora da função 

cardíaca em camundongos infartados. 
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É importante ressaltar que a extensão do infarto medida pela área mostrou 

diferença entre os grupos com 24 horas e 15 dias, o que não ocorreu quando a 

avaliação foi feita pelo peso da cicatriz sendo observada diferença somente na 

medida feita após 24 horas após o infarto. Foi observado por Li et al. (2006b) que os 

animais tratados com G-CSF apresentavam maior espessura da parede infartada, 

mas sem indícios de regeneração de miócitos. Outra evidência foi relatada por 

Minatoguchi et al. (2004) mostrando que 14 dias após o infarto, que a espessura da 

parede anterior em relação a parede posterior era significativamente maior nos 

animais que receberam tratamento com G-CSF. Em porcos submetidos à isquemia 

seguida por reperfusão, o tratamento com G-CSF mostrou grande tendência ao 

aumento da espessura da parede infartada (Sato et al., 2007). Em nosso trabalho, 

observamos que, apesar de menor área da cicatriz, os animais pré-tratados com 

GCSF apresentavam peso da cicatriz semelhante ao grupo infartado que não 

recebeu tratamento, sugerindo a presença de cicatriz mais espessa. Uma possível 

explicação para este fato pode estar em uma possível aceleração maior deposição 

de colágeno na região infartada como parte do processo de reparo, incrementando o 

peso da área cicatricial. 

Baseados nos dados apresentados acima, concluímos que a redução do 

tamanho do infarto após a oclusão coronariana observada nos animais pré-tratados 

com G-CSF se deve a um possível efeito anti-apoptótico que ocorreria na fase 

aguda, e que, a modulação da atividade inflamatória no tecido isquêmico pode ser 

responsável por acelerar o reparo cardíaco, impedindo a expansão do infarto. 
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5.3. Preservação da Função Ventricular 

 

A perda de tecido cardíaco causada pelo infarto do miocárdio leva a um 

comprometimento da função sistólica e diastólica, sendo que neste modelo, a 

sobrevida é inversamente proporcional à extensão da lesão (Pfeffer et al., 1979; 

Pfeffer et al., 1985a). Os resultados do cateterismo ventricular em nosso trabalho 

mostraram que os ratos pré-tratados com G-CSF apresentam função cardíaca mais 

preservada 15 dias após o infarto, em relação aos animais não tratados. Além disso, 

nos animais pré-tratados a contratilidade miocárdica avaliada pela dP/dt+ se mostrou 

mais preservada, da mesma forma que o relaxamento, avaliado pela dP/dt-. Uma 

justificativa para a preservação da função hemodinâmica nos animais pré-tratados é 

que estes apresentam redução do tamanho da lesão. 

Já foi descrito anteriormente neste trabalho os efeitos do G-CSF sobre a 

formação de novos vasos. Tanto a redução da apoptose em células vasculares 

(Ohtsuka et al., 2004) quanto o aumento na expressão de VEGF e conseqüente 

formação de novos vasos (Iwanaga et al., 2004; Ohki et al., 2005) estão 

relacionadas à melhora hemodinâmica em animais infartados. Este aumento 

relatado de formação de novos vasos, principalmente na região de borda ao infarto 

pode contribuir para a melhora da função cardíaca por aumentar o suprimento de 

oxigênio e nutrientes nessa área, impedindo a expansão da lesão. 

Outro mecanismo bastante descrito na literatura, e já relatado anteriormente 

neste trabalho é o aumento na ativação da Akt pelo G-CSF. Sabe-se que o 

incremento na atividade cardíaca da Akt através da transfecção viral em ratos levou 

a melhora contrátil após a crioinjúria (Matsui et al., 2001). Resultados semelhantes 

foram encontrados por Condorelli et al. (2002) mostrando melhora na dP/dt+ em 

animais com superexpressão cardíaca da Akt. Morisco et al. (2000) mostraram que a 

hipertrofia cardíaca causada por ativação beta-adrenérgica é mediada pela Akt. 

Utilizando camundongos com infarto cicatrizado, Li et al. (2006b) mostraram 

aumento da ativação da Akt, junto à ligeira hipertrofia cardíaca em animais tratados 

com G-CSF e os autores justificam a melhora hemodinâmica como sendo mediada 

por essa hipertrofia. Outros estudos mostrando preservação da função cardíaca em 

animais tratados com G-CSF mostraram aumento da ativação da Akt (Iwanaga et al., 

2004; Hasegawa et al., 2006) 
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 Sesti et al. (2005) mostraram que o tratamento com G-CSF/SCF não foi capaz 

de regenerar o miocárdio, mas mostrou melhora da função cardíaca sobre estresse 

hemodinâmico. Em contrapartida, Deten et al. (2005) não observaram nenhum efeito 

hemodinâmico após o infarto em camundongos pré-tratados com G-CSF. 

Corroborando com esses resultados, ratos tratados com altas doses de G-CSF após 

o infarto não apresentaram melhora funcional avaliada pelo consumo máximo de O2 

em exercício físico realizado em esteira (Werneck-de-Castro et al., 2006). 

 A função diastólica depende de basicamente do relaxamento e das 

propriedades passivas da parede ventricular. As propriedades passivas dependem 

da rigidez miocárdica, da espessura da parede e da geometria da câmara (Leite-

Moreira, 2006). No caso do infarto do miocárdio, a menor distendibilidade ventricular 

sob altas pressões está associada a efeitos adversos, e esse evento está 

intimamente relacionado a alterações na matriz extracelular na área da cicatriz 

(Jugdutt et al., 2007). A complacência ventricular esquerda foi estudada em ratos 

infartados por Fletcher et al. (1981), mostrando que a infusão de volume 

simultaneamente ao registro da pressão intraventricular é um bom indício da rigidez 

da câmara ventricular, e uma ferramenta útil para estudo da função diastólica. Neste 

estudo foi demonstrado que a menor inclinação da reta em sua fase inicial era 

inversamente proporcional ao tamanho do infarto (Fletcher et al., 1981). Essa 

dilatação ventricular pode ser conseqüência da expansão ventricular após o infarto. 

A perda aguda de miócitos juntamente ao rearranjo estrutural dos grupos de 

miócitos leva ao afinamento da parede do coração e o aumento do volume 

ventricular. A degradação dos componentes da matriz extracelular também contribui 

para este evento precoce à oclusão. Sabe-se que a transfecção do gene da elastina 

após o infarto reduz a expansão do infarto preservando a função cardíaca (Mizuno et 

al., 2005). Da mesma forma, níveis elevados de colágeno estão associados ao 

reparo cardíaco e à menor expansão do infarto (Whittaker et al., 1991; Fang et al., 

2008). Foi demonstrado recentemente que a redução do conteúdo de colágeno na 

área do infarto está relacionada a maiores efeitos do remodelamento, com maior 

distendibilidade do ventrículo esquerdo, aumentando a probabilidade de ruptura 

(Jugdutt et al., 2007). Em nosso experimento, a curva P-V mostrou na fase inicial 

que o grupo infartado indica grande dilatação ventricular mostrada por aumento do 

volume sob 5 mmHg de pressão, como descrito por outros autores (Fletcher et al., 

1981; Pfeffer et al., 1985a). No grupo pré-tratado com G-CSF ocorreu maior redução 
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da dilatação ventricular, pois os valores foram similares ao grupo sem infarto. Isto 

pode estar relacionado ao fato de que este grupo apresenta menor área de infarto, já 

a partir do primeiro dia. Corroborando com isso, observamos forte correlação 

negativa entre a extensão do infarto e a constante de rigidez, mostrando que na 

parte inicial da curva, a redução do tamanho do infarto seria o principal determinante 

do aumento da constante de rigidez, ou seja, menor dilatação ventricular esquerda. 

Foi descrito por Hochman et al. (1987) que a extensão do infarto é um importante 

determinante da expansão ventricular. Além disso, como descrito por Sugano et al. 

(2005), a expressão aumentada de colágeno e a aceleração do reparo nos animais 

tratados com G-CSF reduziram a expansão do infarto, contribuindo para a melhora 

hemodinâmica sem alterar a extensão do infarto. Foi demonstrado por Miki et al. 

(2004) que o tratamento com G-CSF/M-CSF melhora a função cardíaca por acelerar 

o reparo na área de borda ao infarto, reduzindo a expansão do infarto. Essa possível 

deposição de colágeno pode explicar a resposta encontrada nos animais pré-

tratados com G-CSF em relação à infusão de volume, em que apresentaram maior 

rigidez na porção inicial da curva P-V do VE. Sabendo que o infarto foi menor 

quando avaliado pela área, mas não pelo peso da cicatriz, pose ser um bom indício 

de que o aumento da deposição de colágeno na cicatriz seja responsável por esse 

aumento da rigidez ventricular e menor dilatação. Outro aspecto relevante que deve 

ser ressaltado é que esse possível aumento na deposição de colágeno na área de 

cicatriz não atinge o miocárdio viável, como descrito por alguns autores (Miki et al., 

2004; Sugano et al., 2005), ou pelo menos não interfere nos parâmetros funcionais 

de contratilidade (dP/dt+) e relaxamento (dP/dt-). 

 Diante dessas informações, podemos dizer que a preservação da função 

hemodinâmica se deve a uma série de fatores, mas principalmente pela redução da 

extensão do infarto na fase aguda. Essa redução garantiu menor dilatação da 

câmara ventricular com menor pressão de enchimento, além de preservação da 

função contrátil. 
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5.4. Redução da Mortalidade 

 

Ao longo dos anos, os grandes estudos científicos apresentam novas 

estratégias para o tratamento das complicações hemodinâmicas após o infarto do 

miocárdio visando redução da mortalidade. Aproximadamente 80% das mortes 

súbitas após evento isquêmico no coração são causadas por arritmias, sendo que as 

taquiarritmias contribuem com 82% desse total (Siddiqui & Kowey, 2006). 

Foi demonstrado por Orlic et al. (2001b) que o pré-tratamento com a 

associação de G-CSF/SCF reduz a mortalidade após o infarto. Resultados 

semelhantes foram observados posteriormente com o uso do G-CSF antes ou após 

o infarto (Ohtsuka et al., 2004; Deindl et al., 2006). É importante ressaltar que estes 

estudos citados acima excluem a mortalidade precoce ao infarto, e justificam o 

aumento na sobrevida pelos efeitos hemodinâmicos benéficos causados pelo 

tratamento com G-CSF. Em nosso trabalho, observamos que a mortalidade 

aconteceu exclusivamente dentro das primeiras nove horas após o infarto. Estes 

resultados estão de acordo com Hu et al. (2004), demonstrando alta taxa de 

mortalidade na fase inicial à oclusão da artéria coronária. Opitz et al. (1995) 

identificaram dois períodos de atividade arritmogênica aumentada precoce ao infarto 

em ratos, sendo o primeiro contemplando os trinta minutos iniciais à oclusão, e o 

segundo incluindo o período entre noventa minutos e nove horas após à oclusão, e 

estes períodos coincidiram com o aumento na mortalidade. Diante desta informação, 

a análise temporal da mortalidade dentro das 24 horas iniciais ao infarto mostrou 

que os trinta minutos iniciais respondem pela maior parte da diferença na 

mortalidade entre os grupos. Clark et al. (1980) mostraram que após a oclusão da 

artéria coronária em ratos ocorreu distúrbios elétricos, culminando com o 

aparecimento de taquiarritmias dentro das primeiras quatro horas posterior à 

oclusão. Outros estudos demonstram que as taquiarritmias ventriculares são a 

principal causa de morte precocemente ao infarto do miocárdio tanto em humanos 

(Siddiqui & Kowey, 2006) quanto em animais (Leenen & Yuan, 2001). Foi descrito 

que a mortalidade nas primeiras 24 horas após o infarto em ratos ocorre por 

arritmias, sendo que nos 30 minutos iniciais, as mortes aconteceram exclusivamente 

por taquiarritmias (Kolletis et al., 2007). Baseado nestes dados, nós fizemos uma 

análise da atividade arrítmica durante os primeiros 30 minutos que seguem a 

oclusão da artéria coronária. 
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 A análise de arritmias após o infarto do miocárdio feita em nosso estudo 

mostrou que o pré-tratamento com G-CSF foi capaz de reduzir tanto o número de 

eventos quanto a duração das taquicardias ventriculares, além de praticamente 

abolir os eventos de fibrilação ventricular, mostrando que a atividade antiarrítmica 

exercida pelo G-CSF foi responsável pela redução da mortalidade precocemente ao 

infarto do miocárdio. Em estudo realizado em camundongos infartados, foi 

observado que o tratamento com G-CSF/SCF reduziu as taquicardias induzidas 

cinco semanas após a oclusão da artéria coronária (Kuhlmann et al., 2006). Em 

outro estudo recentemente publicado, foi demonstrado que o pré-tratamento com G-

CSF feito em ratos foi capaz de reduzir a duração das taquicardias ventriculares 

após o infarto, além de extinguir o aparecimento de fibrilação ventricular (Kuwabara 

et al., 2007). Nossos dados estão de acordo com os dois trabalhos citados 

anteriormente, onde o número de eventos e o tempo de duração das taquicardias 

ventriculares foram significantemente reduzidos no grupo que recebeu o pré-

tratamento com G-CSF juntamente com a redução na incidência de FV. 

 A expressão protéica de conexina 43 em nosso trabalho foi significativamente 

maior nos animais pré-tratados com G-CSF comparados aos animais que não 

receberam tratamento. Os distúrbios elétricos precoces à injúria isquêmica levam a 

retardo na condução e desenvolvem substrato para o desenvolvimento de atividade 

ectópica na zona de borda do infarto, predispondo ao aparecimento das 

taquiarritmias ventriculares letais (Kleber et al., 1987; Williams et al., 1974). De 

acordo com estudos disponíveis na literatura, o desacoplamento elétrico entre 

miócitos predispõe ao aparecimento de taquiarritmias. Utilizando camundongos com 

redução progressiva da expressão de Cx43, Danik et al. (2004) observaram que o 

aumento da suscetibilidade à arritmias ventriculares está vinculada a redução da 

expressão de Cx43. Em outro estudo, foi observado que em camundongos com 

baixa expressão de Cx43 (aproximadamente 50% em relação ao normal), a redução 

do acoplamento elétrico nestes animais está associada com aumento da incidência 

e duração das taquiarritmias ventriculares após a oclusão da artéria coronária 

(Lerner et al., 2000). Um estudo utilizando camundongos com restrição cardíaca à 

expressão de Cx43 apresentavam função e estrutura cardíacas preservadas, mas 

apresentavam morte súbita aos dois meses de idade por taquiarritmias cardíacas 

letais, mostrando a participação essencial das Cx43 na suscetibilidade à arritmias 

(Gutstein et al., 2001). Nossos resultados estão de acordo com estudos prévios 
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onde o pré-tratamento com G-CSF aumentou a expressão de Cx43 em ratos, 

levando à redução na incidência de taquiarritmias ventriculares na fase aguda 

(Kuwabara et al., 2007). A expressão de Cx43 também foi aumentada em 

camundongos que receberam a associação de G-CSF e SCF após o infarto, 

culminando com redução de arritmias ventriculares induzidas (Kuhlmann et al., 

2006). 

 Foi observado que em camundongos com deleção cardíaca do gene para 

caderina apresentam retardo da condução elétrica ventricular, apresentando morte 

súbita dentro de 6 a 8 semanas após a deleção, coincidindo com o período de início 

da atividade arritmogênica nestes animais. O mecanismo proposto para estes 

eventos é a diminuição da expressão das Cx43 e Cx40, contribuindo para 

diminuição da funcionalidade das junções do tipo Gap (Li et al., 2005). Kuwabara et 

al. (2007) observaram que o pré-tratamento com G-CSF em ratos, reduz as arritmias 

por estabilizar as junções do tipo Gap, preservando a condução elétrica. Esse efeito 

é alcançado pelo aumento na expressão de proteínas essenciais para o 

funcionamento destas junções, como Cx43, caderina e catenina. 

 Sabendo que a última aplicação do G-CSF foi realizada 24 horas antes da 

oclusão, e que, baseado em Tanaka & Tokiwa (1990) que demonstraram que os 

níveis plasmáticos de G-CSF voltam a valores residuais antes de 24 horas após a 

aplicação subcutânea da droga, é muito pouco provável que este efeito do pré-

tratamento com G-CSF se deve a um efeito antiarrítmico direto, por ação em canais 

iônicos, mas provavelmente, o aumento da expressão de Cx43 em ratos pré-

tratados contribui para impedir distúrbios de condução gerados pela isquemia, 

levando a uma importante redução da atividade elétrica anormal. Essa redução das 

arritmias letais no grupo pré-tratado com G-CSF foi a responsável por reduzir a 

mortalidade na fase inicial do infarto. 
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6. CONCLUSÃO 

 

 

Diante de todas as informações geradas neste estudo e confrontando com os 

estudos disponíveis na literatura, podemos concluir que o pré-tratamento com G-

CSF: 

 

• Reduziu a mortalidade precoce à oclusão coronariana, provavelmente por 

reduzir as arritmias ventriculares nesta fase aguda; 

 

• Reduziu o tamanho da lesão isquêmica, provavelmente por um efeito 

protetor contra apoptose na fase inicial ao infarto, visto o aumento da 

expressão de fatores anti-apoptóticos; 

 

• Preservou a função ventricular esquerda, por redução do tamanho do 

infarto e um possível efeito sobre o processo de reparo cardíaco, levando 

a menor dilatação do ventrículo esquerdo. 
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