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Resumo  

Lima AD. Efeito do tratamento crônico do metotrexat o associado à 

nanoemulsão de LDE no remodelamento cardíaco por in farto do 

miocárdio em ratos Wistar [Tese]. São Paulo: Faculd ade de Medicina, 

Universidade de São Paulo; 2017. 

O infarto agudo do miocárdio (IAM) é a principal causa de 

mortalidade mundial. O IAM é acompanhado de remodelamento cardíaco, 

caracterizado por alterações gênicas, moleculares e celulares, com 

consequentes alterações no tamanho, forma e função do coração, e 

resultante disfunção ventricular e insuficiência cardíaca. Evidências 

experimentais e clínicas indicam que a prevenção ou o tratamento do 

remodelamento cardíaco beneficiam a função ventricular. A LDE é uma 

nanopartícula lipídica, com estrutura semelhante à lipoproteína de baixa 

densidade (LDL). A LDE tem a capacidade de se concentrar em células com 

superexpressão de receptores de LDL, como em processos proliferativos e 

inflamatórios, sendo utilizada com um direcionador de fármacos a sítios 

específicos. Nosso laboratório demonstrou que o tratamento com 

metotrexato (MTX), um fármaco antiproliferativo e imunossupressor, 

associado à LDE reduziu acentuadamente as lesões ateroscleróticas na 

aorta de coelhos submetidos à dieta hipercolesterolêmica. Esses resultados 

nos levaram à hipótese de que a LDE-MTX possa ser utilizada para 

minimizar o processo inflamatório pós-IAM, determinante para o 

remodelamento cardíaco, e seus efeitos deletérios. O objetivo do trabalho foi 

investigar o efeito do tratamento da LDE-MTX sobre o remodelamento 

cardíaco em ratos submetidos ao IAM. Ratos machos Wistar (300-400g) 

foram submetidos ao modelo cirúrgico de IAM ou à cirurgia fictícia (SHAM). 

Os grupos foram divididos entre: SHAM (solução fisiológica), IAM-LDE, IAM-

MTXc (metotrexato comercial), IAM-LDE-MTX. Os animais foram tratados 

uma vez por semana na dose de 1 mg/kg intraperitonealmente, por 6 

semanas. Após 24 horas do IAM e ao final do seguimento, foi realizado o 

ecocardiograma. O coração, o pulmão, o fígado e os rins foram coletados 



 
 

para obtenção do peso relativo dos órgãos. O tamanho do IAM foi estimado 

pela média dos tamanhos dos IAM externo e interno. A avaliação da necrose 

dos miócitos, processo inflamatório, diâmetro dos miócitos e fibrose 

miocárdica nas regiões subendocárdica (SE) e intersticial (INT) foi realizada 

na região remota ao IAM. Marcadores de estresse oxidativo, inflamação, 

fibrose, angiogênese e os receptores de lipoproteínas foram quantificados 

por PCR em tempo real. O tratamento com LDE-MTX diminuiu a dilatação do 

VE, hipertrofia cardíaca, volumes sistólicos e diastólicos, espessura do septo 

interventricular e da parede posterior e massa do VE, comparado aos grupos 

IAM-LDE e IAM-MTXc. Além disso, houve uma melhora de 

aproximadamente 40% da função sistólica do VE em relação aos demais 

grupos IAM. O tratamento com LDE-MTX não alterou a função diastólica. O 

peso relativo do coração e do pulmão foi menor no grupo IAM-LDE-MTX 

quando comparado ao IAM-LDE. Na histomorfometria, houve diminuição no 

tamanho do infarto no grupo IAM-LDE-MTX quando comparado com IAM-

LDE. A necrose, infiltrado inflamatório e fração de volume do colágeno nas 

regiões INT e SE foram menores no IAM-LDE-MTX em relação aos grupos 

IAM-LDE e IAM-MTXc, assim como o diâmetro dos miócitos. A expressão 

gênica dos marcadores de estresse oxidativo e fibrose foi menor no grupo 

IAM-LDE-MTX quando comparado ao grupo IAM-MTXc. Com relação à 

inflamação, o grupo IAM-LDE-MTX apresentou menor expressão do gene 

para TNF-α quando comparado aos grupos IAM-MTXc e SHAM. No que se 

refere ao receptor de lipoproteína, nos grupos IAM-LDE-MTX houve menor 

expressão do gene para receptor de lipoproteína de baixa densidade (LDLR) 

quando comparado ao grupo tratado com MTXc. Não foi observada 

toxicidade em nenhum grupo. Os resultados deste estudo indicam que o 

tratamento com LDE-MTX melhora significantemente a função cardíaca e 

atenua o remodelamento cardíaco em modelo experimental cirúrgico para 

IAM. 

Descritores: 1. Remodelamento cardíaco 2. Infarto do miocárdio 3. 

Metotrexato  4. Nanopartícula 5. Ratos Wistar. 

 



 
 

Abstract 

Lima AD. Effect of chronic treatment of methotrexat e associated with 

LDE nanoemulsion on cardiac remodeling by myocardia l infarction in 

Wistar rats [Thesis]. São Paulo: “Faculdade de Medi cina, Universidade 

de São Paulo”; 2017. 

Acute myocardial infarction (AMI) is the main cause of worldwide mortality. 

AMI is accompanied by cardiac remodeling, characterized by genetic, 

molecular and cellular alterations, with consequent changes in the size, 

shape and function of the heart, resulting in ventricular dysfunction and heart 

failure. Experimental and clinical evidence indicate that prevention or 

treatment of cardiac remodeling benefits the ventricular function. LDE is a 

lipid nanoparticle with a structure similar to low density lipoprotein (LDL). LDE 

has the ability to concentrate in cells with overexpression of LDL receptors, 

such as in proliferative and inflammatory processes, and is used with a drug- 

targeting agent at specific sites. Our laboratory demonstrated that the 

treatment with methotrexate (MTX), an antiproliferative and 

immunosuppressive drug, associated to LDE markedly reduced 

atherosclerotic lesions in aorta of rabbits submitted to the 

hypercholesterolemic diet. These results led us to the hypothesis that LDE-

MTX could be used to minimize the post-AMI inflammatory process, 

determinant for cardiac remodeling, and their deleterious effects. The aim of 

this study was to investigate the effect of LDE-MTX treatment on cardiac 

remodeling in rats submitted to AMI. Male Wistar rats (300-400g) were 

submitted to the surgical model of AMI or Sham surgery. The groups were 

divided into: SHAM (saline solution), AMI-LDE, AMI-MTXc (commercial 

methotrexate), AMI-LDE-MTX. The animals were treated once a week at a 

dose of 1 mg/kg intraperitoneally, for 6 weeks. After 24 hours of AMI and at 

the end of the follow-up, the echocardiogram was performed. The heart, lung, 

liver and kidneys were collected to obtain the relative weight of the organs. 

Infaction size was estimated by mean extern and intern size of IAM. 

Evaluation of myocyte necrosis, inflammatory process, myocyte diameter and 



 
 

myocardial fibrosis in the subendocardial (SE) and interstitial (INT) areas was 

performed in remote area from AMI. Markers of oxidative stress, 

inflammation, fibrosis, angiogenesis and lipoprotein receptors were quantified 

by quantitative real-time PCR. Treatment with LDE-MTX decreased LV 

dilation, cardiac hypertrophy, systolic and diastolic volumes, interventricular 

septum and posterior wall thickness and LV mass, compared to AMI-LDE 

and AMI-MTXc groups. In addition, there was an improvement of 

approximately 40% of LV systolic function compared to other AMI groups. 

Treatment with LDE-MTX did not alter diastolic function. The relative weight 

of the heart and lung were lower in the AMI-LDE-MTX group when compared 

to the AMI-LDE. In morphometry, infarct size decreased in the AMI-LDE-MTX 

group when compared to AMI-LDE. Necrosis, inflammatory infiltrate and 

collagen volume fraction in the INT and SE regions were lower in AMI-LDE-

MTX than in AMI-LDE and AMI-MTXc groups, as well as the myocyte 

diameter. The gene expression of oxidative stress and fibrosis markers were 

lower in the AMI-LDE-MTX group when compared to the AMI-MTXc. 

Regarding   inflammation, the AMI-LDE-MTX group had lower expression of 

the TNF-α gene when compared to the AMI-MTXc group and the SHAM 

group. As regards the lipoprotein receptor, in the AMI-LDE-MTX there was 

lower expression of the gene for low-density lipoprotein (LDLR) receptor 

compared to MTXc treated animals. No toxicity was observed in any groups. 

The results of this study indicate that treatment with LDE-MTX significantly 

improves cardiac function and attenuates cardiac remodeling in an 

experimental surgical model for AMI. 

Descriptors:  1. Cardiac remodeling  2. Myocardial infarction 3. Methotrexate 

4. Nanoparticle 5. Wistar rats. 
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1. Introdução 

 

1.1 Remodelamento cardíaco no infarto agudo do 

miocárdio 

 

O infarto agudo do miocárdio (IAM) é a principal causa de 

mortalidade no mundo (Mozaffarian et al., 2016). O IAM é causado por 

isquemia tecidual decorrente da obstrução transitória ou permanente do 

fluxo coronariano, com diminuição da oferta de oxigênio e de nutrientes 

ocasionando necrose do músculo miocárdico (Burkeet al., 2007). 

Geralmente, a isquemia é decorrente da ruptura da placa aterosclerótica 

vulnerável e formação de coágulo e/ou vasoespasmo (Kelleyet al., 1999; 

Sutton & Sharpe, 2000; Ashrafi et al., 2014). 

Pacientes que sobrevivem ao IAM podem ter como uma das 

complicações possíveis a insuficiência cardíaca (IC), sendo esta uma 

condição associada à pior prognóstico (Opie et al., 2006; Heusch et al., 

2014). Após a agressão ao miocárdio, para que ocorram as respostas 

compensatórias a fim de manter o débito cardíaco normal, um conjunto 

de alterações genéticas, moleculares e celulares se manifesta, alterando 

a forma, tamanho e função do coração (Pfefferet al., 1990). Este conjunto 

de alterações é denominado remodelamento cardíaco (Cohn et al., 2000; 

Savergnini et al., 2013). No início da década de 80, estudos descreveram 

pioneiramente em modelo experimental de IAM em ratos que o processo 

do remodelamento cardíaco desempenha um papel fundamental na 

fisiopatologia da disfunção ventricular e na progressão da IC (Pfeffer et 

al., 1979). 

Portanto, logo após um dano isquêmico as porções íntegras do 

miocárdio apresentam aumento da contratilidade como forma de manter o 

débito cardíaco, em resposta à perda abrupta do tecido contrátil. Isto 
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resulta em aumento do estresse e dilatação da parede ventricular, com 

aumento do gasto energético dos cardiomiócitos e expansão da área 

infartada, que ocorre poucas horas após o dano miocárdico (Pfeffer et al., 

1990). A dilatação ventricular, embora represente um mecanismo 

eficiente de compensação, restabelecendo o volume sistólico, também 

tem sido consistentemente associada com diminuição de sobrevida 

(Colucci, 1997).   

 Blankesteijn e colaboradores (2001) classificaram o processo de 

restabelecimento cardíaco em quatro fases. Na primeira fase, ocorre a 

morte dos cardiomiócitos de 6 horas a 4 dias. A resposta inflamatória 

aguda começa na fase 2, em 12 a 16 horas após o início do processo 

isquêmico. Neutrófilos granulócitos migram para a área infartada, 

atingindo um pico em 24 a 48 horas após o infarto, para fagocitar e 

remover os miócitos mortos. Posteriormente, os macrófagos e linfócitos 

são recrutados juntamente com os granulócitos na área do IAM com o 

objetivo de remoção de células mortas por fagocitose (Frangogiannis, 

2014). De 2 a 3 dias após o infarto do miocárdio, inicia-se a formação do 

tecido de granulação na margem da área infartada, na fase 3. Finalmente, 

na fase 4, o remodelamento e cicatrização da área infartada inicia-se de 2 

a 3 semanas e continua por 1 ano após o infarto do miocárdio. 

As alterações teciduais decorrentes do remodelamento cardíaco 

incluem: hipertrofia dos cardiomiócitos da região remota ao IAM, morte 

celular, ativação de processos inflamatórios e, por fim a ocorrência de 

fibrose miocárdica para formação da cicatriz de reparação tecidual 

(Sutton & Sharpe, 2000). Estes eventos começam a se estabelecer 

imediatamente após a oclusão arterial, progredindo por várias semanas 

após o dano isquêmico inicial. A própria agressão ao miocárdio ativa e 

expressa os mecanismos reparadores ao dano cardíaco 

concomitantemente, mas um processo pode ocorrer de maneira 

independente do outro. Como por exemplo, o processo inflamatório pode 

ocorrer tanto de forma dependente quanto de forma independente do 
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processo de necrose pós-IAM (Haunstetter et al., 1998; Khanet al.,2006; 

Frangogiannis, 2014). 

A hipertrofia cardíaca é caracterizada pelo aumento da massa do 

miocárdio, tanto pelo aumento do volume dos miócitos quanto pelo 

aumento dos componentes da matriz extracelular. Ocorre de forma 

compensatória ou adaptativa em resposta ao aumento da sobrecarga de 

pressão ou de volume visando a manutenção do débito cardíaco. No 

entanto, um longo período de hipertrofia promove descompensação ou 

má-adaptação que predispõe à morte celular e deposição de fibrose 

miocárdica, podendo levar a dilatação cardíaca e disfunção ventricular 

(Pfeffer et al., 1990; Frangogiannis, 2014).  

A hipertrofia cardíaca pode ser classificada como concêntrica ou 

excêntrica (Opie et al., 2006; Aro et al., 2016). A hipertrofia concêntrica 

ocorre em resposta à sobrecarga de pressão. O aumento da massa 

ventricular, com aumento da espessura de parede e redução da 

cavidade, é decorrente da replicação em paralelo dos sarcômeros. Assim, 

a hipertrofia concêntrica desencadeia disfunção diastólica (Cantor et al., 

2005; Litwin et al., 1995). 

A hipertrofia excêntrica ocorre em resposta à sobrecarga de 

volume. O aumento da massa ventricular, seguido do aumento do volume 

da cavidade e da espessura de parede, se dá por replicação em série dos 

sarcômeros, permitindo que a célula aumente de comprimento e 

desencadeando a disfunção sistólica. (Cantor et al., 2005; Burchfield et 

al., 2013).  

Nas adaptações hemodinâmicas após o infarto do miocárdio, o 

predomínio é a ocorrência de hipertrofia excêntrica dos cardiomiócitos 

(Cantor et al., 2005). Nestas circunstâncias, a hipertrofia excêntrica 

permite ao miocárdio adaptar-se às condições para lidar com maior 

volume de sangue. Se por um lado a hipertrofia excêntrica procura 

manter preservada a função ventricular sistólica (Bernardo et al., 2010), o 

aumento de raio e sobrecarga de volume tendem a piorar o déficit no 

metabolismo energético, remodelamento vascular e eletrofisiológico e 
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processos de morte dos cardiomiócitos, como ativação de apoptose, 

necrose e modificações no processo de autofagia (Dorn, 2009; Abbate & 

Narula, 2012; Burchfield et al., 2013).  

 A morte progressiva dos cardiomiócitos, tanto por necrose quanto 

por apoptose, é um dos eventos-chave que influencia o remodelamento 

cardíaco e está envolvida no processo de dilatação e disfunção cardíaca 

(Baldi et al., 2002; Whelan et al., 2010).  

A necrose dos cardiomiócitos desencadeia uma intensa reação 

inflamatória, para remoção das células mortas e detritos de matriz, assim 

como para a formação de uma cicatriz à base de colágeno (Whelan, 

2010). Em modelo de hamster com cardiomiopatia, a necrose foi o 

mecanismo predominante na perda de cardiomiócitos e está relacionada 

com disfunção ventricular (Ryoke et al., 2002). Entretanto, a contribuição 

dos diferentes tipos de morte celular no processo de remodelamento 

cardíaco ainda não está completamente estabelecida (Whelan et al., 

2010). 

A apoptose é um processo de morte celular programada, na qual 

estímulos internos e externos à célula podem ativar proteínas 

intracelulares que resulta na ativação do processo de morte celular e é 

acompanhado por mudanças morfológicas das células (Whelan et al., 

2010). O processo de apoptose não gera inflamação, sendo os corpos 

apoptóticos fagocitados por macrófagos (Abbate et al., 2012). O aumento 

da apoptose é suficiente para induzir falência cardíaca em camundongos 

(Wencker et al., 2003). Prench e colaboradores (2010) mostraram em 

necropsias de corações de indivíduos pós-IAM alto índice apoptótico na 

região remota ao IAM na fase crônica. 

Imediatamente após o IAM, ocorrem ativações imunomodulatória 

e inflamatória que são essenciais para a reparação cardíaca. Desta 

forma, há indução de quimiocinas e citocinas fazendo com que células 

inflamatórias migrem para o miocárdio infartado. Os leucócitos são os 

principais participantes da reação e infiltração inflamatória no coração 

infartado e estão predominantemente localizados na área de border zone 
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(área de borda) da região infartada, onde podem interagir com 

cardiomiócitos viáveis. A ativação da resposta inflamatória pelo IAM 

também inclui o recrutamento de neutrófilos, atingindo o pico máximo no 

primeiro ao quarto dia de oclusão, e de macrófagos e linfócitos, que 

aumentam a partir do segundo dia permanecendo elevado por períodos 

superiores a 4 semanas após o evento (Frangogiannis, 2014). 

O miocárdio infartado pode ativar os sinalizadores dos receptores 

toll-like, ocorrendo a ativação e produção de espécies reativas de 

oxigênio que induzem a superexpressão de citocinas e quimiocinas. A 

produção exacerbada destes mediadores inflamatórios pode implicar na 

disfunção endotelial e a progressão da IC (Anzai, 2013). 

Citocinas como interleucina 1 beta (IL-1β), interleucina 6 (IL-6) e o 

fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) também são expressas no 

miocárdio infartado (Irwin et al., 1999; Deten et al., 2003; Seropianet al., 

2014; Ritschel et al., 2016). Estudos demonstraram maior concentração 

de TNF-α e IL-6 no sangue de pacientes com IC quando comparados ao 

grupo controle (Torre-Amione et al, 1996; Kubota et al., 2000). 

Camundongos knockout para TNF-αapresentaram redução dos eventos 

de ruptura cardíaca (Sun et al., 2004). Além disso, correlação positiva foi 

evidenciada entre IL-1β e IL-6 na dilatação do VE em ratos infartados 

(Ono et al., 1998). 

Estudos experimentais discutem se a inflamação pode estender a 

injúria isquêmica (Briaud et al., 2001; Chen et al., 2012). Entretanto, o 

processo inflamatório está certamente envolvido na dilatação e fibrose 

cardíaca, conduzindo eventos-chave na patogênese da IC pós-infarto 

(Frangogiannis, 2014). 

Além das alterações ocorridas nos cardiomiócitos, os demais 

componentes celulares do miocárdio também sofrem alterações durante a 

hipertrofia. Sob estresse, os fibroblastos cardíacos proliferam e se 

diferenciam em miofibroblastos. Estes têm a capacidade de contração e 

secreção de colágeno I, colágeno III e fibronectina, dando início ao 

processo de deposição anormal de matriz extracelular e formação de 
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fibrose, promovendo a disfunção contrátil e distúrbios no ritmo cardíaco 

(Burchfieldet al., 2013). 

Estudos mostram que, na região remota ao IAM, o estresse da 

parede ventricular e a cicatrização tecidual podem influenciar no processo 

de dilatação cardíaca e posteriormente na IC (Hanemaaijer et al., 1993; 

Cohn, 2000; Frangogiannis, 2014). Em modelo de porcos e ratos, a 

oclusão da artéria coronária, em lesões transmurais de grandes 

proporções, resulta em alterações complexas da arquitetura ventricular, 

decorrentes do acúmulo de colágeno, que provoca rigidez da parede 

ventricular e reparo do tecido lesado (Etoh et al., 2001; Rohde et al., 

1999).   

Em modelos experimentais, logo após o IAM, foi demonstrado um 

aumento da expressão dos genes de colágeno I e colágeno III, durante a 

cicatrização no sítio onde ocorre a perda de miócitos. Nos primeiros dias 

após o IAM, ocorre degradação da rede de colágeno no local da lesão 

cardíaca (Kucharz et al., 1982; Jensen et al., 1990; Ward, 2000). 

Durante o processo de IAM, existem dois tipos de fibrose 

miocárdica, uma na região intersticial (INT) e outra na região 

subendocárdica (SE). A fibrose INT é decorrente de mediadores locais 

como ativação do sistema renina-angiotensina, do sistema adrenérgico e 

de endotelinas no miocárdio remoto, que estão associados à disfunção 

sistólica. Já a fibrose no SE é uma consequência da diminuição da 

pressão de perfusão coronariana ou do fluxo coronário que contribui para 

progressão do remodelamento cardíaco e também para a disfunção 

ventricular (Weber et al., 1989; De Carvalho Frimm et al., 1997; Toyota et 

al., 2005). 

É descrito que nas regiões infartadas e remotas ao IAM há 

formação do tecido fibroso em corações de ratos a partir do sétimo dia 

pós oclusão do fluxo coronariano, e eventos moleculares desencadeiam a 

fibrogênese e persistem ativos por várias semanas (Omerovic et al., 

1999; Siwik et al., 2004; Koike et al., 2007). Estudos demonstram que o 

IAM está associado com uma abundante perda de miocárdio que é 
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substituída por uma cicatriz a base de colágeno (Guido et al., 2004; 

Frangogiannis, 2014).   

Pesquisas com modelos animais sobre remodelamento cardíaco 

no IAM possibilitou, nos últimos anos, um melhor conhecimento da 

fisiologia das doenças cardiovasculares (DCV). Isto permitiu a 

investigação dos mecanismos desde os estágios iniciais da doença e dos 

efeitos de diferentes intervenções, incluindo o uso de fármacos. O modelo 

de IAM em ratos é frequentemente utilizado para mimetizar o 

remodelamento ventricular levando à IC, já que a progressão da 

disfunção do ventrículo esquerdo (VE) em modelos animais é semelhante 

ao observado em humanos (Goldman et al., 1995; Francis et al., 2001; 

Savergnini et al., 2013). 

 

  

1.2 Tratamentos para o IAM 

 

Um dos maiores desafios na área da cardiologia intervencionista 

é o desenho de estratégias com o objetivo de reduzir os danos do tecido 

do miocárdio pós-IAM. Durante a evolução da isquemia miocárdica 

prolongada, o processo de reperfusão é um requisito primordial para 

preservar os cardiomiócitos, e uma terapia de reperfusão precoce é 

certamente a mais efetiva estratégia para reduzir o tamanho da lesão em 

pacientes pós-IAM (Piot et al., 2008). Porém, a restauração do fluxo 

sanguíneo desencadeia uma série de eventos que, eventualmente, 

culminam em aceleração da apoptose podendo reduzir os efeitos 

benéficos da terapia de reperfusão (Timmerset al., 2012).  

Estudos demonstram que as estratégias médicas convencionais 

para o tratamento da IC são ainda em grande parte com base nas causas 

e suas consequências neuro-humorais. Uma perspectiva mais ampla 
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pode ser útil para o desenvolvimento de novos tratamentos focados na 

prevenção ou reverter o remodelamento cardíaco e reduzir a IC 

(González et al., 2011; Distefano & Sciacca, 2012). No entanto, 

estratégias como utilização de inibidores da enzima conversora de 

angiotensina (ECA), o Captopril, e de bloqueadores de receptor de 

angiotensina, como o Losartan, protegem o miocárdio e reduzem a 

velocidade de progressão para disfunção. Entretanto, os efeitos destes 

fármacos sobre o miocárdio são secundários à atuação sobre os sistemas 

neuro-hormonais, que consequentemente estão associados com 

atenuação dos processos do remodelamento cardíaco (González et al., 

2011; Onodera et al., 2005; Díez et al., 2002). 

Trabalhos experimentais e clínicos indicam que a prevenção ou o 

tratamento do remodelamento cardíaco podem beneficiar a função 

ventricular (Schoemaker et al., 1991; Van Der Bijlet al., 2016). Sabe-se 

que a interferência sobre os mediadores inflamatórios resulta em 

remodelamento reverso com menos fibrose e melhora da função cardíaca 

(Hammermanet al., 1983; Vuet al.,2014). Entretanto, interferências no 

processo inflamatório podem ser deletérias, dependendo da fase do IAM 

em que são introduzidas, pois um processo fisiológico de reparo é 

fundamental para a manutenção da homeostasia e processo cicatricial 

(Schoemaker et al., 1991; Hammermanet al., 1984; Anzai, 2013).  

Além disso, vários estudos experimentais sugerem que o 

processo inflamatório pode estender a injúria cardíaca, exercendo efeitos 

citotóxicos sobre os cardiomiócitos da border zone (Enthan et al., 1992; 

Francis et al., 2001; Savergnini et al., 2013). Estas observações geram 

um entusiasmo para o uso de novas estratégias anti-inflamatórias 

direcionadas para reduzir o tamanho do infarto.  

As falhas dos estudos clínicos diminuíram o contentamento sobre 

o potencial translacional do campo, gerando déficits na área de estudo. 

Infelizmente, alguns ensaios clínicos não mostraram efeitos das 

abordagens que interferem na cascata inflamatória por meio da inibição 

de sinais pró-inflamatórios (tais como IL-1β) na redução do tamanho do 
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infarto em pacientes pós-IAM (Christia & Frangogiannis, 2013; Faxon et 

al., 2002). Por outro lado, como o uso de anti-inflamatórios no 

remodelamento cardíaco foi pouco estudado e sabendo que eles podem 

exercer ações benéficas atenuando a dilatação cardíaca, além de, 

apresentarem ações cardioprotetoras e regenerativas, fica clara a 

importância do seu conhecimento integral para futuras possibilidades no 

tratamento do IAM (Saxenaet al., 2016). 

Sendo assim, mesmo com a evolução de estudos na área médica 

para melhor compreensão da fisiopatologia do remodelamento cardíaco, 

muitos pacientes pós-IAM que são tratados de forma otimizada, ainda 

desenvolvem dilatação ventricular e progridem para IC. Assim, faz-se 

necessário a busca de novas opções terapêuticas do remodelamento 

cardíaco pós-IAM.  

 

 

1.3 Metotrexato 

 

O metotrexato (MTX) foi desenvolvido nos anos 40 como um 

antagonista ao ácido fólico. O fármaco inibe a enzima diidrofolato 

redutase e diminui os níveis da enzima tetraidrofolato. Como 

consequência, há diminuição da síntese de purina e pirimidina, que são 

essenciais na síntese e replicação do DNA (ácido desoxirribonucléico). A 

quebra no ciclo de duplicação do DNA celular advindo do uso do MTX 

resulta na liberação para o meio extracelular de adenosina, como 

conseqüência do acúmulo da enzima aminoimidazol carboximida 

ribonucleotídeo formil transferase (AICAR) (Puig, 2014). 

Há evidências de que o MTX também possa interferir na 

modulação da resposta inflamatória. A adenosina, por meio de seus 

receptores, é um mediador chave do efeito anti-inflamatório do MTX, 
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entretanto, o mecanismo envolvido na regulação endógena da inflamação 

pela adenosina não está completamente elucidado (Cronstein, 2010). 

Mecanismos de regulação da inflamação já foram observados durante a 

redução de citocinas inflamatórias, como IL-1β, IL-6 e TNF-α, e pela 

redução de moléculas de adesão, como molécula de adesão intercelular-

1 (ICAM-1) e E-selectina (Chan &Cronstein, 2002). 

Da classe dos quimioterápicos com ação antiproliferativa e 

imunossupressora, MTX é amplamente utilizado no tratamento de vários 

tipos de doenças, como câncer, psoríase, doença de Crohn e 

principalmente na artrite reumatóide (Kuhn et al., 2010; Khan et al., 2011; 

Scott, 2012; Patel, 2014). Alguns estudos têm demonstrado o benefício 

do tratamento com MTX no IAM. Em ratos com miocardite tratados com 

MTX, houve aumento da fração de ejeção e de fração de encurtamento 

do VE, diminuição de mediadores inflamatórios, diminuição do diâmetro 

diastólico do VE e fibrose miocárdica (Zhang et al., 2009). O uso do MTX 

na fase aguda reduziu o tamanho do IAM em cães submetidos à isquemia 

e reperfusão pelo mecanismo de adenosina quinase e seu potente efeito 

cardioprotetor (Asanuma et al., 2004).  

A comparação entre pacientes com tratamento medicamentoso e 

com a intervenção cirúrgica, como a revascularização, demonstrou que o 

MTX pode retardar a progressão da aterosclerose e estabilizar angina 

(Risos et al., 2014). Pacientes com DCV tratados com MTX apresentaram 

menor concentração de LDL oxidada e menor risco de outros eventos 

cardiovasculares (Ajeganova et al., 2012). Houve diminuição do processo 

inflamatório, redução no risco de DCV e melhora da qualidade de vida em 

pacientes com falência cardíaca decorrente da artrite reumatóide após o 

tratamento com MTX (Gong et al., 2006; Popkovet al., 2015).   

Micha e colaboradores (2011) avaliaram que os pacientes com 

artrite reumatóide, psoríase ou poliartrite tratados com MTX possuem 

menor risco de DCV e menor risco de IAM quando comparados com 

pacientes não tratados com MTX, indicando que o tratamento com anti-

inflamatório, especialmente com o MTX, pode reduzir os riscos de DCV.  
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Infelizmente, apesar dos resultados promissores de estudos 

experimentais, o tratamento em pacientes com IAM focado na inflamação 

não foi bem-sucedido e vários medicamentos anti-inflamatórios não 

conseguiram obter sucesso na melhora da função cardíaca em 

investigações clínicas. O desapontamento a partir destes primeiros 

resultados clínicos teve consequências duradouras neste campo de 

pesquisa. Considerando o papel crítico no processo inflamatório em 

resposta à lesão cardíaca e a participação de mediadores inflamatórios 

na reparação e remodelamento cardíaco pós-IAM, houve uma diminuição 

de novos estudos e abordagens na prática clínica com tratamentos anti-

inflamatórios (Frangogiannis, 2014). 

A ação do MTX reflete tanto em sua eficácia na terapia de 

doenças proliferativas como em algumas de suas manifestações de 

toxicidade. Dentre as várias reações de hipersensibilidade, o MTX pode 

desencadear anafilaxia, urticária, angioedema, pneumonite aguda, 

vasculite cutânea, toxicidade epidermoidal e hepática, anemia hemolítica 

e magaloblástica, citopenia, hepatite e insuficiência renal. Esses efeitos 

colaterais ocorrem em virtude da inespecificidade desse agente em 

relação às células alvo, o que pode ser revertido a partir da ligação do 

MTX a transportadores que aumentem sua especificidade (Lundberg, 

1994; Aslibekyan et al., 2014).    

Alguns trabalhos investigaram a veiculação de MTX em 

nanopartículas de lipossoma, visando diminuir os efeitos tóxicos do MTX, 

em células de câncer renal (Pignatello et al., 2000). A associação 

lipossoma-metotrexato-anticorpos teve maior efeito inibitório comparada a 

formulação comercial, além de aumentar o efeito imunomodulador do 

MTX em ratos com artrite reumatóide (Prabhu et al., 2012). Esses 

resultados podem aumentar o interesse em estudar novas abordagens 

terapêuticas com medicamentos de ação anti-inflamatória como o MTX. 
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1.4 Nanopartícula l ipídica art if icial  (LDE) 

 

Em 1987, iniciaram-se os estudos visando reproduzir o 

metabolismo da LDL por meio de uma emulsão com composição lipídica 

semelhante à da LDL natural (LDE), sem a porção proteica da 

lipoproteína, a apolipoproteína B100 (apo B100) (Maranhão et al., 1993). 

A LDE apesar de não possuir a apoB100, ao ser injetada na circulação 

plasmática, entra em contato com as lipoproteínas plasmáticas e adquire 

a apo E (Maranhão et al., 1997). Estudos com modelos experimentais 

mostraram que a LDE apresenta cinética plasmática semelhante a da 

LDL natural, sugerindo que sua captação ocorra pelas mesmas vias que 

retiram a LDL da circulação (Maranhão et al., 1993).   

Em estudos de competição, a LDL natural compete com a LDE 

pela captação celularem linfócitos, comprovando que a remoção de 

ambas é feita pelo mesmo receptor (Maranhão et al., 1997). A apoE 

adquirida pela LDE da circulação tem mais afinidade pelo receptor de 

LDL do que a apo B100 presente na LDL natural (Hirata et al., 1999).   

A LDL é o principal transportador de colesterol no plasma 

humano, carregando cerca de 2/3 do colesterol total. Assim, associações 

de fármacos às nanopartículas lipídicas criam uma nova biodistribuição 

dos fármacos a ela incorporados (Couto et al., 2007; Dietschy et al., 1993; 

Goldstein et al., 1979).  

 A concentração das nanopartículas lipídicas no sítio de interesse 

e seu efeito terapêutico baseiam-se no fato de que tecidos em 

proliferação celular acelerada exibem expressão aumentada dos 

receptores de LDL. O aumento de expressão desses receptores é 

consequente da necessidade aumentada de lípides para a síntese de 

novas membranas celulares exigida por processos de proliferação 

acelerada (Ho et al., 1978). Baseado no fato de que a LDE é mais 

captada por tecidos com alta proliferação celular, foi levantada a hipótese 

de que a LDE poderia atuar como veículo para direcionar fármacos 
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quimioterápicos para tecidos neoplásicos. Um estudo em linhagens 

celulares leucêmicas demonstrou que a incorporação do MTX à LDE 

aumentou a captação da droga em 90 vezes (Moura et al., 2011).  

Em modelos animais com implante de tumores, associações da 

LDE com os quimioterápicos daunorrubicina (Dorlhiac-Llacer et al., 2001), 

carmustina (Teixeira et al., 2004), etoposídeo (LoPrete et al., 2006; 

Valduga et al., 2003) e paclitaxel (Rodrigues et al., 2005) reduziram 

drasticamente a toxicidade destes fármacos, aumentando a ação 

antitumoral e a sobrevida desses animais.   

Estudos pré-clínicos com paclitaxel, etoposídeo e carmustina 

associados à LDE realizados em pacientes com câncer de mama 

(Maranhão et al., 2002), ovário (Azevedo et al., 2005; Dias et al., 2007), 

linfomas de Hodgkin e não-Hodgkin (Pinheiro et al., 2006) e mieloma 

múltiplo (Hungria et al., 2004) demonstraram menor toxicidade dos 

quimioterápicos associados à LDE quando comparados ao uso dos 

fármacos em sua formulação comercial, mesmo quando administrados 

em doses superiores às utilizadas no tratamento convencional.   

O aumento dos receptores de LDL também está presente em 

outras doenças proliferativas e inflamatórias, entre elas podemos 

destacar a aterosclerose (Zhu et al., 2002). Em experiências realizadas 

em coelhos com aterosclerose induzida por dieta rica em colesterol, foi 

demonstrado que a LDE se concentra duas vezes mais nas artérias com 

lesões ateroscleróticas em comparação com as artérias de coelhos 

submetidos à dieta normal (Maranhão et al., 2008). O tratamento com o 

quimioterápico paclitaxel associado à LDE de coelhos com aterosclerose 

induzida por dieta resultou em redução de cerca de 60% nas lesões, com 

diminuição da relação íntima/média em quatro vezes, sem que toxicidade 

apreciável fosse registrada (Maranhão et al., 2008). Em trabalhos 

subsequentes, foi demonstrado que outro quimioterápico associado à 

LDE, o etoposídeo, também reduziu as lesões ateroscleróticas em 

coelhos em 85% (Tavares et al., 2011). Em pacientes com doença arterial 

coronária e aterosclerose, também foi observado que a LDE é captada 
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por segmentos arteriais e reduziu as lesões ateroscleróticas (Couto et al., 

2003; Shiozaki et al., 2016).   

Em estudos com coelhos submetidos à indução de artrite tratados 

com LDE-MTX, foi observada redução no influxo de leucócitos no fluido 

sinovial em aproximadamente 65% (Mello et al., 2016). Além disso, em 

coelhos submetidos à dieta hipercolesterolêmica tratados com LDE-MTX, 

foi observada redução entre 75% e 81% da lesão aterosclerótica, de 2 

vezes da espessura de parede da aorta, da expressão gênica de MMP-9, 

TNF-α e IL-1β e aumento da expressão de IL-10 (Bulgarelli et al., 2013; 

Leite et al., 2015).   

Ao destacarmos os resultados prévios do uso da nanopartícula 

lipídica no tratamento de diversas patologias, principalmente no 

tratamento com o MTX, podemos concluir que o MTX apresentou ação 

anti-aterosclerótica e pode apresentar potencial no tratamento de 

doenças em que o processo inflamatório é importante, como no caso do 

IAM. Essa importância é ainda mais ressaltada por não existir estudos 

que demonstrem o efeito imunomodulador do MTX na fase crônica do 

IAM. 

Portanto, elaboramos a hipótese de que o MTX associado à LDE 

possa potencializar o efeito anti-inflamatório e imunomodulador do 

fármaco, devido ao seu tropismo pelos tecidos alvo, e contribuir para a 

prevenção do remodelamento cardíaco pós-IAM. 
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2. Objetivos 

 

Investigar os efeitos do MTX associado à nanopartícula LDE 

sobre o remodelamento cardíaco em ratos submetidos ao modelo de IAM, 

avaliando-se a hipertrofia cardíaca, a fibrose miocárdica, a estrutura e 

função ventricular, necrose dos miócitos, o estresse oxidativo e o 

processo inflamatório. 
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3. Material e métodos 

 

3.1 Modelo biológico 

 

Este estudo foi realizado de acordo com as normas estabelecidas 

pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal e pelo “The 

Universities Federation for Animal Welfare”.  

Ratos machos Wistar foram utilizados, pesando entre 300-400g, 

provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo. O protocolo experimental foi aprovado pela 

CaPPesq do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo (HCFMUSP) (nº 271/12). 

 

3.2 Modelo cirúrgico para infarto agudo do miocárdi o 

 

A técnica de indução do IAM utilizada foi uma modificação das 

descritas por Selye e colaboradores (1960) e Koike e colaboradores 

(2007). Os animais foram anestesiados com xilazina (CEVA, Brazil) 

(10mg/kg i.p.) e cetamina (Cristália, Brasil) (50mg/kg i.p.), entubados 

orotraquealmente com jelco 14G e submetidos à ventilação mecânica 

(rodent Ventilator, modelo 683, Harvard, USA) com frequência de 60 

ciclos/min e volume corrente de 10 mL/kg. Uma incisão transversal na 

pele foi realizada sobre o hemitórax esquerdo para exposição dos 

músculos peitorais, os quais foram delicadamente afastados. A seguir, a 

toracotomia foi realizada no nível do terceiro espaço intercostal para a 

visibilização da parede ântero-lateral do VE próximo à base do coração. 
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Após periocardiotomia, a artéria coronária esquerda foi identificada na 

região do átrio esquerdo à emergência da artéria pulmonar. A ligadura da 

artéria foi realizada com fio de nylon 6.0, um a dois mm após a origem. A 

isquemia resultante foi visualizada pelo descoramento muscular da 

parede livre do VE. A parede do tórax foi suturada com fio de 

polipropileno 3.0 e o ar do espaço pleural foi drenado. Os músculos 

peitorais foram reposicionados e os animais foram mantidos em mesa 

cirúrgica aquecida a 37ºC até o retorno da anestesia.  

O grupo de cirurgia fictícia (SHAM) foi submetido aos mesmos 

procedimentos, porém, sem a ligadura da artéria coronária. Após a 

recuperação plena da cirurgia, os animais foram mantidos em gaiolas 

com no máximo três animais durante todo o tempo de seguimento. Os 

animais receberam água e comida à vontade e permaneceram durante 

todo o experimento em local com temperatura e ciclo de luz 

controladosno Biotério do Instituto do Coração (Incor-HCFMUSP), sob 

responsabilidade da veterinária Dra Edna Aparecida Diniz Paulo. 

 

 

3.3 Protocolo experimental, tratamento e eutanásia 

 

Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais:  

1. SHAM: animais submetidos à cirurgia fictícia tratados com 

solução fisiológica.  

2. IAM-LDE: animais submetidos ao IAM tratados com LDE. 

3. IAM-MTXc: animais submetidos ao IAM tratados com MTX 

comercial.  

4. IAM-LDE-MTX: animais submetidos ao IAM tratados com a 

nanopartícula LDE associada ao MTX.  

Os animais foram tratados uma vez por semana durante 6 

semanas com MTXc (Hytas, Accord Farmacêutica, Brasil) (50mg/ml) 

(0,63mg/kg) e MTX-LDE (1mg/kg) intraperiotoneal (i.p.). A modificação do 
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MTX para a incorporação na LDE aumenta a massa molar do fármaco. 

Portanto, consideramos a massa molar do MTX comercial (498,44g/mol) 

e do di-dodecilmetotrexato (791,48 g/mol) para o cálculo das doses 

utilizadas. Os animais do grupo IAM-LDE foram tratados com solução 

fisiológica equivalente ao volume injetado nos animais IAM-MTXc e IAM-

LDE-MTX (100-200µL). 

Após 24 horas da indução do infarto, foi realizado o 

ecocardiograma inicial, logo após a recuperação dos animais da 

anestesia foi iniciado o tratamento. Uma vez por semana durante 6 

semanas, os animais foram submetidos aos respectivos tratamentos. 

Após tempo de seguimento, a eutanásia dos animais foi realizada após o 

ecocardiograma final por dose letal de anestésico tiopental sódico 

(Cristália, 1,0g/mL). 

Abaixo está representado o esquema do protocolo experimental: 

 

 

 

 

 

 

3.4 Síntese do di-Dodecil Metotrexato 

 

Metotrexato (saI sódico) (2,0 g, 4,01 mmoI) foi diIuído em 120 mL 

de dimetilsulfóxido e foram adicionados carbonato de césio (1,43 g, 4,40 

mmoI) e brometo de dodecila (2,5 g, 10 mmoI). Após 24 horas de 

agitação, à temperatura ambiente, foram adicionados 100 mL de água e o 

0 24 horas 6 semanas 

Tratamento semanal i.p. 
1mg/kg 

Cirurgia  
SH ou IAM  

Ecocardiograma 
e 

Início do tratamento 

Ecocardiograma 
Eutanásia 

Ensaios laboratoriais e 
histomorfometria 
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produto foi extraído com cIorofórmio (5x 50 mL). A fase orgânica foi 

Iavada com solução saturada de cIoreto de sódio (3x 100 mL), seca com 

sulfato de magnésio, fiItrada e evaporada. O produto foi purificado em 

coluna de síIica-geI (230-400 mesh), utiIizando como fase 

metanoI/clorofórmio 2,5%/5% e por úItimo, metanol 100 mL. O 

rendimento da reação foi de 98% e o ponto de fusão foi de 122-124ºC. 

 

3.5 Preparação da nanopartícula lipídica LDE e asso ciação ao 

MTX 

 

A nanopartícula lipídica (LDE) foi preparada a partir de uma 

mistura de lípides constituída por 64% de fosfatidilcolina, 33% colesterol 

esterificado, 1% de colesterol não esterificado e 2% de triglicérides 

(Maranhão et al., 1993). O di-dodecilmetotrexato (Moura et al., 2011) foi 

fundido aos lípides numa razão de 5:1 em massa lípides:fármaco. A 

emulsificação dos lípides foi iniciada adicionando-se solução tampão 

TRIS-HCl 0,001MpH 8,05, e um agente tensoativo, Tween 80 (Merck, 

Alemanha) em um homogenizador de alta pressão, Microfluidizer - 

M110S (Microfluidizer® Processor, Microfluidics™, EUA). O processo de 

homogenização ocorreu durante 30-40 minutos a uma temperatura 

constante de 55-60°C, e o diâmetro das partículas l ipídicas foi monitorado 

pelo equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern, UK) durante todo o 

período de produção. A nanopartícula foi esterilizada em filtro de 

policarbonato 0,22 µm (Merck Millipore Corporation, Billerica, EUA) e 

armazenada a 4°C. A quantificação do di-dodecilmeto trexato associado à 

LDE foi determinada utilizando o HPLC - Shimadzu LC10A (Shimadzu, 

EUA). 
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3.6 Ecocardiograma 

 

 O exame ecocardiograma foi realizado 24 horas após a indução do 

IAM e ao final das 6 semanas de tratamento. O aparelho utilizado foi o 

Sequóia 512 (Mountain View, EUA), com transdutor linear de 14MHz. Os 

registros dos traçados do modo M e do Doppler com velocidade de 100 

mm/s foram analisados. Todos os exames seguiram as normas 

preconizadas pela American Society of Echocardiography (Salemi et al., 

2005; Lang et al., 2005). O ecocardiograma foi realizado pela Profa. Dra. 

Vera Maria Salemi e Dr. Marcelo Melo do Laboratório de Insuficiência 

Cardíaca do Instituto do Coração do HCFMUSP. 

 Para obtenção das imagens ecocardiográficas,os animais foram 

submetidos à tricotomia do tórax e sedação comxilazina (CEVA) 

(10mg/kg i.p.) e cetamina (Cristália) (50mg/kg i.p.), e então posicionados 

em decúbito dorsal, com eletrodos aderidos às patas para registro 

simultâneo do traçado eletrocardiográfico, para identificação do ciclo 

cardíaco e determinação da frequência cardíaca. As imagens foram 

gravadas em DVD para posterior análise, sendo o resultado final oriundo 

da média obtida de três ciclos cardíacos diferentes.  

 Os parâmetros ecocardiográficos avaliados e calculados 

foram: diâmetro diastólico (DD), diâmetro sistólico (DS), volume diastólico 

do ventrículo esquerdo (Vol D), volume sistólico do ventrículo esquerdo 

(Vol S), espessuras diastólicas do septo interventricular (SIV) e da parede 

posterior (PP), massa do ventrículo esquerdo (mVE), picos da onda E e 

da onda A, relação E/A, tempo de desaceleração (DT), tempo de 

relaxamento isovolumétrico (TRIV), fração de ejeção pelo método de 

Simpson (FE). As Figuras 1 e 2 mostram as imagens de alguns desses 

parâmetros analisados. Os parâmetros morfológicos ecocardiográficos 

foram normalizados pelo peso corporal. A fórmula utilizada para obter a 

mVE está representada abaixo: 
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mVE = 0,8x1,04 x [(DD+PP+SIV)3-DD3]+0,6 

          100 

 

 

  

Figura 1. Imagens de ecocardiograma bidimensional em corte 
paraesternal eixo-longo mostrando o ventrículo esquerdo 
(VE), aorta (AO) e átrio esquerdo (AE) em diástole dos grupos 
SHAM e IAM-LDE no segmento de 6 semanas.Observa-se o 
aumento das dimensões do VE no grupo infartado.  
 

 
Figura 2. Imagens de ecocardiograma representando o modo-
M do ventrículo esquerdo (VE) dos grupos SHAM e IAM-LDE 
no segmento de 6 semanas.Observa-se aumento das dimensões do 
VE no grupo infartado. 
 
 
 
 

IAMSHAM

IAM

SHAM

PP

SIV
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3.7 Peso corporal e peso relativo dos órgãos 

 

 Os animais foram pesados no dia da cirurgia, uma vez por 

semana, para ajuste da dose, e ao final do segmento. Após a eutanásia, 

o coração, os pulmões, o fígado e os rins foram retirados, limpos e 

pesados. O peso relativo de cada órgão foi normalizado pelo peso 

corporal obtido ao final do segmento dos animais para obtenção do peso 

relativo (g/kg) (Guido MC et al., 2004 e 2007). 

 

3.8 Ensaios laboratoriais 

Imediatamente após a eutanásia, o sangue foi coletado pela veia 

cava inferior, e amostras de sangue e plasma foram enviados para o 

Laboratório de Investigação Médica (LIM 03) do HCFMUSP. Para análise 

do hemograma completo e plaquetas, as amostras de sangue foram 

coletadas em tubo com anticoagulante EDTA. Pelo método automatizado 

(Poch 100iV Diff Sysmex - Roche, Suíça), foram analisados os seguintes 

parâmetros: eritrócitos, leucócitos e plaquetas (método automatizado de 

Fônio). Quando necessário, foi realizado estudo morfológico de extensão 

sanguínea corados com corante panóptico para confirmação de 

resultado. Para análise de perfil bioquímico, foi coletado sangue em tubo 

com anticoagulante heparina. O plasma foi obtido por centrifugação a 

3000 rpm por 10 minutos. Analisamos os seguintes parâmetros: 1. Perfil 

lipídico: colesterol total, colesterol contido na lipoproteína de alta 

densidade (HDL-C) e triglicérides, pelo método enzimático colorimétrico 

automatizado (COBAS c 111 - Roche). 2. Perfil hepático: alanina 

aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), pelo método 

cinético automatizado (COBAS c111 - Roche). 
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3.9 Análise histomorfométrica 

 

Uma fatia transversal do coração na porção equatorial dos 

ventrículos foi processada em parafina e dela obtidos cortes histológicos 

coronais de 5 µm de espessura realizados.  

A preparação das lâminas foi realizada sob supervisão da Dra 

Vera Aiello do Laboratório de Anatomia Patológica do Incor-HCFMUSP. 

As lâminas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) e tricrômio de 

Masson e as medidas histomorfométricas foram realizadas utilizando-se 

um sistema computadorizado de imagens (Leica Q500 iW e Leica DMLS, 

Leica Imaging Systems ltd. UK). 

Lâminas coradas com tricrômio de Masson foram escaneadas e o 

tamanho do IAM foi estimado pela divisão da área do IAM e a área total 

do VE. Os resultados foram demonstrados em porcencetagem (Koike et 

al., 2007) (Figura 3).  

 
 
Tamanho do IAM (%) = área do IAM x 100 
     área total VE 
 

 

A morfometria do VE foi estudada na região remota ao IAM em 

duas regiões distintas: a região INT e a região SE. Para a avaliação da 

hipertrofia cardíaca, foram utilizados cortes histológicos corados com HE, 

sob aumento de 40x. A hipertrofia foi medida pelo diâmetro dos miócitos 

em torno do núcleo (µm). Foram selecionados apenas miócitos da região 

INT do VE com disposição longitudinal e núcleos ovalados e 

centralizados (Guido et al., 2004 e 2007) (Figura 6).  

Para a avaliação da fibrose miocárdica, foram utilizados cortes 

histológicos corados com tricrômio de Masson, sob aumento de 20x. A 

fibrose foi estimada pela fração de volume do colágeno (FVC, %), 

calculada pela razão percentual entre a área de tecido corado 
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positivamente para colágeno, em azul, e a área total do miocárdio (Guido 

et al., 2004 e 2007) (Figura 7). 

 
  
FVC (%) =  área de colágeno  x 100 
      área total do tecido  

 

Para a avaliação de forma qualitativa da necrose dos miócitos, 

foram utilizados cortes corados com HE em aumento de 40x. A necrose 

foi identificada pelo aspecto nuclear (picnótico ou cariólise) e pelo aspecto 

citoplasmático (contração de bandas, vacuolização e hipereosinofilia), 

além da degradação dos miócitos (Figura 4). Para a avaliação do 

processo inflamatório foi determinada a infiltração leucocitária em cortes 

corados com HE em aumento de 40x. Os miócitos foram identificados 

morfologicamente pelo aspecto nuclear e citoplasmático. A infiltração de 

leucócitos foi estimada pela razão entre o número de leucócitos e a área 

do miocárdio (células/mm2) (Koike et al., 2007) (Figura 5).   

 

 
Figura 3 . Imagens dos miocárdios corados com tr icômio de 
Masson. Representação da medida do tamanho do IAM.  

 

Área do total do VEÁrea do IAM
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Figura 4. Fotomicrograf ias do tecido miocárdico do VE corado 
com hematoxil ina e eosina. Representação da análise de 
necrose das regiões INT e SE.As setas indicam a) 
hipereosinofil ia; b) degradação dos miócitos e c) cariólise. 
 
 

 
Figura 5. Fotomicrograf ias do tecido miocárdico do VE corado 
com hematoxil ina e eosina. Representação da análise do 
processo inf lamatório da região INT e SE, como indicado nas 
setas. 
 
 
 

INT INT
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a b

SE

b

c

b

INT SE
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Figura 6. Fotomicrograf ias do tecido miocárdico do VE corado 
com hematoxil ina e eosina. Representação da análise do 
diâmetro dos miócitos da região INT, com disposição 
longitudinal, núcleo ovalado e central izado. 
 

 

 
Figura 7. Fotomicrograf ias do tecido miocárdico do VE corado 
com tr icômio de Masson. Representação da análise de f ibrose 
miocárdica da região INT e SE, como indicado nas setas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3.10 Análise da expressão gênica 

INT SE
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Isolamento do RNA Total  

Após a eutanásia dos animais, fragmentos de 100 mg de tecido do 

VE da região remota ao IAM foram retirados e conservados em solução 

de RNAlater® (Ambion Life Technologies, USA). O RNA total foi extraído 

utilizando-se a homogenização do tecido com o reagente TRIZOL® 

(Invitrogen Life Technologies, USA) conforme instruções do fabricante. A 

integridade do RNA foi analisada por eletroforese em gel de agarose 

denaturante e sua concentração determinada por meio de leitura em 

espectrofotômetro a densidade óptica de 260nm, no aparelho NanoDrop 

2000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc, USA). O RNA 

isolado foi armazenado a -80oC e uma alíquota foi utilizada para a 

transcrição reversa.  

 

Transcrição Reversa: Síntese de DNA complementar (cDNA) 

 

Para cada 8,0µL contendo 2,5µg de RNA a ser reversamente 

transcrito foram adicionados 0,5µL de Oligo dT (0,5 µg/µL, Invitrogen Life 

Technologies), 0,5uL de Random Hexamers (50 ng/µL, Invitrogen Life 

Technologies) e 1,0µL de solução com mistura de dNTPs (10mM, 

Invitrogen). Este produto foi incubado por 5 minutos a 65°C para sua 

denaturação e, em seguida, foi imediatamente resfriado (etapa realizada 

no gelo) por no mínimo 2 minutos.  

A seguir, foram adicionados a cada amostra 2µL do tampão de 

síntese 10x (RT Buffer, Invitrogen Life Technologies), 4,0µL de MgCl2 

25mM, 2,0µL de DTT 0,1M (Invitrogen Life Technologies), 1,0uL de 

inibidor de RNase (RNaseOUT 40U/uL, Invitrogen Life Technologies,) e, 

por fim, 1,0uL da enzima transcriptase reversa (Superscript III Reverse 

Transcriptase 200U/µL, Invitrogen Life Technologies), totalizando um 

volume final de 20uL de reação. Cada amostra foi levemente 
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homogeneizada e novamente incubada por 10 minutos a 25°C, por 50 

minutos a 50°C e, por fim, por 5 minutos a 85°C.  

No final, foi pipetado 1,0uL da enzima RNase-H e incubada por 

mais 20 minutos a 37°C. Após esta etapa, as amostra s foram diluídas na 

proporção 1:20 em tampão Tris-EDTA e armazenadas em -20°C.  

 

Reação em cadeia de polimerase quantitativa em tempo real (qRT-PCR) 

 

Para a análise da expressão gênica, foram avaliados genes 

referentes ao processo inflamatório (CD3, CD68, IL-1β, IL-6, IL-10 e TNF-

α), a fibrose miocárdica (colágeno I e III, MMP-2 e MMP-9), ao estresse 

oxidativo (NOX-1 e NOX-4), a angiogênese (VEGF), e aos receptores de 

lipoproteínas (LDLR, LRP1 e SRB1) (Tabela 1). Para isso, foi realizada a 

técnica de PCR quantitativa em tempo real. O sistema de detecção 

selecionado para o estudo foi o sistema TaqMan, que utiliza, além dos 

primers, sondas fluorescentes para a quantificação do produto de PCR. 

Esse tipo de detecção é altamente específico, não necessitando a 

padronização da reação.  

As reações de amplificação foram realizadas no equipamento 

StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems Life 

Technologies, EUA) que contém um software que gera um gráfico de 

intensidade de fluorescência em função do número de ciclos de 

amplificação. Um limiar (threshold) é definido automaticamente, no qual a 

intensidade de fluorescência é estatisticamente diferente da fluorescência 

de fundo (background) e a curva apresenta a fluorescência da 

amplificação aumentando exponencialmente. O número do ciclo cuja 

fluorescência da amostra intercepta o threshold é chamado Ct (cycle 

threshold).  

Todas as reações foram realizadas em duplicata e foram 

consideradas aceitáveis quando apresentaram desvio padrão menor que 

0,4 ou quando apresentaram diferença de Ct<1. Em cada reação foi 

pipetado um volume final de 12uL, constituídos de 6uL do reagente 
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TaqMan Gene Expression Master Mix 2x (Applied Biosystems Life 

Tchnologies); 2,4uL de água ultrapura; 0,6uL do ensaio TaqMan Gene 

Expression Assays 20x (Applied Biosystems Life Tchnologies) específico 

para cada gene alvo que foi analisado, e para o gene normalizador 

(GAPDH); no final, foram adicionados 3,0uL de cDNA diluído (1:20). As 

condições de termociclagem da reação seguiram os parâmetros de 

fábrica do aparelho ajustados para um pré-aquecimento a 50°C por 2 

minutos, denaturação inicial a 95°C por 10 minutos,  seguidos de 40 ciclos 

a 95°C por 15 segundos de denaturação e 60°C por 1 minuto de 

anelamento dos primers e extensão.  

A quantificação da expressão gênica relativa foi calculada por meio 

do método Ct comparativo demonstrado pelo algoritmo 2-∆∆Ct descrito por 

Livak e Schmittgen (2001). O valor de ∆Ct equivale à diferença entre a 

média do Ct do gene de interesse e a média do Ct do gene normalizador. 

A diferença entre os valores de Ct (∆Ct) entre as amostras para cada 

gene alvo, após normalização pelo Ct do gene de expressão constante 

(housekeeping gene ou endogenous control gene), reflete sua expressão 

diferencial. O ∆∆Ct dá-se pela diferença do ∆Ct da amostra alvo (grupo 

de estudo) – o ∆Ct da amostra controle (grupo controle). O resultado 

representa o número de vezes que o gene analisado tem a sua 

expressão aumentada ou diminuída. 

A fórmula utilizada para obter a expressão relativa está 

representada abaixo: 

Expressão relativa = 2-∆∆CT 

onde:  ∆∆CT =  ∆CTamostra tratada - ∆CTamostra controle 

e  ∆CT = CTgene de interesse – CTgene de referência 
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*EnsaiosTaqMan® adquiridos da Life Technologies. Rn – identificação da espécie, Rattus novergicus. Pb – pares de base. 

Tabela 1. Descrição dos ensaios TaqMan®* util izados para análise da expressão gênica pela técnica de qRT-PCR  

Símbolo Nomenclatura Identificação do 
ensaio Sequência de oligonucleotídeos 

Tamanho do 
produto 

amplificado(pb)  
CD3 Cluster differentation 3 Rn01422553_g1 CTTCTTCACCAATGTCATCTCCATA 94 

CD68 Cluster differentation 68 Rn01495634_g1 TCGGGCCATGCTTCTCTTGCGCCAG 62 
COL I Colágeno tipo I Rn01463848_m1 CCAAGAAGACATCCCTGAAGTCAGC 115 

COL III Colágeno tipo III Rn01437681_m1 CTCAAGAGCGGAGAATACTGGGTTG 71 
GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase Rn01775763_g1 AGGAGTCCCCATCCCAACTCAGCCC 175 

IL-1β Interleucina 1 beta Rn00580432_m1 AGCCAACAAGTGGTATTCTCCATGA 74 
IL-6 Interleucina 6 Rn01410330_m1 GGATATAACCAGGAAATTTGCCTAT 121 
IL-10 Interleucina 10 Rn00563409_m1 GATTTTAATAAGCTCCAAGACAAAG 70 

LDLR Receptor de lipoproteínas de baixa 
densidade 

Rn00598442_m1 GGCTGCATCAATGTGACCCAGTGCG 76 

LRP1 Receptor de lipoproteínas de baixa 
densidade-Proteína relacionada 1 

Rn01503901_m1 AAATCCTGCAAGAAACCTGAACATG 61 

MMP-2 Metaloproteinase da matriz extracelular 2 Rn01538170_m1 AAGAATCAGATCACATACAGGATCA 63 
MMP-9 Metaloproteinase da matriz extracelular 9 Rn00579162_m1 TCACTACCAAGACAAGGCCTATTTC 72 

NOX 1 NADPH (nicotinamida adenina 
dinucleotídeo fosfato) oxidase 1 Rn00586652_m1 ACTGCCCACCCCAAGTCTGTGGTGG 82 

NOX 4 NADPH (nicotinamida adenina 
dinucleotídeofosfato)oxidase 4 Rn00585380_m1 GAGACTGGACAGAAAGATTCCGAGA 96 

SRB1 Receptor Scavenger classe B tipo 1 Rn00580588_m1 TCCTGGTCCTGGGAGGGGCAGTGAT 75 
TNF-α Fator de necrose tumoral alfa Rn01525859_g1 CCAACAAGGAGGAGAAGTTCCCAAA 92 
VEGF Fator de crescimento vascular endotelial Rn01511601_m1 GGAGCAGAAAGCCCATGAAGTGGTG 69 
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3.11 Análise estatística 

 

Todos os dados obtidos foram expressos em média ± erro 

padrão. Foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk para determinar se o 

conjunto de dados da amostra tem distribuição normal ou anormal, ou 

para calcular se a probabilidade da variável aleatória subjacente está 

normalmente distribuída. O teste ANOVA com o pós-teste de 

Bonferroni foi utilizado para a realização de comparações múltiplas. 

Para variáveis com distribuição não normal, foi utilizado o teste de 

Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn.  
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4. Resultados 

 

4.1 Número de animais e mortalidade 

  

Para a realização desse estudo foram utilizados 50 ratos. Desses, 12 

ratos foram submetidos à SHAM e 38 foram submetidos à cirurgia de IAM. 

Não houve mortalidade no grupo SHAM, entretanto 32% dos animais IAM 

foram a óbito em até 24 horas pós-cirurgia. As principais causas de 

mortalidade foram arritmia ventricular imediatamente após a ligadura da 

artéria coronária e possível insuficiência cardíaca aguda. Após 24 horas, os 

animais foram divididos entre os grupos: IAM-LDE (n=13), IAM-MTXc (n=12) 

e IAM-LDE-MTX (n=13). No final do período experimental, a porcentagem de 

mortalidade foi de 14%, 35% e 11% nos grupos IAM-LDE, IAM-MTXc e IAM-

LDE-MTX, respectivamente. Nos grupos IAM, principalmente o grupo IAM-

LDE, a mortalidade ocorreu especialmente na 5ª semana, possivelmente por 

insuficiência cardíaca crônica e edema pleural. 

 

4.2 Ecocardiograma 

 

 De acordo com os resultados de ecocardiograma representados na 

Tabela 2, a cirurgia fictícia não promoveu qualquer alteração na função e 

estrutura do ventrículo esquerdo (VE). 

 Em todos os grupos IAM, houve um aumento dos diâmetros (DD e 

DS) e dos volumes diastólicos e sistólicos (Vol D e Vol S) no seguimento de 

24 horas após a indução do infarto quando comparado ao grupo SHAM. Ao 

final do tratamento, no seguimento de 6 semanas após a indução do infarto, 

os diâmetros e volumes sistólicos e diastólicos não foram alterados nos 

grupos IAM-LDE e IAM-MTXc, enquanto que houve diminuição desses 
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parâmetros no grupo IAM-LDE-MTX (p<0,05), se aproximando dos valores 

observados no grupo SHAM. Não houve aumento da espessura do septo 

interventricular (SIV) e espessura da parede posterior (PP) nos 3 grupos IAM 

no seguimento de 24 horas, em relação ao SHAM. Entretanto, após 6 

semanas da cirurgia, o grupo IAM-LDE-MTX apresentou uma redução 

significativa nos parâmetros descritos quando comparado com os grupos 

IAM-LDE e IAM-MTXc (p<0,05) (Tabela 2). 

Em todos os grupos estudados, não foi observada nenhuma diferença 

na massa do ventrículo esquerdo (mVE) no seguimento de 24 horas. Após 6 

semanas, houve um aumento na mVE nos grupos IAM-LDE e IAM-MTXc 

quando comparando ao grupo SHAM (p<0,05). Entretanto, o tratamento com 

LDE-MTX foi capaz de prevenir esse aumento (Tabela 2). 

A Figura 8 mostra a evolução da função sistólica do VE representado 

pelos valores da fração de ejeção (FE). Em 24 horas de seguimento, houve 

uma diminuição da FE nos 3 grupos IAM comparados ao grupo SHAM. 

Entretanto, o tratamento com LDE-MTX melhorou a função sistólica do VE, 

visto que houve um aumento de 40% da FE, em comparação aos grupos 

IAM-LDE e IAM-MTXc. Ao contrário, o tratamento com o MTX comercial não 

surtiu efeito na função sistólica do VE. 

 Não foi observada diferença estatística em nenhum dos grupos 

estudados nos seguintes parâmetros: onda E/A, DT e TRIV. 
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Tabela 2. Ecocardiograma dos grupos SHAM e IAM com ou sem tratamento nos seguimentos de 24 horas e 6 semanas. 

 
DD, diâmetro diastólico; DS, diâmetro sistólico; Vol D, volume diastólico do ventrículo esquerdo (VE); Vol S, volume sistólico do VE; SIV, 
espessura do septo interventricular; PP, espessura da parede posterior; mVE, massa do VE; E, onda E; A, onda A; DT, tempo de 
desaceleração do VE; TRIV, tempo de relaxamento isovolumétrico do VE; FE, fração de ejeção. *p<0,05 vs SHAM 24 horas; †p<0,05 vs SHAM 
6 semanas; ‡p<0,05 vs IAM-LDE 24 horas; §p<0,05 vs IAM-LDE 6 semanas; ∆p<0,05 vs IAM-MTXc 24 horas; #p<0,05 vs IAM-MTXc 6 
semanas; ¥p<0,05 vs IAM-LDE-MTX 24 horas.

SHAM (n=12) IAM-LDE (n=13) IAM-MTXc (n=12) IAM-LDE-MTX (n=13)

24 horas 6 semanas 24 horas 6 semanas 24 horas 6 semanas 24 horas 6 semanas
DD (mm/mg) 20 ± 1 19 ± 1 23 ± 1*† 23 ± 2*† 23 ± 2*† 22 ± 1† 22 ± 1† 20 ± 1‡§

DS (mm/mg) 13 ± 1 13 ± 1 17 ± 1*† 19 ± 2*† 17 ± 2*† 17 ± 2*† 16 ± 1*† 13 ± 1‡§∆#¥

Vol D (mL/mg) 1.0 ± 0.2 1.1 ± 0.1 1.4 ± 0.1*† 1.5 ± 0.1*† 1.4 ± 0.1*† 1.3 ± 0.1*† 1.3 ± 0.1*† 1.1 ± 0.1‡§∆#¥

Vol S (mL/mg) 0.4 ± 0.1 0.3 ± 0.1 0.8 ± 0.1*† 0.9 ± 0.1*† 0.7 ± 0.1*† 0.8 ± 0.1*† 0.7 ± 0.1*† 0.5 ± 0.1‡§∆#¥

SIV (mm/mg) 3.2 ± 0.1 3.0 ± 0.2 3.6 ± 0.2 3.0 ± 0.1 3.4 ± 0.2 3.0 ± 0.3 3.6 ± 0.2 2.7 ± 0.1‡∆¥

PP (mm/mg) 3.4 ± 0.1 3.2 ± 0.2 3.7 ± 0.2 3.2 ± 0.2 3.7 ± 0.2 3.3 ± 0.3 3.6 ± 0.2 2.9 ± 0.1‡∆¥

mVE (mg/mg 2) 17 ± 1 16 ± 1 17 ± 1 22 ± 2*†‡ 16 ± 1 21 ± 2*†‡∆ 17 ± 1§# 17 ± 1§#

Relação E/A 2.0 ± 0.3 1.8 ± 0.2 3.0 ± 0.5 2.7 ± 0.4 1.8 ± 0.1 2.5 ± 0.3 2.7 ± 0.7 2.6 ± 0.4

DT (mseg) 53 ± 7 54 ± 5 36 ± 3 40 ± 3 37 ± 3 44 ± 3 36 ± 3 45 ± 4

TRIV (mseg) 32 ± 2 31 ± 1 29 ± 2 28 ± 2 28 ± 1 31 ± 2 25 ± 1 30 ± 1

FE (%) 60 ± 2 71 ± 2 37 ± 2*† 37 ± 4*† 36 ± 3*† 37 ± 4*† 39 ± 5*† 55 ± 3‡§∆#¥
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Figura 8. Fração de ejeção (%) dos grupos SHAM e IAM com ou 
sem tratamento nos seguimentos de 24 horas e 6 semanas. * 
p<0.01 vs SHAM 24 horas; † p<0.001 vs SHAM 6 semanas; § p<0.01 vs 
IAM-LDE 24 horas; # p<0,05 vs IAM-LDE 6 semanas; ¥ p<0,01 vs IAM-MTX 
24 horas; &p<0,05 vs IAM-MTXc 6 semanas; £ p<0,01 vs IAM-LDE-MTX 24 
horas. 
 
 
 

4.3 Peso corporal e peso relativo dos órgãos 

  

Como representado na Tabela 3, não foi observado diferença no peso 

corporal no início e ao final do seguimento em todos os grupos estudados. 

Os pesos relativos do coração e do pulmão foram menores no grupo tratado 

com IAM-LDE-MTX em relação aos grupos IAM-LDE e IAM-MTXc (p<0,05). 
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Tabela 3. Peso corporal e peso relativo dos órgãos do grupo 
SHAM e IAM com ou sem tratamento. 

 
* p<0,05 vs SHAM; # p<0,05 vs IAM-LDE.  
 

4.4 Ensaios laboratoriais 

 Como representado na tabela 4, não houve diferença no hemograma 

enzimas hepáticas e no perfil lipídico em todos os grupos estudados, 

indicando que os tratamentos não provocaram toxicidade.  

Tabela 4. Enzimas hepáticas, perf i l l ipídico e hemograma dos 
grupos SHAM e IAM com e sem tratamento. 

 
ALT, alanina aminotransferase; AST, aspartato aminotransferase; HDL-C, 
colesterol contido na lipoproteína de alta densidade; TG,triglicerídeos. 
 

 SHAM  
(n=12) 

IAM-LDE 
(n=13) 

IAM-MTXc 
(n=12) 

IAM-LDE-MTX 
(n=13) 

Peso corporal (g)  
Inicial  328±18 365±16 372±20 389±8 
Final 435±16 468±14 463±10 507±9 

Peso relativo (mg/g)  
Coração  3,3±0,1 4,0±0,4* 3,9±0,2 3,6±0,2# 
Pulmão 5,2±0,2 6,6±0,5* 5,7±1,0 5,2±0,5# 
Fígado  34,1±0,7 32,6±1,7 36,8±1,1 34,0±0,9 
Rins 8,0±0,2 7,1±0,4* 7,2±0,2 7,4±0,4 

 SHAM  
(n=12) 

IAM-LDE  
(n=9) 

IAM-MTXc  
(n=8) 

IAM-LDE-MTX  
(n=12) 

Eritrócitos(milhões/mm 3) 7,7±0,2 8,1±0,2 7,6±0,1 8,5±0,1 

Leucócitos(mil/mm 3) 7,3±0,6 6,8±0,4 5,9±1,4 6,8±0,4 

Hemoglobina (g/dL) 17,6±0,4 16,9±0,8 15,8±0,9 16,2±0,4 

Plaquetas(mil/mm 3) 624±90 732±27 711±173 759±33 

ALT(U/L) 55±2 68±8 61±14 53±5 

AST(U/L) 86±4 107±18 91±21 96±10 

Colesterol total(mg/dL) 68±3 71±3 78±18 80±4 

HDL-C (mg/dL) 54±2 55±3 56±13 55±3 

TG(mg/dL) 58±11 63±7 89±20 66±9 
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4.5 Análise histomorfométrica 

 

 Os resultados das análises histomorfométricasde todos os grupos 

estudados estão representados na Tabela 5. O tamanho do infarto foi menor 

no grupo IAM-LDE-MTX quando comparado ao grupo IAM-LDE (p<0,05) 

(Figura 8). Ainda assim, o tratamento com LDE-MTX reduziu o diâmetro dos 

miócitos comparando com os grupos IAM-LDE e IAM-MTXc (p<0,05). 

 A Figura 9 mostra fotomicrografias representativas da necrose dos 

miócitos nas regiões INT e SE, em todos os grupos estudados. Nas duas 

regiões analisadas, observa-se menor presença de necrose dos miócitos no 

grupo IAM-LDE-MTX comparando IAM-LDE e IAM-MTXc (p<0,05) (Tabela 

5). Nos grupos IAM-LDE e IAM-MTXc, foram identificados 

predominantemente resquícios de miócitos deteriorados (Figura 9). 

Como indicado na Tabela 5 e Figura 10, o tratamento com LDE-MTX 

diminuiu o processo inflamatório de maneira eficaz tanto na região INT 

quanto na região SE, quando comparado com os grupos IAM-LDE e IAM-

MTXc (p<0,05). No infiltrado inflamatório da região INT do grupo (p<0,05), foi 

observada presença de neutrófilos e linfócitos, enquanto que na região SE 

foi observada predominantemente a presença de macrófagos (Figura 10). 

A fração de volume do colágeno (FVC) nas regiões INT e SE está 

representadas na Figura 11. O grupo tratado com LDE-MTX demonstrou 

menor fração de volume de colágeno nas regiõesestudadas em relação ao 

grupo IAM-LDE e IAM-MTXc (p<0,05) (Tabela 5). 
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Tabela 5. Histomorfometria dos grupos SHAM e IAM com e sem tratamento. 

 
SE, região subendocárdica do VE; INT, região intersticial do VE; FVC, 
fração de volume do colágeno; *p<0,05 vs SHAM; #p<0,05 vs IAM-LDE; 
¥p<0,05 vs IAM-MTXc. 

 
 
 

 
Figura 8.  Representação do tamanho do IAM em corações 
corados com tr icômio de Masson dos grupos SHAM, IAM-LDE, 
IAM-MTXc e IAM-LDE-MTX.As setas indicam as regiões de IAM. 
 

 
SHAM 
(n=7) 

IAM-LDE 
(n=4) 

IAM-MTXc 
(n=8) 

IAM-LDE-MTX 
(n=10) 

Tamanho IAM (%) ----- 31±3 18±5 9±5# 

Diâmetro dos 
miócitos ( µm) 10,0±0,3 16,2±0,3* 14,7±0,5* 12,0±0,4*#¥ 

Necrose     

INT 1,1±0,1 2,9±0,3* 2,6±0,3* 1,3±0,1#¥ 

SE 2,1±0,1 4,9±0,1* 3,8±0,4* 1,9±0,2#¥ 

Células inflamatórias 
(nºcél/mm 2)     

INT 1,4±0,2 3,8±0,1* 2,1±0,1* 1,3±0,1#¥ 

SE 2,4±0,3 4,8±0,1* 4,3±0,2* 2,4±0,2#¥ 

FVC (%)     

INT 1,3±0,2 3,0±0,3* 2,6±0,1* 1,8±0,2#¥ 

SE 1,9±0,2 4,3±0,4* 3,6±0,2* 2,2±0,2#¥ 

SHAM IAM-LDE IAM-MTXc IAM-LDE-MTX
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Figura 9.  Fotomicrograf ias representativas da necrose dos miócitos nas regiões INT e SE do VE coradas com 
hematoxi l ina e eosina dos grupos SHAM, IAM-LDE, IAM-MTXc e IAM-LDE-MTX. As setas indicam núcleos 
picnóticos, cariól ise, citoplasma hipereosinif í l ico, inf i lt rado de macrófagos e resquícios de miócitos 
degradados.Aumento: 40x 

Região INT

SHAM IAM-LDE IAM-LDE-MTXIAM-MTXc

Região SE

IAM-LDE IAM-MTXc IAM-LDE-MTXSHAM
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Figura 10.  Fotomicrograf ias representativas do inf i ltrado inf lamatório nas regiões INT e SE do VE 
coradas com hematoxi l ina e eosina dos grupos SHAM, IAM-LDE, IAM-MTXc e IAM-LDE-MTX.As setas 
indicam as células inf lamatórias. Aumento: 40x 

Região INT

IAM-LDE-MTXSHAM IAM-LDE IAM-MTXc

Região SE

IAM-LDE-MTXIAM-MTXcIAM-LDESHAM
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Figura 11.  Fotomicrograf ias representativas da fração de volume do colágeno nas regiões INT e SE do 
VE coradas com tricrômio de Masson dos grupos SHAM, IAM-LDE, IAM-MTXc e IAM-LDE-MTX. As setas 
indicam f ibrose miocárdica, em coloração azul. Aumento: 40x. 

Região INT

IAM-LDE-MTXIAM-MTXcSHAM

IAM-LDESHAM IAM-MTXc IAM-LDE-MTX

Região SE 

IAM-LDE
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4.6 Análise da expressão gênica por qRT-PCR 

 

 Como apresentada na Tabela 6, a análise da expressão gênica por 

qRT-PCR mostrou que houve redução da expressão de TNF-α no grupo 

IAM-LDE-MTX quando comparado com os grupos SHAM e IAM-MTXc 

(p=0,006 e p=0,03, respectivamente). A expressão dos marcadores Col I 

(p=0,034), MMP-2 (p=0,043), NOX-4 (p=0,001) foi menor no grupo IAM-LDE-

MTX quando comparada com o grupo IAM-MTXc. A expressão de LDLR foi 

menor no grupo IAM-LDE-MTX em comparação ao grupo IAM-MTXc 

(p=0,002). Os demais genes analisados não apresentaram diferença de 

expressão, tanto nos grupos tratados como no grupo SHAM (Tabela 6). 

Tabela 6.  Expressão gênica de marcadores inflamatórios, fibrose, estresse 
oxidativo, receptores de lipoproteínas e angiogênese nos grupos SHAM e 
IAM com e sem tratamento. 

 
CD3, cluster differentation 3; CD68, cluster differentation 68; Col I, colágeno 
tipo I; Col III, colágeno tipo III; IL, interleucina; LDLR, receptor de lipoproteínas 
de baixa densidade; LRP1, receptor de lipoproteínas de baixa densidade-
proteína relacionada 1; MMP, metaloproteinases da matriz extracelular; NOX, 
NADPH  (nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato) oxidase; SRB1, receptor 
scavenger classe B tipo 1; TNF-α, fator de necrose tumoral alfa; VEGF, fator 
de crescimento vascular endotelial. *p<0,05 vs SHAM, #p<0,05 vs IAM-MTXc. 

  
SHAM 
(n=7) 

IAM-LDE 
(n=5) 

IAM-MTXc 
(n=6) 

IAM-LDE-MTX 
(n=13) 

CD3 1,0±0,1 1,9±0,5 1,4±0,2 1,2±0,2 
CD68 1,0±0,1 1,9±0,2 2,1±0,8 1,1±0,2 
Col I 1,0±0,0 1,3±0,3 2,5±1,0 0,8±0,1 # 
Col III 1,0±0,0 7,1±3,0 3,6±1,6 2,2±0,7 
IL-1 β 1,0±0,1 1,3±0,4 1,4±0,5 0,7±0,1 
IL-6 1,0±0,0 2,7±1,6 2,1±0,9 1,8±0,7 

IL-10 1,0±0,1 0,7±0,1 1,2±0,7 1,3±0,2 

LDLR 1,0±0,1 1,0±0,3 2,1±0,4 0,8±0,1 # 
LRP1 1,0±0,0 1,4±0,2 1,8±0,7 0,9±0,1 

MMP-2 1,0±0,0 1,3±0,2 2,3±0,7 1,0±0,1 # 
MMP-9 1,0±0,1 3,4±1,5 4,1±2,5 1,8±0,3 
NOX-1 1,0±0,0 3,1±1,3 5,3±2,0 1,5±0,2 
NOX-4 1,0±0,0 0,9±0,2 1,7±0,3 0,7±0,0 # 
SRB1 1,0±0,0 1,1±0,1 1,2±0,2 0,9±0,0 
TNF-α 1,0±0,1 0,7±0,1 0,9±0,1 0,5±0,0* ,# 
VEGF 1,0±0,1 0,8±0,1 1,0±0,1 0,8±0,1 
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5. Discussão 

 

 Um sumário contendo os principais resultados encontrados no estudo 

está ilustrado na Figura 12. 

 
Figura 12.  Diagrama mostrando os efeitos do tratamento com LDE-MTX e 
MTXc após 6 semanas da indução do infarto do miocárdio em ratos, 
comparando IAM-LDE vs SHAM, IAM-MTXc vs SHAM, IAM-LDE-MTX vs 
IAM-LDE e IAM-MTXc. 

 Os estudos experimentais e de fisiopatologia cardiovascular têm 

utilizado quase que exclusivamente do rato e de camundongos para o 

modelo experimental do IAM. Este modelo experimental já está consolidado 

na literatura como modelo de IC, desde seus primeiros princípios técnicos 

inicialmente descritos por Heimburger (1946) e Johns & Olson (1954) até os 

mais recentes trabalhos (Fishbein et al., 1978; Litwin, 1995; Francis et al., 
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2001; Savergnini et al., 2013; Vu et al., 2015), que caracterizam implicações 

cardíacas e sistêmicas bastante semelhantes às dos humanos.  

 A facilidade na reprodução e rápido ciclo de vida também aumentam a 

vantagem do seu uso. Apesar da escolha da linhagem dos animais ser de 

pouca relevância, a maioria dos trabalhos com ratos utiliza a linhagem 

Wistar. Outra particularidade metodológica envolvendo animais de 

experimentação é a escolha do sexo. Estudos têm demonstrado que ratos 

machos apresentam diferente padrão de remodelamento do VE com maior 

espessura da parede posterior e maior diâmetro dos miócitos na região 

remota ao IAM após 6 semanas da indução de IAM, em comparação com 

fêmeas (Fishbeinet al., 1978; Spadaro et al., 1980; Litwin et al., 1994; 

Gosselin et al., 1998; Litwin et al., 1999;Savergnini et al., 2013). Assim 

sendo, a maioria dos estudos utilizam ratos machos para reproduzir o 

modelo de IAM. 

 A escolha do período de seguimento de 6 semanas após a indução do 

IAM e o tratamento baseou-se na concepção de que nesse período já se 

estabelecem as características relativas ao remodelamento cardíaco como, 

hipertrofia, dilatação e disfunção cardíaca (Litwin et al., 1995; Anand et al., 

1997; Wasserstrom et al., 2000; Kanashiro et al., 2002; Sjaastad et al., 2005; 

Wang et al., 2015). Como nosso objetivo foi estudar o efeito do tratamento 

proposto sobre o remodelamento cardíaco global, este pareceu-nos um 

momento adequado. 

  A disfunção cardíaca em ratos reflete a extensão do infarto produzida 

pela oclusão coronariana. Depois dos primeiros trabalhos aplicarem o 

ecocardiograma em ratos submetidos ao IAM, os estudos morfofuncionais 

cardíacos ganharam a importante possibilidade do acesso in vivo, in situ e 

com medidas repetidas para o acompanhamento de doenças 

cardiovasculares, assim como dos efeitos terapêuticos testados (Baily et al., 

1993; Litwin et al., 1994; Burrell et al., 1996; Schwarz et al., 1998; Moisés et 

al., 2000).  

 Dentre os animais IAM, selecionamos para este estudo apenas ratos 

com IAM grande, ou seja, que apresentaram FE menor que 40%, no 

ecocardiograma realizado 24 horas após a indução do infarto. De acordo 
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com a American Society of Echocardiography (Lang et al., 2005) e critérios 

de ecocardiograma em ratos pós-IAM (Moisés et al.,2000), o IAM com FE 

menor que 40% são considerados grandes e apresentam importantes 

alterações estruturais e funcionais no VE (Sjaastad et al., 2000; Lang et al., 

2005).  

 A opção pelo uso de infartos de grande extensão foi com o intuito de 

promover um déficit funcional realmente importante. De acordo com 

descrições prévias (Pfeffer et al., 1979; Fletcher et al., 1981; Pfeffer et 

al.,1990), a extensão do infarto está fortemente associada com dilatação 

ventricular, disfunção hemodinâmica e mortalidade. Esse efeito na área de 

infarto pode ser observado pelo grau de disfunção ventricular e pela taxa de 

mortalidade observada no decorrer do protocolo. 

 O ecocardiograma realizado 24 horas após modelo cirúrgico para 

indução do IAM evidenciou aumento dos diâmetros do VE, indicando 

dilatação ventricular e aumento dos volumes diastólicos e sistólicos 

comparando com o grupo SHAM. Além disso, a FE nos 3 grupos infartados 

estava diminuída quando comparado ao grupo SHAM. Corroborando com 

nossos dados, diversos autores têm relatado alterações no ecocardiograma 

após oclusão coronariana em ratos, como disfunção ventricular, ainda na 

fase aguda pós-IAM (Litwin et al., 1994; Liu et al., 1997; Litwin et al., 1999; 

Solomon et al., 1999; Moisés et al., 2000; Sjaastad et al., 2000; Burstein et 

al., 2007; Miranda et al., 2007; Sallinen et al., 2007). De fato, Solomon e 

colaboradores (1999) mostraram, por avaliações morfofuncionais seriadas 

por ecocardiograma na fase aguda do IAM em ratos, que há depressão na 

função cardíaca global e aumento no volume diastólico do VE detectado em 

IAM grande, após 48 horas da oclusão coronariana. Sallinen (2007) e 

Miranda e coraboradores (2007) observaram nos animais infartados uma 

dilatação ventricular já ao fim das primeiras 24 horas.  

 Sendo assim, a obtenção desses dados basais, antes do início dos 

tratamentos nos permitiu evidenciar que já havia disfunção sistólica 

caracterizada por acinesia da parede ântero-septo-apical, com dilatação 

ventricular. Além disso, possibilitou também examinar a evolução temporal 

ao fim das seis semanas de tratamento em comparação à avaliação basal. 
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Após 6 semanas da indução do IAM, o tratamento com LDE-MTX foi 

capaz de diminuir os diâmetros e volumes sistólico e diastólico 

aproximadamente nos valores mensurados no grupo SHAM. Em contraste, 

não houve diminuição desses parâmetros nos grupos IAM-LDE e IAM-MTXc 

em comparação ao grupo SHAM. Não existe na literatura o efeito do MTX 

sobre o remodelamento cardíaco pós-IAM, e tão pouco sobre o processo de 

dilatação ventricular. Contudo, podemos especular que a ausência de 

expansão do infarto e menor sobrecarga sobre o miocárdio remanescente, 

observadas no grupo LDE-MTX, podem ter contribuído para prevenção de 

maiores acréscimos nas dimensões ventriculares. 

A massa do VE estava aumentada nos grupos IAM-LDE e IAM-MTXc, 

mas o grupo tratado com LDE-MTX apresentou habilidade de prevenir esse 

aumento. Os resultados da massa do VE corroboram com as informações já 

divulgadas por outros autores que descreveram aumento na massa cardíaca 

depois de seis semanas de IAM, principalmente nos animais com grandes 

infartos (Pfeffer et al., 1991; Anand et al., 1997; Gosselin et al., 1998; 

Wasserstrom et al., 2000; Zimmerman et al., 2001; Sjaastad et al., 2005). 

 Avaliando a função sistólica, o grupo IAM-LDE-MTX apresentou 

aumento da FE em 40%, em comparação aos grupos IAM-LDE e IAM-MTXc 

nos seguimentos de 24 horas e 6 semanas e em comparação ao IAM-LDE-

MTX no seguimento de 24 horas. Enquanto que no grupo tratado com MTXc 

não houve nenhum efeito na função sistólica. Quanto à função diastólica, 

apesar do aumento da razão E/A indicar padrão restritivo caracteristico do 

IAM, os animais que sofreram a indução do IAM não foram diferentes do 

grupo SHAM tanto no seguimento de 24 horas e 6 semanas.  

 Em resumo, podemos afirmar que o tratamento com LDE-MTX 

promoveu a melhora da função sistólica, diminuição dos volumes, diâmetros 

sistólicos e diastólicos, prevenção do aumento da massa do VE, que pode 

ser atribuído a redução do tamanho do IAM ou aos efeitos na área remota ao 

IAM. 

A mortalidade nas primeiras 24 horas seguintes à oclusão 

coronariana foi de 32%, número equivalente ao da literatura utilizando outras 

linhagens de ratos (Opitz et al., 1995; Leenen & Yuan, 2001; Zhu et al., 
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2006). De fato, parece haver um consenso que, nas primeiras horas 

seguintes à oclusão coronariana, ocorre uma série de eventos arrítmicos, 

principalmente taquicardia ventricular e fibrilação ventricular, concentradas 

em dois momentos críticos: entre o pós-cirúrgico imediato e os 30 minutos; e 

entre os 90 minutos e 9 horas pós-oclusão arterial. É descrito que após 

estes dois momentos geralmente ocorrem um “silêncio” nos episódios de 

arritmias letais que se perduram pelos primeiros 2 ou 3 dias (Opitz et al., 

1995).  

Após o início do tratamento, a porcentagem de mortalidade foi de 

14%, 35% e 11% nos grupos IAM-LDE, IAM-MTXc e IAM-LDE-MTX, 

respectivamente. Aparentemente, as mortes dos ratos, especialmente na 5° 

semana, foram em decorrência de IC e edema pulmonar (Flumignan et al., 

2006). 

Quanto à toxicidade, assim como nos estudos que também avaliaram 

a associação de outros quimioterápicos à LDE, os ratos toleraram bem o 

tratamento, não apresentando efeitos colaterais na dose administrada, 

quando avaliados pesos corporais, hemograma, enzimas hepáticas e perfil 

lipídico (Dorlhiac-Llacer et al., 2001; Valduga et al., 2003; Teixeira et al., 

2004; Rodrigues et al., 2005; LoPrete et al., 2006; Bulgarelli et al, 2013). 

 O peso relativo do coração dos animais tratados com LDE-MTX foi 

menor comparado com o grupo IAM-LDE, confirmando os resultados 

apresentados de menor hipertrofia dos miócitos pela análise 

histomorfométrica. Ademais, houve aumento significante no peso relativo 

dos pulmões do grupo IAM-LDE quando comparado ao SHAM. O edema 

pulmonar, caracterizado pelo acúmulo anormal de líquido e consequente 

aumento do peso do órgão, geralmente ocorre em consequência da 

disfunção do VE (Francis et al., 2001; Saito et al., 2002; Yamamoto et al, 

2012). Como o peso relativo dos pulmões foi menor no grupo IAM-LDE-MTX, 

pode-se sugerir que o tratamento com LDE-MTX teve a habilidade de 

melhorar a função do VE e, consequentemente, preveniu que ocorresse 

edema pulmonar. 

Como descrito anteriormente, a isquemia miocárdica resultando do 

IAM induz um processo fisiopatológico, incluindo déficit de oxigênio, 
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hipertrofia cardíaca, morte celular, inflamação e fibrose miocárdica. Por isso, 

as alterações morfológicas específicas do remodelamento cardíaco pós-IAM 

foram avaliadas por meio de diversas metodologias no presente trabalho.  

Os animais do grupo IAM-LDE apresentaram tamanho de infarto de 

31%, enquanto que os animais tratados com MTXc e LDE-MTX 

apresentaram tamanho de infarto de 18% e 9%, respectivamente. Vale 

ressaltar que o grupo IAM-LDE-MTX mostrou menor extensão do infarto, 

comparando aos animais do grupo SHAM e IAM-LDE. Alguns autores 

consideram infartos menores que 30% como pequeno (Fletcher et al., 1981; 

Anversa et al., 1986). 

Após a morte celular no miocárdio infartado, há perda de tecido 

contrátil, hipertrofia compensatória dos cardiomiócitos e fibrose reparativa, 

contribuindo para a diminuição da complacência cardíaca (Swynghedauw, 

1999). O aumento da porção infartada nos animais sem tratamento deve ter 

ocorrido, principalmente, nos primeiros dias, e pode ser entendido pelo 

conceito de expansão do infarto (Hutchins & Bulkley, 1978). Após o infarto, 

ocorrem estiramento e aumento da região infartada, não mais por necrose 

adicional, mas sim, por apoptose, rearranjo e deslizamento do tecido 

necrótico friável, que se iniciam agudamente e podem persistir até a 

completa resolução da cicatrização (Weisman & Healy, 1987; Olivetti et al., 

1990; Swynghedauw, 1999; Opie et al., 2006). Este processo é parte 

integrante do remodelamento agudo no pós-infarto (Swynghedauw, 1999; 

Opie et al., 2006)  

 Levando em consideração que a limpeza dos debrís celulares pelos 

neutrófilos, monócitos e macrófagos é fundamental na cicatrização do 

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

para prevenir excessiva degradação tecidual levando à expansão do infarto 

e IC (Kempf et al., 2012). Alguns estudos demonstram que a limitação do 

tamanho do infarto é uma importante estratégia para controlar a IC 

(Resnekov, 1977; Geltman, 1979). Sendo assim, os efeitos da limitação do 

infarto de diversos fármacos com ações anti-inflamatórias foram testados na 

tentativa de encontrar tratamentos eficazes para o IAM (Madias et al., 1982; 

Scheuer et al., 1997; Kempf et al, 2012). 
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 Dessa forma, nossos resultados sugerem que o tratamento com LDE-

MTX evitou o aumento da área infartada, possivelmente devido aos efeitos 

sobre a área remota ao IAM. Essa prevenção do aumento da área infartada 

pode ter relação com a liberação para o meio extracelular de adenosina por 

meio do acúmulo da AICAR, promovida pelo MTX. Hori e colaboradores 

(1994) reportaram que a presença de AICAR no miocárdio e que a liberação 

aumentada de adenosina pode limitar o tamanho do infarto. Além disso, o 

tratamento com LDE-MTX teve efeito positivo na região remota ao IAM 

consequentemente evitando o aumento da região infartada. Ainda assim, no 

tratamento com LDE-MTX, a restrição na expansão do IAM repercutiu 

positivamente sobre a função cardíaca global, como demostrado por outros 

autores (Jin et al., 2002; Ahmet et al., 2008). 

Outro processo importante analisado no presente estudo foi a necrose 

na área remota ao IAM. A região SE é mais vulnerável do que a região INT 

pela redução da perfusão e hipóxia, sendo mais susceptível a inflamação, 

fibrose, estresse oxidativo e morte celular (de Carvalho Frimm et al., 2003; 

Toyota et al., 2005). Todavia, pouco se sabe a respeito das consequências 

sobre o tecido remoto ao infarto, por isso, é importante destacar a 

metodologia utilizada no nosso estudo avaliando as duas regiões, INT que 

também tem a sua importância no processo pós-IAM como explicado 

anteriormente e a região SE. Sendo assim, o tratamento com LDE-MTX 

reduziu a necrose em ambas as áreas, principalmente na região SE. Este é 

um resultado importante que destaca as propriedades farmacológicas de um 

novo tratamento. 

 Alguns estudos clínicos demonstram que pacientes após o IAM com 

IC expressam excessivamente mediadores inflamatórios no plasma podendo 

levar a progressão da IC. O tratamento com LDE-MTX reduziu o número de 

células inflamatórias da região remota ao IAM, tanto na região INT quanto na 

região SE. Porém, esses efeitos não foram atribuídos ao grupo tratado com 

MTX comercial. Deste modo, o efeito do tratamento com LDE-MTX no 

processo inflamatório pode oferecer percepções mecanísticas importantes.  

Após o IAM, o tecido cardíaco tem a capacidade de secretar uma 

grande quantidade de TNF-α e outros fatores inflamatórios, o que pode 
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causar alterações na estrutura e função nos miócitos e agravamento da 

hipóxia pornativação de células T citotóxicas (Kong et al, 2011). Foi 

observado que TNF-α tem a capacidade de diminuir a contratilidade dos 

miócitos (Finkel et al., 1992) e induzir a hipertrofia dos cardiomiócitos 

(Yokoyama et al., 1997), apoptose (Ing et al., 1999), necrose (Dorn, 2009) e 

o remodelamento intersticial (Siwik et al., 2000).  

Zhang e colaboradores (2009) sugerem que os efeitos anti-

inflamatórios do MTX podem resultar na melhora do remodelamento e 

função cardíaca em ratos com miocardite, pela diminuição dos níveis 

plasmáticos de TNF-α. A partir disso, vale ressaltar que o tratamento com 

LDE-MTX promoveu redução na expressão gênica de TNF-α de 50% 

quando comparado com os grupos SHAM e 45% quando comparado ao 

grupo IAM-MTXc. Os resultados de redução do infiltrado inflamatório no 

grupo IAM-LDE-MTX, que pode ter ocorrido pelo aumento dos níveis de 

adenosina, corroboraram com alguns estudos que demonstram que o MTX 

promove uma redução da adesão neutrofílica e dos leucócitos no exsudato 

por meio do aumento de adenosina (Cronstein et al., 1991 e 1993; 

Cronstein, 2010). Além disso, alguns estudos indicam que o aumento dos 

níveis de adenosina no IAM está envolvido na redução de hipóxia, no 

tamanho do infarto, morte celular, inflamação, hipertrofia cardíaca e fibrose 

miocárdica (Hori et al., 1994; Kis et al., 2003; Asanuma et al., 2004; 

Toufektsian et al., 2006; Wakeno et al., 2006; Ge et al., 2010).  

 Os animais tratados com LDE-MTX apresentaram menor hipertrofia 

dos miócitos na região remota ao IAM comparando com os outros animais 

que foram submetidos ao IAM. Após o período de 4 a 6 semanas de infarto 

em ratos, já se identifica hipertrofia dos cardiomiócitos da zona de transição 

(Olivetti et al., 1986), como também observada em nosso estudo nos grupos 

infartados. Nossos dados sugerem que o tratamento com LDE-MTX foi 

capaz de abrandar o aparecimento da hipertrofia cardíaca, provavelmente 

por prevenir a extensão do IAM, o processo inflamatório e melhorar a função 

do VE infartado. 

 O remodelamento, além de cursar com a hipertrofia dos 

cardiomiócitos, promove alterações em todos os componentes no tecido 
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cardíaco, inclusive, com maior deposição de colágeno na região remota ao 

IAM (Swynghedauw, 1999). Após as 6 semanas de oclusão, evidenciamos 

aumento significativo da fibrose nas regiões INT e SE, principalmente nos 

grupos IAM-LDE e IAM-MTXc no miocárdio remoto ao infarto, o que está de 

acordo com a maioria dos estudos que demonstraram aumento da síntese e 

deposição de colágeno pós-IAM em ratos (Cleutjens et al., 1995; 

Zimmerman et al., 2001; Jin et al., 2002; Prabhu et al., 2016).  

 A fisiopatologia da fibrose miocárdica ocorre devido o aumento na 

relação entre MMP/inibidores teciduais das MMPs (TIMPs) que está 

associado ao maior grau de dilatação e disfunção ventricular (Spinale, 2007). 

Por outro lado, da mesma forma que ocorre o aumento na quantidade das 

TIMPs, o TGF-β1 superexpresso participa do aumento de fibrose, 

estimulando a proliferação de fibroblastos, promovendo a deposição e 

inibindo a degradação de colágeno (Lijnen et al., 2000; Spinale, 2007). 

Como o acúmulo descontrolado da matriz extracelular por proteínas 

estruturais como o colágeno pode comprometer a elasticidade do tecido 

miocárdico, o colágeno é intensamente degradado na região infartada (Van 

Kerckhoven et al., 2000; Wu et al., 2000). Sendo assim, o excesso de 

colágeno em consequência ao progresso das alterações cardíacas contribui 

para o déficit da contratilidade e do relaxamento miocárdico, além de 

favorecer a disfunção diastólica e a progressão para a IC (Leite et al., 1995; 

Milanez et al., 1997; Mill et al., 2003). 

 Neste cenário, foi observado que o tratamento com LDE-MTX 

diminuiu a fibrose nas regiões SE e INT, como indicado na redução da 

fração de volume de colágeno por histomorfomometria na região remota ao 

IAM. Ainda assim, vale ressaltar que o tratamento com LDE-MTX promoveu 

uma redução na expressão gênica do Col I (68%) e MMP-2 (57%), 

marcadores de fibrose, quando comparado com o grupo IAM-MTXc. Embora 

não tenhamos investigado os mecanismos pelos quais a terapia com LDE-

MTX possa ter agido em favor da menor deposição de colágeno no INT e 

SE, sugerimos um efeito direto do MTX na produção dos principais 

componentes da matriz extracelular produzidos pelos fibroblastos, como 

observado por Nabai e colaboradores (2015) em cepas de fibroblastos em 
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tecido de cicatriz hipertrófica. A redução do colágeno observada com o 

tratamento com LDE-MTX pode ser explicada também pela regulação no 

processo do remodelamento cardíaco, como diminuição do processo 

inflamatório e, consequentemente, redução no processo de fibrose cardíaca 

(Frangogiannis, 2014). 

 Assim como foi demonstrado que a adenosina desempenha um papel 

chave na regeneração de tecidos e processo de fibrose (Chan, 2010), o 

estímulo do receptor de adenosina A2B pode suprimir a produção de 

colágeno pelos fibroblastos na região cardíaca (Dubeyet al., 1998). Estes 

resultados são coerentes com a observação de que a estimulação de 

receptores A2B previne o remodelamento cardíaco e protege contra as 

elevações do volume de colágeno cardíaco e da fibrose cardíaca após a 

indução de IAM em ratos Wistar, consequentemente melhora da função 

cardíaca (Chan &Cronstein, 2002; Wakeno et al., 2006). Sendo assim, no 

presente estudo, sugere-se que o mecanismo para a menor deposição de 

colágeno em miocárdio remanescente de animais tratados com LDE-MTX 

deve-se também ao acúmulo de adenosina. 

 Os efeitos atribuídos pelo tratamento com LDE-MTX para a melhora 

da função cardíaca que não foram observados pelo grupo tratado com MTX 

comercial podem ser explicados pelo fato de que o MTX associado à 

nanopartícula LDE teve sua ação farmacológica potencializada pela 

capacidade da LDE de se concentrar em processos inflamatórios e 

proliferativos, promovendo assim um tratamento mais efetivo pelo 

direcionamento a sítios específicos sem nenhuma toxicidade; efeitos estes 

que não podem ser atribuídos à droga comercial. 

 O controle do remodelamento cardíaco principalmente do processo 

inflamatório na área remota ao infarto e a prevenção da extensão da área 

infartada representam uma importante estratégia para a manutenção da 

função ventricular. Estes resultados indicam que o tratamento com LDE-MTX 

pode ser um candidato para futuros ensaios clínicos. 
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6. Conclusão 

 

 

 Os resultados deste estudo indicam que o tratamento com LDE-MTX, 

além de não causar toxicidade, promoveu a melhora da função sistólica do 

VE, a redução do tamanho do infarto e dos efeitos prejudiciais do 

remodelamento cardíaco. Esta notável melhora na condição pós-IAM indica 

que o tratamento LDE-MTX pode ser um forte candidato para futuros 

ensaios clínicos. 
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