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"DEUS” 
O Universo é obra inteligentíssima:  
obra que transcende a mais genial inteligência humana. 
E como todo efeito inteligente tem uma causa inteligente, 
é forçoso inferir que a do Universo é superior a toda inteligência: 
É a inteligência das inteligências; 
A causa das causas; 
A lei das leis; 
O princípio dos princípios; 
A razão das razões; 
A consciência das consciências; 
É Deus.  
Deus! 
Nome mil vezes santo, que Newton jamais pronunciava sem se 
descobrir! 
Deus! 
Vós que vos revelais pela natureza, 
Vossa filha e nossa mãe, 
reconheço-vos eu, Senhor, 
Na poesia da criação; na criança que sorri; 
No ancião que tropeça; no mendigo que implora; 
Na mão que assiste; na mãe que vela; 
No pai que instrui; no apóstolo que evangeliza; 
Reconheço-vos eu, Senhor, no amor da esposa, 
No afeto do filho; na estima da irmã; 
Na justiça do justo; na misericórdia do indulgente; 
Na fé do pio; na esperança dos povos; 
Na caridade dos bons; na inteireza dos íntegros; 
Deus! 
Reconheço-vos eu, Senhor, 
No estro do vate; na eloqüência do orador; 
Na inspiração do artista; na santidade do moralista; 
Na sabedoria do filósofo; nos fogos do gênio! 
Deus!  
Reconheço-vos eu, Senhor,  
Na flor dos vergeis; na relva dos vales; 
No matiz dos campos; na brisa dos prados; 
No perfume das campinas; no murmúrio das fontes; 
No rumorejo das franças; na música dos bosques; 
Na placidez dos lagos; na altivez dos montes; 
Na amplidão dos oceanos; na majestade do firmamento! 
Deus! 
Reconheço-vos eu, Senhor, 
Nos lindos antélios; no íris multicor; 
Nas auroras polares; no argênteo da lua; 
No brilho do sol; na fulgência das estrelas; 
No fulgor das constelações! 
Deus! 
Reconheço-vos eu, Senhor, 
Na formação das nebulosas; na origem dos mundos; 
Na gênesis dos sóis; no berço das humanidades; 
Na maravilha, no esplendor, no sublime infinito! 
Deus!  
Reconheço-vos eu, Senhor, 
com Jesus, quando ora:  
 “PAI NOSSO QUE ESTAIS NOS CÉUS”... 
Ou com os anjos, quando cantam: 
“GLÓRIA A DEUS NAS ALTURAS”..."  
 
Eurípedes Barsanulfo (1880-1918) 
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RESUMO 

 

Morais, S. D. B. V. Efeito das células-tronco mesenquimais na modulação autonômica 

cardíaca e na sensibilidade do barorreflexo em ratos com insuficiência cardíaca. 2015. Tese 

(Doutorado), Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, São 

Paulo, Brasil.  

 

As doenças cardiovasculares estão entre as principais causas de morte, principalmente aquelas 

decorrentes do infarto do miocárdio (IM). A terapia com células-tronco tem mostrado 

resultados promissores após o IM em estudos clínicos e experimentais, especialmente as  

células-tronco mesenquimais (MSC), por apresentarem notável potencial pró-angiogênico, 

anti-fibrosante e imunomodulador. Entretanto, nenhum estudo foi realizado quanto à 

variabilidade da frequência cardíaca (VFC), tono autonômico e sensibilidade do barorreflexo, 

que são considerados fatores de risco apreciáveis, e se encontram atenuados na insuficiência 

cardíaca (IC) induzida pelo IM. Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi examinar o 

efeito do transplante de MSC de medula óssea sobre a modulação autonômica e a 

sensibilidade do barorreflexo em ratos com IC, induzida pelo IM. Para isso, foi realizada a 

ligadura da artéria coronária esquerda em ratos Wistar machos (220-360g), e após dois a três 

dias foi feita a avaliação da área infartada pelo SPECT. As MSCs foram injetadas, 

intravenosamente, sete dias pós-IM. A função cardíaca foi analisada pela ventriculografia, 

antes e um mês após o transplante. Após a reavaliação da ventriculografia, os animais foram 

submetidos a registros eletrocardiográficos, após receberem eletrodos implantados 

subcutaneamente no dorso, e cânula na veia jugular esquerda para determinação 

farmacológica do tono autonômico. Também, foi implantada cânula na artéria femoral para 

registro da pressão arterial, e análise da sensibilidade do barorreflexo. Logo após os registros, 

os animais foram sacrificados para coleta do coração e análise histopatológica. Para a infusão, 

as MSCs foram caracterizadas, segundo critérios da Sociedade Internacional de Terapia 

Celular. A área de lesão induzida logo após a ligadura da artéria foi semelhante entre os 

animais. Um mês após o tratamento, o tamanho do infarto foi reduzido no grupo tratado com 

MSC. Verificou-se redução da fração de ejeção do ventrículo esquerdo (FEVE) após a 

ligadura coronariana, e previamente ao tratamento nos animais com IC. Um mês após a 

terapia com MSC, ou injeção de salina, não houve melhora da FEVE em ambos os grupos 

com IC. Os intervalos QT e QTc foram alongados pelo IM, enquanto as MSCs não tiveram 

efeito nestes parâmetros. A VFC mostrou redução do desvio padrão de valores sucessivos 



 

 

(SDNN) do intervalo RR (iRR) e a raiz quadrada da média da soma dos quadrados das 

diferenças de valores sucessivos (RMSSD) do iRR pós-IM, enquanto as MSCs preveniram 

essa redução. Na análise espectral, os espectros do iRR, após o infarto, mostraram potências 

menores, em unidades absolutas, das bandas de baixa frequência, LF, e alta frequência, HF, 

enquanto que as MSCs promoveram um aumento destes parâmetros. Os métodos não-lineares 

da VFC mostraram redução na entropia, e aumento da análise de flutuação depurada de 

tendência (DFA) do iRR pós-IM. A terapia com MSC preveniu a alteração da entropia e, 

também, protegeu o DFA. A frequência cardíaca foi semelhante entre os grupos; entretanto, a 

frequência intrínseca de marca-passo apresentou-se reduzida no grupo IC, enquanto o 

tratamento com MSC preservou esta atenuação. Foi observado menor tono vagal no grupo IC 

não tratado, enquanto o tratamento com MSC aumentou o tono vagal. O tono simpático não 

apresentou diferença entre os grupos. A sensibilidade do barorreflexo à bradicardia foi 

reduzida na IC, enquanto que as MSC preveniram essa redução. O colágeno intersticial 

apresentou-se aumentado na IC, mas não no grupo tratado com MSC. A pressão arterial (PA) 

sistólica, a PA média e os parâmetros da variabilidade da PA: SDNN e LF encontraram-se 

reduzidas nos grupos com IC, tratados ou não com MSC. Em conjunto, esses dados 

demonstram que a terapia com MSC reduziu a extensão do infarto e a fibrose intersticial no 

miocárdio remanescente do ventrículo esquerdo. Além disso, melhorou a modulação 

autonômica colinérgica do coração, a VFC e a sensibilidade barorreflexa. 
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ABSTRACT 

 

Morais, SDBV. Effect of mesenchymal stem cells on cardiac autonomic modulation and 

baroreflex sensitivity in rats with heart failure. 2015 Thesis (Ph.D.), Medical School of 

Ribeirao Preto, University of Sao Paulo, Sao Paulo, Brazil. 

 

Cardiovascular diseases are among the leading causes of death, especially those resulting 

from myocardial infarction (MI). Stem cell therapy has shown promising results after MI in 

both patients and experimental animals, especially those using mesenchymal stem cells 

(MSC), which present potential pro-angiogenic, anti-fibrotic and immunomodulatory. 

However, no studies have been conducted on the heart rate variability (HRV), autonomic tone 

and baroreflex sensitivity, which are considered risk factors and are attenuated in heart failure 

(HF) induced by MI. Thus, the main of this study was to examine the effect of bone marrow 

MSC transplantation on autonomic modulation and baroreflex sensitivity in rats with HF, 

induced by MI. Therefore, it was performed ligation of the left coronary artery of male Wistar 

rats (220-360g) and after two to three days, assessment was made of the area infarcted by 

SPECT. MSC were injected intravenously seven days post-MI. Cardiac function was assessed 

by ventriculography before and one month after transplantation. After reassessing the 

ventriculography, the animals underwent electrocardiographic recordings after receiving 

electrodes implanted subcutaneously on the back, and cannula in the left jugular vein for drug 

determination of autonomic tone. Also, cannula was implanted in the femoral artery for blood 

pressure recording and analysis of baroreflex sensitivity. Soon after the records, the animals 

were sacrificed for collection of the heart and histopathological analysis. For infusion, the 

MSC were characterized according to the criteria of the International Society for Cellular 

Therapy. The lesion area induced soon after artery ligation was similar among animals. One 

month after treatment, infarct size was reduced in the group treated with MSC. A reduction 

was observed in left ventricular ejection fraction (LVEF) after coronary ligation, and prior to 

treatment in HF animals. One month after the MSC therapy, or saline injection, there was no 

improvement in LVEF in both groups with HF. The QT and corrected QT intervals were 

lengthened by IM, while the MSC had no effect on these parameters. HRV showed a 

reduction in the standard deviation of successive values (SDNN) of the RR interval (RRi), 

and the root mean square of the successive (RMSSD) RRi  after MI, while the MSC 

prevented this reduction. In spectral analysis, the RRi spectra, after infarction, showed lower 

power, in absolute units, of the low frequency, LF, and high frequency band, HF, while MSCs 



 

 

promoted an increase in these parameters. Nonlinear methods of HRV showed a reduction in 

entropy, and increased detrended fluctuation analysis (DFA) of RRi, post-MI. The MSC 

therapy prevented the change of entropy and also protected DFA. Heart rate was similar in 

both groups; however, the intrinsic heart rate was reduced in HF group, while treatment with 

MSC preserved this attenuation. A lower vagal tone was observed in HF untreated group, 

while treatment with MSC increased vagal tone. The sympathetic tone did not differ between 

groups. The baroreflex sensitivity to bradycardia was reduced in HF, while the MSC 

prevented this reduction. The interstitial collagen was increased in HF, but not in the group 

treated with MSC. Systolic blood pressure (BP), the mean BP and parameters of BP 

variability: SDNN and LF were reduced in the groups with HF, treated or not with MSC. 

Together, these data demonstrate that MSC therapy reduced the infarct size and interstitial 

fibrosis in the remaining myocardium of the left ventricle. In addition, the cells improved 

cholinergic autonomic modulation of the heart, heart rate variability and baroreflex 

sensitivity. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keywords: Mesenchymal Stem Cell, Heart Failure, Heart Rate Variability, Baroreflex, 

Cardiac Autonomic Tonus. 
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1.1 A INSUFICIÊNCIA CARDÍACA 

 

A insuficiência cardíaca (IC) é uma síndrome complexa que resulta de alteração 

estrutural ou prejuízo funcional do enchimento ou da ejeção de sangue pelos ventrículos 

(TASK FORCE, 2013). 

Nos Estados Unidos, aproximadamente 5,1 milhões de pessoas apresentam 

manifestações clínicas de IC e a prevalência continua a aumentar (GO et al., 2013). O risco de 

desenvolvimento de IC é de 20% para americanos acima dos 40 anos de idade, e de 10 para 

cada 1000, acima dos 65 anos (DJOUSSÉ et al., 2009; ROGER et al., 2011). No Brasil, 

estima-se que a IC acometa cerca de 2 milhões de pessoas, e que 240 mil novos casos são 

diagnosticados anualmente (PLENTZ, 2010). 

A IC é o diagnóstico primário em mais de um milhão de hospitalizações por ano (GO 

et al., 2013). Os custos totais de cuidados com a IC nos EUA excedem 30 bilhões de dólares, 

anualmente, sendo que mais da metade destes custos são gastos com as hospitalizações (GO 

et al., 2013). 

Embora a sobrevivência tenha aumentado nos últimos anos, a taxa de mortalidade para 

a IC permanece, aproximadamente, em 50% 5 anos após o diagnóstico (LEVY et al., 2002; 

ROGER et al., 2004). Quando o paciente não vem a óbito, a IC reduz, significativamente, a 

sua qualidade de vida (HEO et al., 2008; LESMAN-LEEGTE et al., 2009). Assim, a IC pode 

ser considerada um problema de saúde pública mundial. 

A IC consiste de disfunção ventricular com redução da contratilidade miocárdica, do 

débito cardíaco (DC), da reserva cardíaca funcional, perfusão tecidual, e aumento do volume 

diastólico final dos ventrículos (LVEDV) (FELDER et al., 2001; FRANCIS et al., 2001). 

Desta forma, os sinais e sintomas da IC são resultados de intercorrências clínicas do DC 

inadequado, e da ineficiência do retorno venoso (KEMP; CONTE, 2012). 

Devido à inabilidade de bombeamento adequado pelos ventrículos, a IC envolve 

ajustes cardiocirculatórios expressivos; na tentativa de manter adequada perfusão tecidual. 

Dentre eles, são ativados o mecanismo de Frank-Starling, os neuro-hormônios, e o 

remodelamento ventricular (KEMP; CONTE, 2012). 

O mecanismo de Frank-Starling possui papel compensatório significativo no início da 

IC, o qual utiliza a reserva diastólica para tentar aumentar a eficiência sistólica. Porém, 

devido à ineficiência contrátil do coração, este mecanismo é exaurido e o aumento do 

LVEDV (pré-carga) e pressão diastólica final do ventrículo esquerdo (LVEDP) levam à 

congestão pulmonar, redução do DC e dilatação ventricular (KEMP; CONTE, 2012; 
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TIBIRIÇÁ, 2001). 

A ativação neuroendócrina, particularmente a atividade simpática, utiliza a reserva 

sistólica para a manutenção dos parâmetros hemodinâmicos dentro dos limites adequados 

para manter a perfusão apropriada dos tecidos. Assim, dentre as alterações que ocorrem desde 

as fases iniciais da IC observa-se hiperatividade simpática (MANCIA et al., 1992; MARK, 

1995; ZUCKER et al., 1995) combinada com a redução do tônus vagal (OLSHANSKY et al., 

2008; PORTER et al., 1990). 

A ativação simpática tem efeito vasoconstritor, e, também, inotrópico e cronotrópico 

positivos; os quais aumentam o volume sistólico (VS), DC e a resistência vascular, 

restabelecendo os níveis pressóricos sanguíneos e a perfusão tecidual. Embora o aumento do 

tono simpático possa ser benéfico nos estágios iniciais da IC, a manutenção da sua ativação é 

considerada o principal fator responsável pelos efeitos deletérios ao sistema cardiovascular 

(FRANCIS, 1998; ZUCKER et al., 1995). Ressalta-se que o aumento da frequência cardíaca 

(FC), e o consumo elevado de oxigênio pelo miocárdio, deprimem as reservas de substratos 

de alta energia, dificultam a perfusão subendocárdica, com diminuição do limiar de fibrilação, 

e aumentam a incidência de arritmias ventriculares (FRENNEAUX, 2004; ZUCKER et al., 

1995; TIBIRIÇÁ, 2001). Além disso, a simpato-excitação na IC está associada à redução da 

sensibilidade dos reflexos simpato-inibitórios, como o barorreflexo arterial e o reflexo 

cardiopulmonar (THAMES et al., 1993; ZUCKER et al., 1995;); ao aumento da atividade dos 

quimiorreceptores periféricos (LI et al., 2007; SCHULTZ et al., 2007); à elevada 

concentração plasmática de angiotensina II (DIBONA et al., 1995); e, também, à redução na 

síntese de óxido nítrico (FRANCIS, 1998; FRENNEAUX, 2004). É consenso que o grau de 

hiperatividade simpática determina um mau prognóstico de pacientes com IC (KAYE; 

ESLER, 1995). Neste contexto, o controle do tono simpático na IC tem sido exaustivamente 

estudado. 

Por outro lado, uma hipoatividade parassimpática tem sido identificada como fator de 

risco, independente, em pacientes com infarto do miocárdio (IM) (KLEIGER et al., 1987; LA 

ROVERE et al., 1998). O sistema parassimpático possui efeito cronotrópico negativo, o que 

reduz o DC. O controle parassimpático sobre o coração é um processo complexo, o qual, a 

exemplo do controle simpático, envolve componentes centrais e periféricos, incluindo a 

geração de impulsos centrais, sinapses pré- e pós-ganglionares, a síntese e liberação de 

acetilcolina, e hidrólise desta última pela acetilcolinesterase (SHEPHERD; VANHOUTTE, 

1979). A disfunção parassimpática na IC pode ser atribuída às alterações, em um, ou mais, 

destes componentes. Entretanto, pouca atenção tem sido dada ao estudo do sistema 
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autonômico parassimpático na IC. 

O sistema autônomo simpático e a baixa perfusão renal ativam o sistema renina-

angiotensina-aldosterona (SRAA), o qual induz vasoconstrição, retenção de sódio e água, e 

estimula a sede. Assim, aumentam a pré- e pós-carga, ou seja, o LVEDV e a resistência 

periférica, as quais contribuem para a normalização da PA. Este sistema, assim como outros 

mecanismos neuro-hormonais, como as catecolaminas, vasopressina, e os contrarreguladores 

(ANP, BNP, CNP) presentes na IC, também contribuem na tentativa de restabelecer os níveis 

pressóricos e a perfusão tecidual adequada (KEMP; CONTE, 2012). Todavia, em longo 

prazo, a ativação sustentada dos sistemas neuro-hormonal e, também, do sistema citocinérgico 

(TNF-α, IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-18) levam ao remodelamento cardíaco, o qual agrava a 

descompensação cardíaca (GULLESTAD et al., 2012; KEMP; CONTE, 2012; TIBIRIÇÁ, 

2001). 

O remodelamento cardíaco é caracterizado por alterações na forma, tamanho, estrutura 

e função ventricular (CURRY et al., 2000; PFEFFER; BRAUNWALD, 1990). As mudanças 

nos miócitos envolvem alterações no acoplamento excitação-contração, das proteínas do 

citoesqueleto, da expressão do gene da cadeia pesada de miosina e dessensibilização beta-

adrenérgica. As mudanças teciduais envolvem a perda de miócito (por necrose e apoptose), e 

alterações na matriz extracelular, com degradação da matriz e formação de fibrose 

miocárdica. E as alterações na geometria da câmera envolvem a dilatação, aumento da esfera 

e incompetência da válvula mitral (COHN ET AL., 2000; PFEFFER; BRAUNWALD, 1990; 

TIBIRIÇÁ, 2001). Assim, o ventrículo se torna menos elíptico e mais esférico. Estas 

mudanças geométricas, inicialmente, são compensatórias, uma vez que o coração se 

redimensiona para aumentar o VS e DC, apesar da fração de ejeção (FE) reduzida. A 

espessura da parede miocárdica e a massa ventricular aumentam, induzindo, inicialmente, 

maior contratilidade (KEMP; CONTE, 2012). Assim, as mudanças na arquitetura da câmara 

ventricular e a perda de cardiomiócitos promovem sobrecarga no miocárdio viável e induzem 

mecanismos compensatórios, como a hipertrofia ventricular esquerda e a dilatação do VE 

(PETROVIC, 2004; TIBIRIÇÁ, 2001). 

O remodelamento atua, inicialmente, como mecanismo compensatório para manter o 

DC. No entanto, a dilatação e a hipertrofia cardíaca resultam em uma condição de carga e 

tensão na parede ventricular aumentada. Essas alterações, por sua vez, aumentam o gasto 

energético, o qual compromete a contratilidade cardíaca e induz aumento da fibrose tecidual, 

resultando na exacerbação da dilatação e disfunção ventricular (VAN DEN BORNE et al., 

2010; LITWIN et al., 1994). Em longo prazo, o remodelamento aumenta a apoptose e induz 
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dissincronia contrátil no miocárdio ventricular dilatado e remodelado, levando à menor 

eficiência da bomba. Desta forma, o remodelamento cardíaco está relacionado com a 

deterioração do desempenho do VE (KEMP; CONTE, 2012). 

A presença crônica de neuro-hormônios na circulação aumenta as anormalidades 

hemodinâmicas presentes na IC, as quais acentuam o remodelamento cardíaco e a liberação 

dos neuro-hormônios, os quais, por sua vez, agravam a deterioração hemodinâmica. Desta 

forma, cria-se um ciclo vicioso, cujo resultado é a disfunção ventricular progressiva, 

culminando com a morte do indivíduo (KEMP; CONTE, 2012). 

Como o remodelamento na IC é progressivo, e, eventualmente, se torna deletério, a 

maioria das estratégias terapêuticas visam parar, ou reverter, este processo; entretanto, apesar 

dos avanços medicinais, a prevenção e o tratamento do remodelamento ainda permanecem 

como um desafio terapêutico (TASK FORCE, 2013; VRTOVEC et al., 2013). Terapias 

utilizando inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA) e bloqueadores de 

receptores de angiotensina melhoram, modestamente, a qualidade de vida, ou retardam a 

progressão do agravamento desta última na IC (MAJANI et al., 2005). A terapia de 

ressincronização cardíaca e abordagens educacionais e de gestão da doença, têm demonstrado 

resultados positivos; entretanto, um número apreciável de pacientes ainda progride para o 

estágio final da IC sujeito a opções terapêuticas limitadas (CLELAND et al., 2005; INGLIS et 

al., 2010; JOHANSSON et al., 2006; MCALISTER et al., 2004; VRTOVEC et al., 2013). 

Para estes pacientes, as terapias com células-tronco têm sido investigadas como estratégias 

seguras de tratamento, para redução do remodelamento cardíaco (VRTOVEC et al., 2013).  

As estratégias terapêuticas por meio de células-tronco possuem grande potencial 

transformador, para o tratamento e prognóstico da IC, por atingir o problema fundamental da 

doença: a perda de tecido cardíaco; esta terapia induz à regeneração miocárdica 

(SANGANALMATH; BOLLI, 2013). Dentre os tipos de células-tronco, as células-tronco 

mesenquimais (MSC) têm sido amplamente estudadas, e em estágios iniciais, estudos clínicos 

têm mostrado resultados promissores para o reparo e regeneração do tecido cardíaco 

(KARANTALIS; HARE, 2015), dados estes, discutidos ainda nesta sessão. Apesar dos 

efeitos benéficos demonstrados até agora em doenças cardíacas, não há estudo na literatura 

em relação ao efeito das MSCs sobre o desequilíbrio autonômico do sistema cardiovascular. 

Portanto, baseado no potencial terapêutico destas células avaliou-se o efeito das MSCs sobre 

o controle autonômico, a função cardíaca e o remodelamento em ratos com IC. 
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1.2 O MODELO EXPERIMENTAL DE INFARTO DO MIOCÁRDIO 

 

A IC ocorre em diversas doenças cardiovasculares, com destaque para o IM (HE et al., 

2001; LOEHR et al., 2008), sendo este a causa primária de internação em 15% dos pacientes 

com IC (FONAROW et al., 2008). 

Considerando a estreita relação entre o IM e a IC, o conhecimento de processos 

fisiopatológicos após o evento isquêmico e tratamentos que contribuam para a sobrevivência 

após o IM afetam, diretamente, o número de pacientes com IC. Deste modo, modelos de 

oclusão coronariana em animais de experimentação têm sido desenvolvidos. Estes modelos 

têm proporcionado excelentes perspectivas de estudo dos mecanismos fisiopatológicos 

envolvidos no IM e na IC, e as intervenções que possam contribuir para a redução da 

progressão da doença. 

Em 1979 PFEFFER et al. desenvolveram o modelo de ligadura coronária em ratos, o 

qual se tornou o modelo mais utilizado no estudo de IM e IC nas décadas seguintes 

(DOGGRELL; BROWN, 1998; PATTEN; HALL-PORTER, 2009). O desenvolvimento deste 

modelo deu início a uma série de experimentos subclínicos, e triagens clínicas, objetivando o 

teste de fármacos com potenciais terapêuticos no tratamento do IM e IC, a exemplo do 

Captopril, o qual vem sendo utilizado até os dias atuais (PFEFFER, J. M. et al., 1985; 

PFEFFER, M. A. et al., 1985; PFEFFER; BRAUNWALD, 1990; TASK FORCE, 2013). 

A ligadura cirúrgica do ramo descendente anterior da artéria coronária esquerda, em 

ratos, está associada à perda de tecido ventricular, localizada na parede anterolateral do VE, e 

reproduz o infarto transmural do miocárdio (PFEFFER et al., 1979; PFEFFER, M. A. et al., 

1985). Essa perda miocárdica, quando não compensada pelo miocárdio residual, leva à 

disfunção ventricular; o aumento do volume no ventrículo esquerdo é proporcional à extensão 

e ao tempo decorrido pós-IM (PFEFFER et al., 1979; PFEFFER, M. A. et al., 1985; 

PFEFFER; BRAUNWALD, 1990). O infarto transmural resulta numa série de alterações 

complexas, e progressivas, na arquitetura e estrutura ventricular, ou seja, o remodelamento 

cardíaco, o qual afeta a função ventricular e o prognóstico do paciente (PFEFFER; 

BRAUNWALD, 1990). Este modelo simula as causas mais comuns da IC em humanos, e 

permite o sincronismo preciso do evento causador e das mudanças nos sistemas neuro-

humorais e função ventricular esquerda, com a progressão da IC (FRANCIS et al., 2001). 

Desta forma, animais com ligadura da coronária esquerda têm sido bem caracterizados em 

relação às alterações cardíacas, hemodinâmicas e neuro-humorais. 

FRANCIS et al. (2001) estudaram, cronicamente, o desenvolvimento da IC, em ratos, 
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após a ligadura coronariana; e observaram que tanto a função ventricular, como indicadores 

neuro-hormonais, passaram por alterações ao longo de 6 semanas. Os autores demonstraram 

que o LVEDV aumentou, progressivamente, enquanto que o volume sistólico aumentou logo 

após a ligadura, tendo apresentado alterações pouco expressivas (pequena redução) ao longo 

do estudo. A atividade da renina plasmática, vasopressina, peptídeo atrial natriurético (ANP) 

aumentaram a partir da segunda semana, e assim permaneceram até o final do estudo. Entre 6 

e 8 semanas após o IM, os ratos apresentaram aumento da atividade do nervo simpático renal 

e disfunção barorreflexa (FRANCIS et al., 2001). 

Os achados de FRANCIS et al. (2001) confirmam dados da literatura que também 

demonstraram, em ratos submetidos à ligadura coronariana, aumento do LVEDV (ANVERSA 

et al., 1985; LITWIN et al., 1994; MONNET; CHACHQUES, 2005), disfunção barorreflexa 

(DIBONA et al., 1995; KIRCHHEIM et al., 1998; THAMES et al., 1993), hiperatividade do 

nervo simpático renal (DIBONA et al., 1995; ZUCKER; WANG, 1991), e aumento do níveis 

de ANP (HODSMAN et al., 1988; THAMES; SCHMID, 1981). 

A IC em ratos promove, também, hipertrofia do miocárdio remanescente. Assim, estes 

animais apresentam maior peso cardíaco em decorrência da hipertrofia do ventrículo direito 

(FRANCIS et al., 2001; PFEFFER et al., 1979). LITWIN et al. (1994) demonstraram a 

sequência de alterações na geometria do VE em ratos com infarto transmural. Ou seja, 

remodelamento progressivo com adelgaçamento da parede anterior e aumento das dimensões; 

além de disfunção sistólica e diastólica do VE, 1 semana após o IM, com progressão das 

alterações após 6 semanas (LITWIN et al., 1994). Também, mostraram progressiva redução 

da fração de encurtamento e alterações no enchimento diastólico. 

Assim, ratos com 40-50% de lesão após o IM, apresentam alterações funcionais, 

anatômicas, hemodinâmicas, autonômicas e humorais, características da IC (MULDERS; 

ELSNER, 2000), e semelhantes àquela observada em humanos (ANVERSA et al., 1986; 

COHN et al., 1984; DIBONA et al., 1995; ECKBERG et al., 1971a; SWYNGHEDAUW, 

1999). Desta forma, o modelo de IM pela ligadura da artéria coronária descendente esquerda, 

em ratos, é considerado um excelente modelo de estudo da fisiopatologia e tratamento da IC. 

Assim, no presente estudo, utilizou-se do modelo de ligadura coronariana, em ratos, para 

indução da IC, a fim de se estudar os efeitos do tratamento com MSC nas alterações dos 

parâmetros cardiovasculares desta patologia. 
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1.3. A MODULAÇÃO AUTONÔMICA, O BARORREFLEXO E DISFUNÇÕES NA 

INSUFICÊNCIA CARDÍACA. 

 

Os barorreceptores são mecanorreceptores sensíveis à deformação da parede vascular 

(principal mecanismo de ativação), e estão localizados entre as camadas adventícia e média 

do arco aórtico e seios carotídeos, formando uma estrutura sensitiva complexa 

(KIRCHHEIM, 1976; KRIEGER et al., 1982; SALGADO; KRIEGER, 1978). O aumento da 

PA provoca distensão vascular, induzindo deformação nas terminações nervosas. Canais 

iônicos mecanossensíveis localizados nestas estruturas são ativados, causando aumento do 

número de potenciais gerados nos barorreceptores, chegando a atingir um nível máximo de 

descargas (saturação). Quando ocorrem quedas na PA, as terminações barorreceptoras sofrem 

menor deformação e as descargas dos barorreceptores diminuem, até cessar completamente 

(KIRCHHEIM, 1976; KRIEGER et al., 1982; SALGADO; KRIEGER, 1978; AIRES, 2008). 

Na maioria dos animais as aferências barorreceptoras originadas no seio carotídeo 

trafegam pelo nervo carotídeo (nervo de Hering), o qual se une ao nervo glossofaríngeo para 

alcançar o sistema nervoso central (SNC). As aferências barorreceptoras do arco aórtico 

trafegam no nervo depressor aórtico, e, posteriormente, pelo vago para alcançar o SNC. A 

primeira sinapse das aferências barorreceptoras no SNC ocorre no núcleo do trato solitário 

(NTS), de onde neurônios se projetam para dois grupamentos neuronais no tronco cerebral, 

envolvidos na gênese do tono vagal e simpático; são eles: 1) neurônios inibitórios do bulbo 

ventro-lateral caudal (CVLM), que por sua vez se projetam para o bulbo ventro-lateral rostral 

(RVLM) o qual ativa os neurônios pré-ganglionares simpáticos; 2) neurônios localizados no 

núcleo ambíguo (NA) e núcleo dorsal motor do nervo vago (DMV), os quais contêm os 

corpos celulares dos neurônicos pré-ganglionares do sistema nervoso parassimpático 

(CHAPLEAU et al., 1988; KRIEGER et al., 1982). Assim, o barorreflexo consiste do ramo 

aferente, que envia informações relacionadas às alterações da PA para o SNC, o qual, por sua 

vez, integra essas informações e, por meio das vias eferentes - simpática e parassimpática - 

promove ajustes na PA (AIRES, 2008). 

O ramo simpático possui fibras noradrenérgicas distribuídas por todo o coração, com 

ações inotrópica, cronotrópica e dromotrópica positivas, enquanto que nos vasos de 

resistência promove vasoconstrição sistêmica. Essas alterações levam a aumento no DC e 

resistência periférica, causando aumento da PA. O ramo parassimpático possui fibras 

colinérgicas que inervam, essencialmente, os nodos sinoatrial e atrioventricular, e, também, os 

átrios; e assim, modulam o cronotropismo, o dromotropismo, e, em menor grau, o 
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inotropismo negativo. Desta forma, ocorre redução da FC e do DC, com consequente redução 

da PA (DE JONG; RANDALL, 2005; KIRCHHEIM, 1976; KRIEGER et al., 1982). Portanto, 

a ativação dos barorreceptores inibe as descargas simpáticas para os vasos e coração, e 

aumenta a atividade parassimpática, resultando na redução da resistência periférica total e 

DC, e, consequentemente, promovem a redução da PA (KIRCHHEIM, 1976; KRIEGER et 

al., 1982). Por outro lado, queda na PA promove redução da atividade dos barorreceptores, a 

qual induz aumento da atividade simpática para o coração e os vasos, e redução da atividade 

vagal cardíaca, para que a PA retorne aos níveis normais (SHEPHERD; VANHOUTTE, 

1979). Desta forma, a principal função do barorreflexo no controle cardiovascular é manter a 

PA dentro de faixa estreita de variação, em diferentes situações comportamentais 

(CHAPLEAU et al., 1988; KRIEGER et al., 1982). Em níveis normais de PA as descargas 

dos barorreceptores são intermitente, e sincrônicas, com a fase sistólica do pulso arterial. 

Alteração reflexa da FC, em resposta à alteração da PA induzida por drogas 

vasoativas, pode ser uma maneira de se determinar o componente cardíaco do barorreflexo 

(FARAH et al., 1999). A administração intravenosa de fenilefrina eleva, momentaneamente, a 

PA, e as respostas reflexas bradicárdica e vasodilatadora, contribuem de forma apreciável 

para a normalização da PA (AIRES, 2008). Já a administração intravenosa de nitroprussiato 

de sódio leva à queda transitória da PA, enquanto que as respostas reflexas de taquicardia e 

vasoconstrição periférica, prontamente, trazem de volta a PA aos níveis normais (AIRES, 

2008). Desta forma, a sensibilidade do barorreflexo pode ser calculada pelo índice 

barorreflexo, obtido pela razão entre as alterações reflexas da FC e as alterações na PA, em 

resposta à administração intravenosa de fenilefrina e nitroprussiato de sódio (FARAH et al., 

1999). 

Estudos têm demonstrado atenuação do controle barorreflexo sobre a FC em pacientes 

com IC (ECKBERG et al., 1971b; GRASSI et al., 1995; LA ROVERE et al., 2009). 

Alterações do barorreflexo semelhantes às descritas em humanos também são observadas em 

animais de experimentação, como cães e ratos com IC (THAMES et al., 1993). A partir destas 

observações ressalta-se a importância do controle barorreflexo sobre a modulação autonômica 

cardiovascular na IC, uma vez que a via eferente deste reflexo é o sistema nervoso autônomo, 

e tanto a função autonômica quanto o barorreflexo estão alterados na IC. Além disso, admite-

se que a atenuação da sensibilidade do barorreflexo possa ser considerada como fator 

importante no prognóstico de pacientes com IC (CREAGER et al., 1982; NOLAN et al., 

1998). 

A modulação autonômica sobre o sistema cardiovascular pode ser mensurada por 
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métodos estatísticos, como a análise da variabilidade espontânea da PA e FC (TASK FORCE, 

1996; DIAS DA SILVA et al., 2006). Os batimentos cardíacos e os pulsos de PA não são 

regulares, possuem oscilações que correspondem à habilidade do indivíduo em manter os 

parâmetros cardiovasculares em níveis fisiológicos frente a desafios, tais como, ortostatismo, 

exercício físico, estresse mental, sono, alterações hemodinâmicas e metabólicas, bem como 

em compensar disfunções induzidas por diversas patologias (TASK FORCE, 1996; 

MALLIANI, 1999; MONTANO et al., 2009; SWYNGHEDAUW et al., 1997). Em 1981, 

AKSELROD et al. utilizaram um método matemático, a Transformada Rápida de Fourier, 

para medir as flutuações dos intervalos entre cada batimento cardíaco (intervalos RR do 

eletrocardiograma). Estes autores demonstraram que componentes oscilatórios com 

frequências distintas são modulados por ramos distintos do sistema nervoso autônomo. Por 

meio do registro eletrocardiográfico contínuo, aliado a recurso computacional, é possível 

estimar a variabilidade dos intervalos RR por unidade de tempo (domínio do tempo), e 

analisar a frequência de oscilação destes mesmos intervalos RR no domínio da frequência por 

meio da análise espectral. 

A quantificação da variabilidade de um fenômeno oscilatório no domínio do tempo 

pode ser dividida em duas categorias: 1) índices baseados na medida dos intervalos RR, como 

o SDNN, que quantifica o desvio padrão de intervalos RR; 2) índices baseados na 

comparação entre dois intervalos RR adjacentes, como o RMSSD, ou seja, raiz quadrada da 

média do quadrado das diferenças entre intervalos RR normais adjacentes (TASK FORCE, 

1996). A estimulação parassimpática resulta em uma resposta rápida e de curta duração, 

fazendo-se notar já no primeiro ou segundo batimento subsequente; assim, os índices 

baseados na comparação entre a duração de dois ciclos adjacentes, como o RMSSD, refletem, 

predominantemente, o tônus vagal. A estimulação simpática, por sua vez, tarda alguns 

segundos para se manifestar (GREENWOOD et al., 1997). Desta forma, índices baseados na 

medida dos intervalos RR individualmente, como SDNN, representam a variabilidade global 

do fenômeno oscilatório (PA ou FC), e refletem a atividade de ambos, parassimpático e 

simpático (VANDERLEI et al., 2009). 

A quantificação da variabilidade da FC e PA no domínio da frequência (análise 

espectral) permite a identificação, e quantificação, de oscilações rítmicas que podem refletir a 

modulação simpática, ou parassimpática, sobre o sistema cardiovascular (AKSELROD et al., 

1981). Utilizando-se um algoritmo matemático, como a Transformada Rápida de Fourier, o 

sinal pode ser decomposto em componentes de frequência, e quantificar o poder de cada 

componente. Em indivíduos normais, e em animais de experimentação, a análise espectral 
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mostra três ritmos básicos de oscilação: a banda de muito baixa frequência (VLF), de baixa 

frequência (LF) e de alta frequência (HF). Inúmeros estudos têm mostrado que as influências 

simpática e parassimpática, sobre o coração e os vasos, determinam certos padrões de 

variabilidade rítmica de baixa (LF) e alta frequência (HF), respectivamente. Fatores humorais, 

como óxido nítrico, ANP, catecolaminas da adrenal e o SRA, participam da gênese do VLF 

da PA e FC. As oscilações em HF da FC correspondem à modulação vagal sobre o coração, e 

ocorrem na mesma frequência da respiração (AKSELROD et al., 1981; JULIEN et al., 1995). 

Já as oscilações em HF da PA são associadas às flutuações rítmicas do DC ocasionadas pelos 

movimentos respiratórios, os quais alteram a pressão intratorácica e o retorno venoso. Por 

outro lado, as oscilações em LF, tanto da PA quanto da FC, refletem a modulação simpática 

sobre o coração e vasos (AKSELROD et al., 1981; CERUTTI et al., 1991). 

Além dos métodos lineares (análise espectral e domínio do tempo) de estudo da VFC, 

métodos não lineares também têm sido utilizados para descrever a interação fisiológica entre 

o intervalo cardíaco e o sistema nervoso autônomo (TASK FORCE, 1996; (HUIKURI et al., 

2009; PORTA, ALBERTO; TOBALDINI; et al., 2007; VOSS et al., 2009). 

Recentemente, os métodos não lineares têm revelado alterações do intervalo cardíaco 

que não podem ser detectadas pela análise espectral (HUIKURI et al., 2009; PORTA, 

ALBERTO; TOBALDINI; et al., 2007; VOSS et al., 2009). Desta forma, os métodos não 

lineares podem prover informações adicionais sobre o controle autonômico cardíaco em 

pacientes com IC. Dentre os métodos não lineares a Entropia Amostral mede a regularidade 

(normalmente relacionado com o nível de complexidade) das séries temporais do intervalo 

RR (SILVA; MURTA, 2012; RICHMAN; MOORMAN, 2000). A entropia amostral é 

considerada uma ferramenta com potencial para análise de sistemas complexos (SILVA; 

MURTA, 2012), enquanto que a Análise de Flutuação Depurada de Tendências (DFA) 

quantifica as propriedades fractais da escala destas séries temporais nas diferentes escalas de 

tempo (PENG et al., 1995). Tem sido sugerido que propriedades fractais se constituem em um 

princípio organizado para a função e estrutura fisiológica (GOLDBERGER, 1996). Assim, o 

DFA é um dos métodos mais utilizados para demonstrar a diferença da auto similaridade, e as 

correlações de longo prazo das séries temporais em situações fisiológicas e fisiopatológicas 

(GOLDBERGER et al., 2002; PENG et al., 1995). Estes métodos têm sido estudados em 

modelos de IC como preditores de mortalidade (ARZENO et al., 2007; HUIKURI et al., 

2000; SIGNORINI et al., 2006; MÄKIKALLIO et al., 1997). 

Por conseguinte, a análise da VFC (por meio dos intervalos RR) reflete a modulação 

autonômica cardiovascular (função autonômica cardíaca simpática e parassimpática), e tem se 
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revelado de suma importância nos estudos sobre o controle autonômico cardiovascular em 

humanos e animais de experimentação. A utilização desta ferramenta de estudo tem crescido, 

consideravelmente, nos últimos anos, por se tratar de um método não invasivo e que tem se 

mostrado eficaz para o registro dos mecanismos rápidos de controle do sistema 

cardiovascular. 

Além da análise da VFC, o grau de modulação autonômica cardíaca também pode ser 

avaliado pela administração de bloqueadores autonômicos, os quais permitem uma estimativa 

da ação vagal e/ou simpática sobre o coração. O aumento da FC após administração de 

bloqueador do receptor colinérgico muscarínico, como a atropina, indica o tono vagal 

cardíaco; enquanto que a redução da FC observada após a administração de bloqueador β-

adrenérgico, como o propranolol, representa o tono simpático cardíaco. Após a administração 

de ambos bloqueadores autonômicos, a FC observada representa a ritmicidade espontânea 

cardíaca desprovida de qualquer modulação autonômica, a chamada frequência intrínseca de 

marca-passo (FIMP) (CHAPLEAU; SABHARWAL, 2011). 

Logo, o presente estudo avaliou a função autonômica cardiovascular por meio da 

análise da sensibilidade barorreflexa, por métodos lineares (domínio do tempo e da 

frequência) e não lineares (DFA e entropia) da VFC, e pela utilização de bloqueadores 

autonômicos, atropina e propranolol; a fim de se investigar se o tratamento com MSC poderia 

prevenir a atenuação da modulação e tono autonômico, e do controle barorreflexo da FC em 

ratos com IC. Vale ressaltar que nenhum estudo foi encontrado analisando estes parâmetros 

até o presente momento.  

 

1.4. TERAPIA CELULAR E CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS 

 

Nos últimos anos consideráveis avanços têm sido obtidos na tecnologia de 

reconstituição de tecidos lesados utilizando-se células indiferenciadas, pluri- ou 

multipotentes, as chamadas “stem cells” ou células-tronco (DONOVAN; GEARHART, 2001; 

STRAUER; KORNOWSKI, 2003). 

As células-tronco podem ser classificadas de acordo com o potencial de diferenciação, 

e podem ser: 1) totipotentes, sendo capazes de originar os tecidos embrionários e 

extraembrionários, como o zigoto; 2) pluripotentes, ou seja, possuem a capacidade de originar 

todas as células do organismo; estas podem ser de origem embrionária (EVANS; 

KAUFMAN, 1981), derivadas do maciço interno do embrião na fase de blastocisto, ou, mais 

recentemente descritas, as chamadas iPS, formadas a partir de fibroblastos transduzidos com 
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fatores de transcrição (TAKAHASHI; YAMANAKA, 2006); 3) multipotentes, por terem a 

capacidade de diferenciação mais restrita, se diferenciando, principalmente, em células do 

tecido de origem, e participando do processo de regeneração tissular e homeostase tecidual, 

sendo encontradas, praticamente, em todos os tecidos adultos, (ECKFELDT et al., 2005; 

DONOVAN; GEARHART, 2001; KAJSTURA et al., 2008; STRAUER; KORNOWSKI, 

2003). 

A célula-tronco é um tipo singular de célula que tem a capacidade de se auto renovar, 

mantendo o reservatório (“pool”) de células-tronco, e de se diferenciar em múltiplos tipos de 

células especializadas. São requisitadas em qualquer lugar onde exista a necessidade de 

originar células diferenciadas (POULSOM et al., 2002; SELL, 2004; ZUBAIR et al., 2002). 

Até serem recrutadas, permanecem em estado quiescente por longos períodos (HE et al., 

2009). 

Vários estudos têm utilizado as células-tronco do ponto de vista terapêutico. Por 

exemplo, mioblastos esqueléticos (GHOSTINE et al., 2002; SCORSIN et al., 2000; TAYLOR 

et al., 1998), cardiomiócitos derivados de células-tronco embrionárias (HODGSON et al., 

2004, p. 2005; MÉNARD et al., 2005); mais recentemente, cardiomiócitos derivados de iPS 

(MIKI et al., 2012; ZHANG et al., 2014) têm sido testados em animais com lesões cardíacas 

causadas por isquemia. Entretanto, em relação à célula-tronco embrionária e iPS, a utilização 

clínica, até o momento, não é apropriada devido à falta de segurança, já que elas são capazes 

de formar teratocarcinomas, devido ao potencial pluripotente, como demonstrado em animais 

(CAO et al., 2006; LEE et al., 2013; LIU et al., 2013; NUSSBAUM et al., 2007). Também, as 

células embrionárias induzem rejeição de enxerto, por apresentarem antígenos de 

histocompatibilidade (NUSSBAUM et al., 2007). Aspectos éticos devem ser destacados como 

limitações ao uso destas células, uma vez que elas são obtidas de blastocistos. Já os 

mioblastos esqueléticos podem causar arritmias, pelo fato dos mesmos não formarem junções 

comunicantes (gap junctions) apropriadas com os cardiomiócitos residentes (LEOBON et al., 

2003; MIRAGOLI et al., 2007; REINECKE et al., 2000). 

Devido às dúvidas e considerações que ainda carecem de esclarecimentos quanto à 

utilização das células-tronco pluripotentes e mioblastos como terapia, o uso das células-tronco 

adultas tem se tornado bastante promissor. Dentre estas, as derivadas de medula óssea têm 

sido as mais estudadas (PERIN et al., 2003; POULSOM et al., 2002; ZUBAIR et al., 2002). 

Embora o compartimento celular responsável pela formação da medula óssea vermelha seja 

muito complexo, possuindo várias linhagens celulares presentes, dois grupos distintos de 

células-tronco têm sido mais amplamente caracterizados: as células-tronco hematopoiéticas e 
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as células-tronco mesenquimais (MSC) (PERIN et al., 2003; POULSOM et al., 2002; 

ZUBAIR et al., 2002). Ambas se apresentam como bastante promissoras para a regeneração 

tecidual (MEIRELLES; NARDI, 2009; PITTENGER et al., 1999), uma vez que abrem a 

possibilidade da aplicação da plasticidade das mesmas na recuperação de órgãos lesados por 

patologias degenerativas. Elas são obtidas de maneira relativamente fácil, tornando-as 

excelentes candidatas nas terapias regenerativas. 

As MSCs são consideradas como células-tronco adultas de maior potencial para 

aplicação terapêutica por apresentarem alto poder regenerativo, devido, não só à sua enorme 

plasticidade, mas também, e principalmente, pela ampla secreção de fatores que atuam de 

forma parácrina e que, crescentemente, vêm sendo conhecidos (MEIRELLES et al., 2009; 

MEIRELLES; NARDI, 2009; SORDI, 2009). Sua utilização é interessante, também, por 

serem facilmente isoladas, cultivadas, e manipuladas ex vivo. 

As MSCs foram descritas, primeiramente, por FRIEDENSTEIN et al. (1976), os quais 

reportaram o isolamento de células precursoras fibroblastóides, não hematopoiéticas, 

derivadas da medula óssea de camundongos. Mais tarde, CAPLAN (1991) cunhou o termo 

células-tronco mesenquimais, e o acrônimo MSC, para designar esta população celular 

multipotente. Em 2005, foi publicado o posicionamento da Sociedade Internacional de 

Terapia Celular (HORWITZ et al., 2005) relativa à nomenclatura das MSCs. Os autores 

propuseram que as células aderentes ao plástico, até então denominadas células-tronco 

mesenquimais, fossem designadas como células estromais mesenquimais multipotentes, pois 

uma população celular só pode ser considerada constituída inteiramente por células-tronco se 

cada uma das células possuir a capacidade de auto renovação, e diferenciação, em múltiplas 

linhagens. Não há evidências de que cada uma das células que constituem a população de 

MSC cultivada tenha esta capacidade. No entanto, ambas as nomenclaturas ainda são 

utilizadas pela comunidade científica. 

A presença das MSCs na medula óssea é baixa. Estima-se, por meio de ensaios de 

unidade formadora de colônia de fibroblastos (CFU-F), que haja 1 MSC para cada 34.000 

células nucleadas de medula óssea humana (WEXLER et al., 2003). Em medula óssea murina 

foi estimada 1 MSC para cada 11.000 a 27.000 células nucleadas (MEIRELLES; NARDI, 

2003). Porém, é possível aumentar a quantidade de MSC, expandindo-as in vitro. 

Quando administradas in vivo, estas células apresentam a capacidade de enxerto, 

demonstrada tanto em tecidos lesados, como íntegros (ANJOS-AFONSO et al., 2004); e 

também, de diferenciação em células especializadas, como fibras musculares esqueléticas 

(FERRARI et al., 1998), cardiomiócitos (GOJO et al., 2003; LIECHTY et al., 2000), células 
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vasculares (GOJO et al., 2003), e células do SNC (AZIZI et al., 1998; ORTIZ et al., 2003). 

Elas podem se diferenciar em todas as células da linhagem mesodérmica; entretanto, a 

capacidade de se diferenciarem em células de outras linhagens, ainda se apresenta um tanto 

controvertida na literatura. 

Além da capacidade de diferenciação em tipos distintos de células em estágio final, 

uma segunda capacidade funcional tem sido destacada, ou seja, elas secretam amplo espectro 

de macromoléculas bioativas com propriedades imunorregulatórias, pró-angiogênicas, anti-

apoptóticas e antifibróticas (MEIRELLES et al., 2009; MEIRELLES; NARDI, 2009). Assim, 

as MSCs são aptas a estruturar microambientes regenerativos no campo de lesão tecidual, 

quando administradas local, ou sistemicamente (CAPLAN, 2007). Desta forma, o emprego 

das MSCs em terapias regenerativas tem se mostrado muito atrativo, e, consequentemente, 

bastante utilizado pela comunidade científica, sendo considerada um dos tipos de células-

tronco mais fortemente investigado e clinicamente testado (KARANTALIS; HARE, 2015).  

As células circulantes da medula óssea e células precursoras podem migrar para 

órgãos tais como fígado e coração, como mostram os estudos feitos com camundongos 

quiméricos e pacientes (BAYES-GENIS et al., 2007; TEN HOVE et al., 2007). Porém, 

quando lesões crônicas causam danos permanentes, o reparo promovido pelas células-tronco 

endógenas, ou circulantes, pode não ser suficiente para manter a funcionalidade do órgão. 

Além disso, com o avanço da idade há um declínio da população destas células (BALLARD; 

EDELBERG, 2008); e, consequentemente, da capacidade regenerativa de pacientes com 

doenças crônico-degenerativas, justificando a necessidade da aplicação destas células como 

forma de terapia. 

Dentre as doenças crônico-degenerativas passíveis de serem tratadas com as MSCs, as 

doenças cardíacas se classificam, seguramente, dentre as mais estudadas até o momento. 

 

1.5. O INFARTO DO MIOCÁRDIO E CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS 

 

O uso das MSCs como abordagem terapêutica após o IM e na IC tem sido realizado 

tanto em nível experimental: camundongos (BOOMSMA et al., 2007; JIN et al., 2011; LI et 

al., 2010; ORLIC et al., 2001), ratos (DAI et al., 2005; DAVANI et al., 2003; GNECCHI et 

al., 2005, 2006), porcos (FEYGIN et al., 2007; LIM et al., 2006) e cães (HAMANO et al., 

2002; VULLIET et al., 2004); bem como, mais recentemente, em seres humanos, com vários 

estudos em andamento (CHEN et al., 2004; KATRITSIS et al., 2005; GOLPANIAN et al., 

2015; HARE et al., 2009; HELDMAN et al., 2014; MAZHARI; HARE, 2012; MATHIASEN 
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et al., 2012; PERIN et al., 2015). 

Os resultados dos estudos randomizados, duplo-cegos, placebo controlados, e dose-

dependentes em pacientes com cardiomiopatia isquêmica tratados com MSC, autóloga e 

alogênica, demonstraram redução do tamanho do infarto, melhoria da qualidade de vida, da 

geometria ventricular, e da capacidade funcional pelo teste de 6 min de esteira (CHEN et al., 

2006; GOLPANIAN et al., 2015; MAZHARI; HARE, 2012). Outros estudos observaram 

melhora da FE, menor frequência de episódios de taquicardia, e melhor função pulmonar 

(CHEN et al., 2006; DIB et al., 2009; HARE et al., 2009).  

O estudo POSEIDON mostrou que o transplante alogênico não induziu rejeição do 

enxerto e demonstrou ausência de arritmia ventricular e melhora do LVEDV (MAZHARI; 

HARE, 2012). Outros ensaios clínicos também demonstraram segurança na utilização das 

MSCs como terapia para o IM, e nenhum paciente desenvolveu qualquer tipo de tumor 

(CHEN et al., 2006; KATRITSIS et al., 2005; HARE et al., 2009). 

Estudos que avaliaram o transplante de MSC em modelos experimentais de IM 

mostraram: melhora da função cardíaca (BERRY et al., 2006; DAVANI et al., 2003; 

GNECCHI et al., 2006; KRAUSE et al., 2007; LIM et al., 2006; SCHULERI et al., 2008), da 

dilatação ventricular esquerda (BERRY et al., 2006), aumento da densidade vascular 

(DAVANI et al., 2003; JIANG et al., 2006; NAGAYA et al., 2004; TOMITA et al., 2002), da 

massa da parede ventricular (SMITS et al., 2005); redução da área de cicatrização (KOCHER 

et al., 2001; TOMITA et al., 1999), e aumento da densidade da cicatrização (SHAKE et al., 

2002; TOMITA et al., 1999), aumento da mobilidade da parede regional (MAKINO et al., 

1999), LVEDP (HU et al., 2007; NAGAYA et al., 2004), +dp/dt e -dp/dt (BERRY et al., 

2006; LI et al., 2010; ORLIC et al., 2001), e fração de encurtamento (HU et al., 2007; 

KRAUSE et al., 2007; NAGAYA et al., 2004; PIAO et al., 2005). FEYGIN et al. (2007) 

demonstraram que o transplante de MSC, no modelo de IM em porco, melhorou o 

desempenho contrátil do miocárdio e reduziu o estresse da parede sistólica, resultando em 

significativa melhora bioenergética por mecanismos parácrinos de reparo. Outros trabalhos 

também mostraram melhora da contratilidade cardíaca (BOOMSMA et al., 2007; LI et al., 

2010). Assim, as MSCs possuem grande potencial de aplicação clínica para promover a 

melhora da função inotrópica (ORLIC et al., 2001; SHAKE et al., 2002; TOMITA et al., 

1999). 

Estudo realizado por PAK et al. (2003) demonstrou que a administração de MSC de 

medula óssea, em corações infartados de porcos, resultou no aumento da inervação cardíaca, 

tanto nos átrios como nos ventrículos; e, também, na densidade da inervação simpática atrial 
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após 2 meses do tratamento. Usando anticorpos anti-tirosina hidroxilase (TH) eles 

encontraram alta densidade de nervos TH+ nos animais tratados com MSC, em comparação 

ao grupo tratado com meio de cultura. Outro estudo revelou que o transplante de MSC 

humana expressou maior nível de RNAm de fator β de crescimento neural em fibras 

simpáticas TH+ (KIM et al., 2010). Como o desenvolvimento de inervação cardíaca pode ter 

um papel significativo no reparo do miocárdio após o transplante de MSC, este assunto requer 

investigações mais profundas (WEN et al., 2011). 

Apesar de todos os efeitos benéficos até agora demonstrados pelo transplante de MSC 

no IM, as evidências de aumento da inervação simpática indicam a necessidade de estudos 

mais acurados, especialmente relacionados com a modulação autonômica no coração. 

Estudos avaliando a modulação autonômica cardíaca pós-transplantes de MSC são 

fundamentais para a segurança da utilização destas células em terapias celulares como forma 

de tratamento de várias patologias, especialmente o IM e IC. Além disso, os estudos da 

modulação autonômica cardíaca envolvendo o transplante de MSC em modelos de IC se 

apresentam como bastante oportunos, uma vez que estudos clínicos já se encontram em 

andamento. Até o presente momento, o exame acurado da literatura pertinente mostra que 

nenhum trabalho foi realizado visando a avaliação do tono autonômico, balanço 

simpatovagal, a variabilidade da FC e PA, e a sensibilidade do barorreflexo, quer em 

pacientes, quer em modelos experimentais de IC tratados com MSC. 

Em síntese, o presente estudo teve por objetivo examinar na IC, utilizando o modelo 

experimental de IM em ratos, o efeito da administração de MSC sobre: o tono autonômico 

cardíaco, obtido pela administração de bloqueadores autonômicos, atropina e propranolol; a 

variabilidade de parâmetros cardiocirculatórios (PA e FC), por métodos lineares (no domínio 

do tempo e da frequência) e não lineares (Entropia e DFA); o controle barorreflexo da FC; a 

função e o remodelamento cardíaco. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

2. OBJETIVOS 
 

 

 

 

 



                                                                                                                              Objetivos 

 

43 

Avaliar em ratos com insuficiência cardíaca induzida por infarto do miocárdio o efeito 

do transplante das células-tronco mesenquimais sobre: 

 

1. Tono autonômico cardíaco, avaliado pela administração de bloqueadores autonômicos, 

atropina e propranolol; 

2. Variabilidade da frequência cardíaca, avaliada por métodos lineares no domínio do 

tempo e da frequência (análise espectral), e não lineares (DFA e Entropia); 

3. Variabilidade da pressão arterial no domínio do tempo e da frequência (análise 

espectral); 

4. Sensibilidade do barorreflexo, por meio do índice de sensibilidade do baroreflex 

cardíaco, determinado pela razão entre as alterações reflexas da FC e as alterações na PA; 

* Os itens 1, 2, 3 e 4 foram estudados em animais acordados. 

5. Atividade elétrica cardíaca por meio da eletrocardiografia; 

6. Extensão do infarto do miocárdio, por meio de avaliação por aquisição de imagens de 

tomografia computadorizada por emissão de fóton único (SPECT-Sestamib-Tc99m) e 

histológica; 

7. Remodelamento cardíaco, pelo acúmulo de colágeno e hipertrofia cardíaca; 

8. Função cardíaca, por meio da Ventriculografia Radioisotópica. 
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Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, adultos (220-360g), fornecidos pelo 

Biotério Central da Prefeitura do Campus de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo. 

Foram utilizados, também, ratos Wistar machos de 200g como doadores das MSCs. Durante o 

estudo os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Fisiologia da FMRP/USP, 

em caixas individuais, com livre acesso à água e ração, e ciclo claro-escuro de 12 horas. Os 

protocolos experimentais estão de acordo com os Princípios Éticos na Experimentação 

Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA), e foram 

aprovados pela Comissão de Ética em Experimentação Animal (CETEA) da FMRP (nº 

protocolo no. 034/2012). 

 

3.1. DESENHO EXPERIMENTAL 

 

 
FIGURA 1. Diagrama do Protocolo Experimental para avaliação da função cardíaca e 

hemodinâmica, antes e após o transplante das MSCs. 

 

3.2. ISOLAMENTO DE MSC DA MEDULA ÓSSEA 

 

As MSCs foram obtidas, e isoladas, da medula óssea. Para isso, os animais foram 

rapidamente anestesiados pela inalação de isoflurano (Isothane, Baxter, bater Healthcare of 

Puerto Rico, Guayama, Puerto Rico, EUA), e sacrificados por deslocamento cervical. Logo a 

seguir, os dois fêmures, as duas tíbias e os dois úmeros, de cada animal, foram removidos, 

limpos, e colocados em placa com PBS-EDTA (pH = 7,2), sobre o gelo. Utilizando-se uma 

capela de fluxo laminar tipo 2-A, as epífises ósseas foram removidas, e as metáfises colocadas 

dentro de ponteiras plásticas estéreis. O conjunto foi introduzido em tubo falcon de 50 mL, e 

centrifugado, por 3 minutos, a 400 g. A medula óssea obtida foi ressuspensa em PBS-EDTA 

(pH = 7,2), e filtrada em Millipore® de 100 µm (Millipore, Billerica, MA, EUA). O filtrado foi 

colocado sobre uma camada de Ficoll-Hypaque (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO, 
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EUA), e submetido à centrifugação a 400 g durante 40 minutos, de modo a se obter uma 

fração isolada de células mononucleares de medula óssea. Esta fração foi submetida a 

lavagens com PBS-EDTA, seguidas de centrifugação a 200 g, por 10 minutos, e ressuspensa 

em meio completo, composto por DMEM (Life Tecnologies, Carlsbad, CA, EUA) contendo 

10% de soro bovino fetal (Life Tecnologies) e 1% penicilina/estreptomicina (Life 

Tecnologies). As células foram plaqueadas em garrafas de poliestireno para cultura de 75 cm2 

(Sarstedt Inc, Princeton, NJ, EUA) na densidade de 4 x105 células/cm2. Os frascos de cultura 

foram, então, colocados em estufa a 37ºC com 5% CO2. Após 72 horas do plaqueamento foi 

realizada a primeira troca do meio de cultura, desprezando-se as células que não aderiram à 

superfície plástica das garrafas. As trocas do meio de cultura foram realizadas a cada 3-4 dias. 

As células obtidas a partir do isolamento, plaqueadas, foram consideradas como 

passagem P0, e a cada replaqueamento as células avançavam uma passagem, prosseguindo 

para P1, depois para P2, e assim sucessivamente. Todos os procedimentos realizados 

utilizaram as MSCs na passagem P3. 

 

3.3. REPLAQUEAMENTO DE MSC 

 

Os frascos de cultura cujas MSCs atingiram confluência de 80-90% foram submetidos 

ao replaqueamento. Este, consistiu de remoção do meio de cultura, lavagem da superfície 

celular do frasco com PBS-EDTA (pH = 7,2), aplicação de tripsina-EDTA 0,25% (Life 

Tecnologies), na proporção de 0,02mL/cm2, por 3 minutos, e neutralização de 3x o volume de 

tripsina–EDTA com meio completo. A seguir, as células obtidas foram centrifugadas a 200 g 

durante 10 minutos, ressuspensas em meio de cultura e, novamente, replaqueadas na 

densidade aproximada de 2x104 células/cm2. A seguir, os frascos de cultura foram re-

armazenados na incubadora. 

 

3.4. CARACTERIZAÇÃO DE MSC 

 

As MSCs foram caracterizadas segundo critérios estabelecidos pela Sociedade 

Internacional de Terapia Celular (DOMINICI et al., 2006; HORWITZ et al., 2005). Portanto, 

foi realizada a imunofenotipagem das células em cultura, indução de diferenciação, e análise 

morfológica da cultura, conforme a descrição a seguir. 
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3.4.1. IMUNOFENOTIPAGEM  

 

A imunofenotipagem das MSCs foi realizada no Laboratório de Citometria de Fluxo 

do Hemocentro de Ribeirão Preto (SP). Para isso, alíquotas de 100 µL de MSCs a 1x106 

células/mL, em P3, foram incubadas por 15 minutos à temperatura ambiente e ao abrigo da 

luz, com 1 µL de anticorpos monoclonais ou isotipos controles diretamente conjugados a 

fluorocromo (ficoeritrina (PE) ou isotiocianato de fluoresceína (FITC). Foram feitas 

marcações simples utilizando anticorpos monoclonais para os seguintes marcadores: CD11b 

(BD Bioscience, Franklin Lakes, NJ, EUA, catálogo no. 554862), CD31 (BD, catálogo no. 

555027), CD44 (BD, catálogo no.  550974), CD45 (BD, catálogo no. 554878) e CD90 (BD, 

catálogo no. 554894) e CD29 (BD, catálogo no. 555005). Após a incubação foi acrescentado 

1 mL de PBS e as células foram centrifugadas por 5 min a 350 g. Em seguida, as mesmas 

foram ressuspensas em 200 µL de PBS e analisadas, imediatamente, no citômetro de fluxo 

FACSCalibur 4C (Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, EUA). Foram 

adquiridos 20.000 eventos por amostra. As análises foram realizadas utilizando-se o software 

CellQuest (BD). Os eventos da gate de células viáveis (R1) foram representados por um 

histograma de fluorescência 2 (FL2, PE – ficoeritrina e FL3, FITC – isotiocianato de 

fluoresceína) com os parâmetros de tamanho (FSC) por granularidade (SSC) celular. 

 

3.4.2. DIFERENCIAÇÃO CELULAR 

 

As MSCs em cultura foram estimuladas, mediante protocolo específico, a se 

diferenciarem em osteoblastos e adipócitos. 

 

3.4.2.1. Diferenciação Osteogênica 

 

Para a indução de diferenciação osteogênica, as MSCs na terceira passagem foram 

plaqueadas em placas de cultura contendo 06 poços, em uma densidade de 3x103 células/cm2. 

Dois dias após o plaqueamento, o meio completo foi substituído por meio de indução 

osteogênico, constituído por meio completo acrescido de 100 ηM de dexametasona (Sigma), 

50 µM ascorbato-2-fosfato (Sigma) e 10 mM de glicerol-fosfato (Sigma). O meio de indução 

osteogênica foi substituído, a cada 3-4 dias, e no 20º dia foi feita a análise da diferenciação. 

A análise da diferenciação constituiu de remoção do meio de indução osteogênica, 
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fixação das células na placa por meio da utilização de Paraformaldeído 4% (PFA; Sigma), por 

20 minutos, seguido pela aplicação, por 5 minutos, do corante Alizarin Red S (Sigma) em pH 

4,1, o qual cora, em vermelho, a matriz extracelular mineralizada enriquecida de cálcio. As 

MSCs cultivadas em meio completo, sem indutores de diferenciação osteogênica, foram 

submetidas ao mesmo protocolo de coloração, e serviram como controle da diferenciação. 

Cada poço da placa foi fotografado em microscópio invertido com câmera acoplada (Axioskop 

2 Plus, Zeiss, Carl Zeiss, Alemanha). 

 

3.4.2.2. Diferenciação Adipogênica 

 

Para a indução de diferenciação adipogênica, as MSCs na terceira passagem foram 

plaqueadas em placas de cultura contendo 6 poços, em uma densidade de 2x104 células/cm2, e 

cultivadas até próximo da confluência de 100%. A seguir, o meio completo foi substituído por 

meio de indução adipogênico, constituído por meio completo acrescido de 100 µM de 

indometacina (Sigma) e 0,5 mM de isobutilmetilxantina (IBMX; Sigma). Após as gotículas 

lipídicas começarem a aparecer, foi acrescentado no meio 1 µM de dexametasona (Sigma) e 

10 µg/mL de insulina (Sigma). 

Após 3 semanas, foi realizada a análise da diferenciação. Esta consistiu da remoção do 

meio de indução adipogênica, fixação das células na placa, por meio da utilização de PFA 4% 

por 60 minutos, aplicação do corante Oil Red O (Sigma), por 5 minutos, para coloração dos 

vacúolos lipídicos, e aplicação do corante Hematoxilina de Harris, por 2 min, para corar o 

núcleo. As MSCs cultivadas em meio completo, sem indutores de diferenciação adipogênica, 

foram submetidas ao mesmo protocolo de coloração, e serviram como controle da 

diferenciação. Cada poço foi fotografado em microscópio invertido com câmera acoplada 

(Axioskop 2 Plus, Zeiss, Carl Zeiss, Alemanha). 

 

3.5. INFARTO DO MIOCÁRDIO 

 

A IC foi induzida pelo infarto do miocárdio (IM), como descrito por Pfeffer et al. 

(1979). Para isso, os animais foram anestesiados com ketamina (50 mg/kg, ip, União Química 

Farmacêutica Nacional S/A, Embu-Guaçu, SP) e xilazina (10 mg/kg, ip, União Química 

Farmacêutica Nacional S/A, Embu-Guaçu, SP), e submetidos à intubação orotraqueal para 

ventilação mecânica (Advanced Safety Ventilator, Harvard Apparatus, MA1 55-7059, 

Holliston, MA, EUA). Uma toracotomia esquerda, por incisão no terceiro espaço intercostal, 
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foi feita para expor o coração. O pericárdio foi aberto, o coração exposto, e o ramo 

descendente anterior da artéria coronária esquerda foi identificado, para, então, ser ligado com 

um fio de poliéster (4-0, Ethicon, São José dos Campos, SP), entre o fluxo arterial pulmonar e 

o átrio esquerdo. Em seguida, o tórax foi fechado. Ratos controles foram submetidos à 

cirurgia fictícia para o IM, ou seja, passaram por procedimentos semelhantes aos descritos 

acima, com exceção da ligadura da artéria coronária. Logo em seguida à cirurgia, o animal foi 

implantado com cateter de polietileno (PE-10/PE-50, Intramedic, Becton Dickinson and 

Company, Sparks, MD, EUA) na veia jugular esquerda. Ao final do procedimento o rato 

recebeu 0,7 mL/kg de peso corporal das seguintes: cloridrato de lidocaína 2% (Hipolabor, 

Belo Horizonte, MG, Brasil), por sua propriedade antiarrítmica, e de Pentabiótico Veterinário 

para animais de pequeno porte (Fort Dodge Saúde Animal, Campinas, SP, Brasil) para se 

prevenir infecções pós-operatória. 

Dentre os animais submetidos ao IM foram selecionados, para estudo, apenas aqueles 

que apresentaram defeito de perfusão maior ou igual a 40%, determinado pela análise de 

imagem cintilográfica SPECT-Sestamibi-Tc99m (Tomografia computadorizada por emissão 

de fóton único) descrita a seguir. 

Após uma semana do IM, os animais receberam o transplante de MSC ou salina, e 

foram divididos nos seguintes grupos experimentais: 

A) Insuficiência Cardíaca (IC) + Salina; 

B) Insuficiência Cardíaca (IC) + MSC; 

C) SHAM + Salina 

Os animais foram acompanhados durante cinco semanas após a indução do IM (ou 

cirurgia fictícia), pesados e submetidos ao protocolo experimental apresentado a seguir. Ao 

final, os animais foram sacrificados com uma sobredose de anestésico, e os corações 

removidos, pesados, e submetidos ao processamento histológico. 

 

3.6. CINTILOGRAFIA DE PERFUSÃO MIOCÁRDICA COM SPECT-SESTAMIBI-

TC99M (TOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA POR EMISSÃO DE FÓTON 

ÚNICO) 

 

Dois a três dias após a cirurgia da ligadura coronariana, a extensão da área infartada 

foi mensurada pela cintilografia de perfusão do miocárdio (SPECT: single photon emission 

computed tomography) conforme a técnica desenvolvida por MEJIA et al. (2010). Sob 

anestesia inalatória do isoflurano (Isothane, Baxter, bater Healthcare of Puerto Rico, 
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Guayama, Puerto Rico, EUA: 5% para indução e 0,5 a 1,5% para manutenção) os ratos 

receberam 555 mBq de Sestamibi-Tc99m (CardioliteR, Lantheus Medical Imaging, North 

Billerica, MA, EUA; e Piro-Tec, IPEN, SP, Brasil) pela veia jugular, ou peniana, e, após 90 

minutos, foram colocados em um contensor cilíndrico, motorizado, e acoplado a um 

colimador do tipo "pinhole" adaptado a uma gama-câmara de uso clínico (DST - SMV 

America, Twinsburg OH, EUA). As imagens foram adquiridas entre duas aquisições planares 

em órbita circunferencial, 30 segundos por projeção, 40 projeções igualmente espaçadas em 

360 graus. As projeções foram registradas em matriz de 128 x 128 elementos, e cada 

elemento com uma área de 3,4 x 3,4 mm. O fator de magnificação foi fixado em 6,3 para 

todos os experimentos, correspondendo a uma dimensão lateral do volume do objeto de 0,54 

mm. As imagens foram processadas por um programa computacional especificamente 

desenvolvido para esta finalidade (MEJIA et al., 2010). Animais com defeito de perfusão 

inferior a 40% foram descartados dos grupos. 

 

3.7. VENTRICULOGRAFIA RADIOISOTÓPICA 

 

Para análise da função ventricular foram realizadas duas avaliações ventriculográficas: 

a primeira realizada 5-6 dias após a realização do exame com o SPECT, e a segunda, um mês 

após o transplante. Todos os animais foram anestesiados com isoflurano (conforme descrito 

na sessão anterior), e receberam injeção de 75 µg de pirofosfato de sódio (Piro-Tec; IPEN) na 

veia peniana. A seguir, os animais foram mantidos em repouso, por 15 minutos, com 

ventilação espontânea em ar ambiente. Após esse intervalo, os animais foram anestesiados, 

novamente, receberam nova injeção na veia peniana de 555 mBq de pertecnetato de 

Tecnécio99m (IPEN) e foram levados à gama-câmara e posicionados em decúbito dorsal 

abaixo do detector. Foram implantados quatro eletrodos na hipoderme, posicionados nos 

quatro membros, para monitorização eletrocardiográfica. 

A ventriculografia radioisotópica foi realizada utilizando-se uma gama-câmara de uso 

clínico (DST - SMV America, Twinsburg, OH, EUA) equipada com um colimador “pinhole” 

de abertura de 1,5 mm. Foram obtidas imagens em formato  Word, matrizes de 64 x 64 pixels, 

sincronizadas com ECG, com janela de aceitação de 40% em torno do valor médio da duração 

do QRS, e 32 quadros por ciclo cardíaco. Foram adquiridos 200 quilocontagens por quadro. A 

janela de energia simétrica de 20% foi centrada no fotopico de energia do Tc99m de 140 KeV. 

O tempo aproximado de aquisição foi de 10 a 15 min. 

Para o processamento das imagens foi utilizado software comercialmente disponível 
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(planar Gated blood Pool, SMV America) em estação de trabalho dedicada. Após a detecção 

semiautomática das bordas do ventrículo esquerdo, com auxílio das imagens paramétricas de 

fase e de amplitude de variação de contagens, uma curva de tempo versus atividade foi 

gerada. A partir da curva foi calculada a fração de ejeção do ventrículo esquerdo (FEVE), 

expressa em valores percentuais (%), definida como a diferença entre os valores corrigidos 

para a radiação de fundo das contagens diastólicas e sistólicas finais, divididas pelo valor das 

contagens diastólicas finais. 

 

3.8. ADMINISTRAÇÃO INTRAVENOSA DE MSC NOS ANIMAIS 

 

A administração única das MSCs da medula óssea na passagem P3 foi efetivada uma 

semana após a indução do IM em ratos Wistar, pela veia jugular, a qual havia sido 

cateterizada no dia da cirurgia de IM. A quantidade de células injetadas para cada animal foi 

de 2x106. Para analisar a migração das células para o coração, inicialmente as MSCs foram 

marcadas com o corante fluorescente de membrana (CM-Dil, Molecular Probes, EUA). Para 

tal procedimento, a suspensão celular foi incubada com 20 mM do corante, por 5 minutos a 

37oC, e 15 min a 4oC conforme especificações do fabricante (Molecular Probes, EUA). As 

células marcadas foram submetidas à lavagem (centrifugação a 200 g por 10 minutos a 4 ºC), 

filtradas com Millipore® de 70 µm, e subsequente ressuspensão em solução salina num total 

de 8x106 células/mL. A seguir, as células foram injetadas i.v. em um volume de 250 µL por 

animal. 

 

3.9. AVALIAÇÃO FUNCIONAL E MORFOLÓGICA APÓS O TRANSPLANTE DE 

MSC 

 

Após 30 dias do transplante das MSCs, ou injeção de salina, os animais submetidos ao 

IM (ou ao IM fictício) foram avaliados de acordo com a descrição que se segue. 

 

3.9.1. VENTRICULOGRAFIA RADIOISOTÓPICA 

 

Foi repetido o exame de ventriculografia radioisotópica, conforme descrito acima. 

 

3.9.2. REGISTRO ELETROCARDIOGRÁFICO E IMPLANTE DE ELETRODOS 
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Para avaliar as repercussões funcionais elétricas cardíacas, após anestesiar os animais 

com isoflurano, eletrodos foram inseridos no subcutâneo dos quatro membros, de modo a 

registrar as seis derivações eletrocardiográficas do plano frontal (D1, D2, D3, aVR, aVL e 

aVF), e na parede anterolateral do tórax, de modo a registrar seis derivações 

eletrocardiográficas no plano transverso (Derivações precordiais: V1, V2, V3, V4, V5 e V6). 

Os eletrodos foram conectados a um amplificador diferencial (CL-6 615422-1, Gould 

Instruments Systems, Inc., OH, EUA) para registro do ECG, tendo sido coletados 15 a 20 

batimentos, continuamente, para cada derivação, amostrados em 2 kHz, em microcomputador 

equipado com interface analógico-digital (DI-220 Dataq System, Akron OH, EUA).  

As seguintes variáveis do eletrocardiograma (ECG) foram analisadas: a) duração do 

intervalo RR (iRR); b) duração da onda P (dP); c) duração do intervalo PR (iPR); d) duração 

do complexo QRS (QRS); e) duração do intervalo QT (iQT); f) duração do intervalo QT 

corrigido segundo a equação de Bazett [iQTc = iQT/raiz(iRR)]. 

Logo após o registro das 12 derivações do ECG, ainda sob anestesia inalatória, os 

animais sofreram implantes de eletrodos subcutâneos formando uma derivação 

eletrocardiográfica semelhante à derivação I de Einthoven, para consecução do registro de 

ECG nos animais acordados. As extremidades dos fios dos eletrodos foram exteriorizadas e 

fixadas na região dorsal. 

 

3.9.3. VARIABILIDADE DA FREQUÊNCIA CARDÍACA E TONO AUTONÔMICO 

CARDÍACO 

 

Após 48h do implante dos eletrodos estes foram conectados a um amplificador de 

ECG (8811A, Bioelectric Amplifier, Hewlett Packard, EUA; ou ML224, ADInstruments, 

Sidney, Austrália) conectado a uma interface analógico-digital (DI-220 Dataq Instruments, 

Akron, OH, EUA; ou ML866, ADInstruments) e acoplada em um microcomputador IBM/PC. 

Para a determinação da FC o ECG basal foi registrado durante 2 horas, e, no dia seguinte, 

durante mais 2 horas. 

Para a determinação do balanço autonômico cardíaco os animais receberam 

bloqueadores de receptores autonômicos: metil-atropina (1 mg/kg, i.v., Sigma) e, após 15 

minutos, propranolol (2 mg/kg, i.v., Sigma), após o registro basal. No dia seguinte, os animais 

receberam a administração dos bloqueadores autonômicos na ordem inversa, ou seja, o 

propranolol foi administrado antes da atropina, após o registro basal. 
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3.9.4. VARIABILIDADE DA PRESSÃO ARTERIAL E SENSIBILIDADE DO 

BARORREFLEXO 

 

Após o segundo registro eletrocardiográfico, os ratos foram anestesiados com 

isoflurano e tiveram implantados cateteres de polietileno (PE-10/PE-50, Intramedic, Becton 

Dickinson and Company, Sparks, MD, EUA) na artéria e veia femorais, cujas extremidades 

foram exteriorizadas na região dorsal do pescoço, para registro da PA e administração de 

drogas, respectivamente. Após 24h, o cateter arterial foi acoplado a um transdutor de pressão 

(Statham, modelo P23XL, Valley View, OH, EUA; ou MLT0380/D, ADInstruments), e 

conectado a um amplificador (CL-6 615422-1, Gould Instruments Systems Inc.; ou ML224, 

ADInstruments). A PA foi registrada (1 kHz) durante 1 hora, em microcomputador equipado 

com interface de conversão analógico/digital (DI-220, Dataq Instruments; ou ML866, 

ADInstruments). Após o registro basal da PA foram administrados: fenilefrina (2 µg/kg, iv, 

Sigma) e nitroprussiato de sódio (16 µg/kg, iv, Sigma), nesta ordem, para análise da 

sensibilidade do barorreflexo. 

Após os procedimentos descritos acima, os ratos foram pesados e anestesiados com 

Thiopentax (40 mg/kg, i.p., Cristália, Itapira, SP). Em seguida, a cavidade torácica foi aberta 

expondo o coração ainda pulsando. Os corações foram, então, removidos, banhados em 

solução salina (NaCl 0,9%), e pesados para o cálculo do índice de peso cardíaco (fórmula 

abaixo). Em seguida, os corações foram seccionados por dois cortes transversais, na porção 

médio-ventricular. Os fragmentos da porção médio-ventricular dos corações foram fixados 

em formaldeído e posteriormente submetidos ao processamento histológico. A porção 

superior-ventricular foi congelada em Tissue-tek® e processada para análise da migração das 

MSCs. 

 

 
 

 

3.9.5. PROCESSAMENTO HISTOLÓGICO DO CORAÇÃO 

 

Cortes histológicos dos corações fixados em formaldeído 10%, e embebidos em 

parafina, foram cortados em secções de 7 µm e coradas por hematoxilina e eosina (HE) e por 
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Picrosirius. As lâminas coradas por HE foram utilizadas na determinação da área infartada e 

análise morfométrica, enquanto as lâminas coradas com Picrosirius o foram para 

quantificação de colágeno. 

A avaliação da área comprometida pelo infarto e as espessuras no VE foram 

mensuradas utilizando o software de domínio público “Image J” (desenvolvido pelo National 

Institutes of Health, disponível em http://rsb.info.nih.gov/nih-image/). A extensão do infarto 

foi determinada pela divisão do comprimento da área infartada pelo comprimento total do VE 

e expressa como porcentagem. Para determinar a espessura mínima da região infartada foi 

calculada a média de 3 medidas mínimas na região cicatrizada. 

A análise morfométrica do diâmetro dos cardiomiócitos e a quantificação relativa de 

colágeno foram realizadas utilizando o programa Leica Qwin (Leica Imaging Systems Ltd, 

Cambridge, Inglaterra) em conjunto com um microscópio Leica (DMR, Leica Microsystems 

Wetzlar GmbH, Wetzlar, Inglaterra), videocâmara (DC300F, Leica Microsystems AG, 

Heerbrugg, Suiça) e um computador on-line. O aumento utilizado para o estudo foi de 400x. 

Para a determinação da hipertrofia, foram realizadas, por animal, aproximadamente 110 

medidas nos miócitos que se apresentavam em disposição longitudinal, distribuídos por toda a 

circunferência septal; e obtido um valor médio por animal. A quantidade relativa de colágeno 

foi avaliada, morfometricamente, nas lâminas coradas com Picrosirius e foram medidos 15 

campos por animais, selecionados aleatoriamente. 

Para análise da migração das MSCs para o coração, o tecido cardíaco coletado 

congelado foi cortado em criostato em secções com espessura de 30 µm e analisados em 

microscopia de fluorescência (DM5500 B, Leica Microsystems).  

 

3.10. ANÁLISE DOS DADOS 

 

Os registros de ECG e PA foram processados por programa computacional específico 

(LabChart 7 Pro, ADInstruments, Bella Vista, Austrália), e, então, geradas séries temporais, 

batimento a batimento, do iRR, FC, PAS e PAM. 

O tono simpático e o tono vagal sobre a FC foram determinados pelo bloqueio 

autonômico produzido pela injeção de propranolol e metil-atropina, respectivamente. A 

diferença entre a bradicardia registrada após 15 min da administração do propranolol e a FC 

basal, foi considerada como tono simpático cardíaco. Já a diferença entre a taquicardia 

registrada após 15 minutos da administração de metil-atropina e a FC basal, foi considerada 

como tono vagal cardíaco. Os valores da FC obtidos ao final do duplo bloqueio farmacológico 
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com a metil-atropina e propranolol foram considerados como a frequência cardíaca intrínseca 

de marca-passo (FIMP), ou seja, a frequência de auto despolarização do nodo sinoatrial, livre 

da influência do sistema nervoso autônomo. 

As respostas de bradicardia, ou taquicardia, reflexas induzidas, respectivamente, pelo 

aumento da PA causado pela fenilefrina, e pela queda da PA produzida pelo nitroprussiato de 

sódio, foram utilizadas para o cálculo do índice de sensibilidade do barorreflexo cardíaco, 

determinado pela razão entre as alterações reflexas da FC e as alterações na PA 

(ΔFC/ΔPAM). 

A análise da variabilidade no domínio da frequência para o iRR, e no domínio do 

tempo e da frequência para a PAS, foi realizada por um programa computacional específico 

desenvolvido em nosso laboratório (CardioSeries v2.4 – http://www.danielpenteado.com). 

Foram utilizados trechos das séries com valores de iRR e PAS do período basal de registro, 

com 15 minutos de duração, onde os valores se mantiveram dentro de relativa 

estacionariedade. Os valores foram reamostrados em 10 Hz (1 valor a cada 100 ms) por 

interpolação cúbica do tipo spline, para regularização do intervalo de tempo entre batimentos. 

As séries com 15 minutos, ou seja, 9001 valores interpolados de intervalo cardíaco foram 

divididas em 34 segmentos, com 512 valores cada, com sobreposição de 50 % (Protocolo de 

Welch). 

A estacionariedade dos valores de cada segmento foi examinada visualmente, e 

aqueles segmentos com artefatos, ou transientes, foram excluídos. Cada segmento 

estacionário foi submetido à análise espectral pela Transformada Rápida de Fourier (FFT), 

após janelamento do tipo Hanning. Os espectros de intervalo cardíaco foram integrados em 

bandas de baixa (LF: 0,20 – 0,75 Hz) e alta frequência (HF: 0,75 – 3,00 Hz). 

As médias das potências dos espectros, em ambas as bandas de frequência (LF e HF), 

foram utilizadas para expressar a potência de LF e HF do espectro do iRR e PAS para cada 

rato. Foi determinada a potência relativa (unidades normalizadas; nu) dos espectros, em cada 

banda de frequência, bem como a razão entre as potências de LF e HF (LF/HF) dos mesmos. 

Para as medidas não lineares foram aplicadas a entropia amostral (RICHMAN; 

MOORMAN, 2000) e a análise de flutuação depurada de tendências (DFA) (PENG et al., 

1995). Para o DFA, o exponente α foi calculado para todas as janelas de tamanho “n”. Para a 

entropia amostral, os parâmetros foram ajustados para m= 2 e r = 15% do desvio padrão da 

série. Todos os índices dos métodos, no domínio do tempo e não lineares, foram calculados 

utilizando o software customizado JBio (DUQUE et al., 2013). 
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3.11 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados são expressos como média ± EPM. Comparação entre grupos foi feita 

por meio de teste t pareado e não pareado. Para comparações múltiplas, os dados foram 

analisados pelo Modelo Geral Linear (GLM) do software SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC, 

EUA). O nível de significância adotado foi de p<0,05. 
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Foram estudados 51 ratos Wistar machos, dentre os quais, seis foram usados para a 

extração das MSCs de medula óssea. Dos 45 animais, 14 constituíram o grupo SHAM, 

submetidos à cirurgia fictícia da ligadura da artéria coronária, e os outros 31 animais foram 

submetidos, de fato, à ligadura, constituindo os grupos “IC”. Destes animais, 16 receberam 

salina e foram denominados de grupo IC + Salina, e 15 receberam MSC como tratamento, 

compondo o grupo IC + MSC. 

 

4.1. CARACTERIZAÇÃO DAS CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS 

 

4.1.1 IMUNOFENOTIPAGEM 

 

A caracterização imunofenotípica das culturas de MSC de medula óssea de ratos 

Wistar, em terceira passagem, demonstrou a expressão de marcadores característicos destas 

células, segundo os critérios definidos pela Sociedade Internacional de Terapia Celular, tais 

como: CD90 (96,07%), CD29 (95,89%) e CD44 (40,7%). Encontrou-se um número exíguo de 

células expressando o marcador pan-hematopoético CD45 (1,86%), de marcador de 

macrófagos CD11b (0%) e marcador de células endoteliais CD31 (0,38%), indicando cultura 

de MSC praticamente livre de contaminação por células das linhagens hematopoiética e 

endotelial (Figura 2). 

 

4.1.2 PLASTICIDADE 

 

Com a finalidade de se avaliar a plasticidade in vitro das MSCs, as mesmas foram 

testadas quanto à sua capacidade de diferenciação em osteoblastos e adipócitos. Após o 

cultivo em meio indutor de diferenciação osteogênica, as MSCs se diferenciaram em 

osteoblastos, formando depósitos de compostos de cálcio os quais foram corados por Alizarin 

Red (Figura 3A). Nenhuma matriz extracelular calcificada foi encontrada nas culturas de 

controle osteogênica (Figura 3B). A coloração Oil Red revelou a presença de depósitos 

lipídicos (corados em alaranjado) no citoplasma das MSCs cultivadas em meio indutor de 

diferenciação adipogênica, indicando sua diferenciação em adipócitos (Figura 3C). As 

culturas de controle adipogênica não apresentaram vacúolos lipídicos (Figura 3D). 
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FIGURA 2. Perfil imunofenotípico das células-tronco mesenquimais (MSC) avaliado por 

citometria de fluxo. Percentual médio de células derivadas da medula óssea em terceira 

passagem, positivas para os marcadores de superfície celular CD29, CD90 e CD44, 

tipicamente expressos nas MSCs. SSC: side scatter (granulosidade), FSC: foward scatter 

(tamanho), Counts: contagem. 
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FIGURA 3. Fotomicrografias da diferenciação das células-tronco mesenquimais (MSC) em 

terceira passagem, in vitro, em osteoblastos e adipócitos. Painel A: A coloração Alizarin Red 

evidencia a presença de depósitos de cálcio e mostra a diferenciação osteoblástica das MSCs, 

após seu cultivo em meio indutor de diferenciação osteogênica. Painel B: Cultura controle 

osteogênica na qual as MSCs não foram cultivadas em meio indutor de diferenciação 

osteogênica, e coradas com Alizarin Red. Painel C: A coloração com Oil Red evidenciou a 

presença de depósitos lipídicos, proeminentes no citoplasma das células, indicando a 

diferenciação das MSCs em adipócitos, após seu cultivo em meio indutor de diferenciação 

adipogênica. Painel D: Cultura controle adipogênica na qual as MSCs não foram cultivadas 

em meio de diferenciação adipogênica, e foram coradas com Oil Red e Hematoxilina. (A e B: 

Aumento de 100x, barra de 200 µm; C e D: Aumento de 400x, barra de 50 µm). 
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4.1.3 MORFOLOGIA 

 

As MSCs apresentaram, in vitro, morfologia fibroblastóide característica destas 

células, a qual se manteve durante várias passagens em cultura (Figura 4). 

 

4.1.4 MARCAÇÃO DA MSC 

 

Para analisar a migração das MSCs, estas foram marcadas com o corante CM-Dil 

imediatamente antes de serem transplantadas. A análise em microscopia de fluorescência de 

amostra destas células injetadas, cultivadas in vitro, demonstrou a marcação do corante 

(Figura 5). Após um mês do transplante, não foram identificadas MSCs marcadas no coração 

dos animais tratados. 

 

4.2 CINTILOGRAFIA MIOCÁRDICA DE PERFUSÃO COM SPECT-SESTAMIBI-

TC99M (SPECT: TOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA POR EMISSÃO DE FÓTON 

ÚNICO) 

 

A avaliação da perfusão miocárdica foi realizada pela aquisição de imagens 

tomográficas por emissão de fóton único (SPECT), para mensuração do tamanho do infarto 

antes do tratamento com MSC ou salina. Demonstrou-se que ambos os grupos, previamente 

ao tratamento, apresentaram áreas de lesão semelhantes após o IM (IC + Salina: 51 ± 2% e IC 

+ MSC: 51 ± 2%) (Figuras 6 e 7). Os animais controles (SHAM), submetidos à cirurgia 

fictícia da ligadura coronariana, não apresentaram, como esperado, defeito de perfusão 

(Figuras 6 e 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                              Resultados 

 

62 

 
 

FIGURA 4. Fotomicrografia das células-tronco mesenquimais (MSC) em cultura, na terceira 

passagem, demonstrando morfologia fibroblastóide. Aumento de 100x. Barra: 200 µm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

FIGURA 5. Fotomicrografia das células-tronco mesenquimais (MSC), em vermelho, 

marcadas com o corante CM-Dil. Aumento de 100x. 
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FIGURA 6. Tamanho do infarto (% do defeito de perfusão) determinado pelo SPECT 

(Tomografia computadorizada por emissão de fóton único) após a cirurgia fictícia nos 

animais controles (SHAM), e após a ligadura da artéria coronária esquerda nos animais com 

insuficiência cardíaca (IC), antes do tratamento com salina ou células-tronco mesenquimais 

(MSC). Grupos: SHAM (n = 14); IC + Salina (n = 16); IC + MSC (n = 15). * p<0,05 

comparado ao grupo SHAM. 
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FIGURA 7. Imagens cintilográficas de perfusão miocárdica, obtidas pelo SPECT 

(Tomografia computadorizada por emissão de fóton único), após a cirurgia fictícia nos 

animais controles (SHAM), e após a ligadura da artéria coronária esquerda nos animais com 

insuficiência cardíaca (IC), antes do tratamento com salina ou células-tronco mesenquimais 

(MSC). O Mapa Polar representa, na coluna vertical à esquerda, o coração como um todo. 

Cortes segmentados da base ao ápice do coração estão representados nas colunas horizontais. 

A área escura contida no círculo prata representa a lesão cardíaca. 
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4.3 VENTRICULOGRAFIA RADIOISOTÓPICA 

 

A função ventricular foi examinada pela Ventriculografia Radioisotópica. Verificou-se 

redução da FEVE após a ligadura coronariana, e previamente ao tratamento com salina (21 ± 

3%) ou MSC (18 ± 2%), quando comparada aos animais controles (48 ± 5%) (Figura 8A). 

Um mês após o tratamento com MSC, ou salina, não houve melhora da FEVE em ambos os 

grupos com IC (IC + MSC: 20 ± 4% e IC + Salina: 20 ± 2%) quando comparada com o grupo 

controle (54 ± 3%) (Figura 8B). O grupo controle não apresentou variação da FEVE antes e 

um mês após a administração de salina (48 ± 5% antes versus 54 ± 3% após a administração) 

(Figuras 9A). Da mesma maneira, os grupos com IC tratados com salina (21 ± 3% antes 

versus 20 ± 2% após a administração) ou com MSC (18 ± 2% antes versus 20 ± 4% após a 

administração), não apresentaram alteração da FEVE antes e um mês após o tratamento 

(Figura 9B e 9C). 

 

4.4 REGISTRO ELETROCARDIOGRÁFICO 

 

Para o acesso às consequências da IC e o efeito das MSCs na atividade elétrica 

cardíaca, o ECG foi realizado, após um mês do tratamento, com os animais anestesiados. Os 

valores médios (± erro padrão) dos parâmetros eletrocardiográficos estão mostrados na Tabela 

1. O prolongamento do intervalo QRS foi observado no grupo IC não tratado, comparado ao 

grupo controle. No entanto, este prolongamento não foi observado com o tratamento pelas 

MSCs. Observou-se, também, aumento nos intervalos QT e QTc dos grupos com IC, tratados 

ou não com MSC, comparados ao grupo controle. Os demais parâmetros eletrocardiográficos 

foram similares entre os três grupos (Tabela 1). 
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FIGURA 8. Fração de ejeção do ventrículo esquerdo (FEVE) determinada por 

Ventriculografia Radioisotópica. Painel A: antes (pré-tratamento) e Painel B: um mês após o 

tratamento (pós-tratamento) dos grupos controle (SHAM) e com insuficiência cardíaca (IC), 

tratados com salina ou células-tronco mesenquimais (MSC). Grupos: SHAM (n = 9); IC + 

Salina (n = 9); IC + MSC (n = 7). * p<0,05 comparado ao grupo SHAM. 
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FIGURA 9. Fração de ejeção do ventrículo esquerdo (FEVE), determinada por meio da 

Ventriculografia Radioisotópica, antes (pré-tratamento) e um mês após o tratamento (pós-

tratamento). Painel A: grupo controle (SHAM); Painel B: grupo com insuficiência cardíaca 

(IC) tratado com salina; e Painel C: grupo com insuficiência cardíaca (IC) tratado com 

células-tronco mesenquimais (MSC). Grupos: SHAM (n = 9); IC + Salina (n = 9); IC + MSC 

(n = 7). 
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TABELA 1. Parâmetros eletrocardiográficos dos grupos controle (SHAM) e com 

insuficiência cardíaca (IC), tratados com salina ou células-tronco mesenquimais (MSC). Os 

parâmetros eletrocardiográficos são expressos como média ± erro padrão da média (EPM). 

 

SHAM 

(n = 7) 

IC + Salina 

(n = 7) 

IC + MSC 

(n = 8) 

iPR (ms) 58,2 ± 1,4 61,2 ± 1,9 61,1 ± 2,7 

dP (ms) 29,9 ± 1,2 29,7 ± 2,5 29,2 ± 2,6 

dQRS (ms) 24,9 ± 1 30,1 ± 1,7 * 29,6 ± 1,7 

iQT (ms) 84,8 ± 2,4 96,1 ± 1,3 * 99,2 ± 2,5 * 

iQTc (ms) 197 ± 3,2 227,5 ± 4,9 * 226,3 ± 4,9 * 

 

iRR: intervalo RR; FC: frequência cardíaca; iPR: intervalo PR; dP: duração da onda P; dQRS: 

duração do complexo QRS; iQT: intervalo entre o início do QRS e o ápice da onda T; iQTc: 

iQT corrigido pela fórmula de Bazett. * p<0,05 em relação ao grupo SHAM. 
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4.5. VARIABILIDADE DA FREQUÊNCIA CARDÍACA (VFC) 

 

A VFC permite examinar a modulação autonômica no coração e nos vasos. A tabela 

2 mostra os resultados da VFC no domínio do tempo. O intervalo RR (iRR) basal não diferiu 

entre os grupos. A análise da VFC no domínio do tempo mostrou redução no SDNN e 

RMSSD do grupo IC não tratado, o que não foi observado no grupo que recebeu MSC. A 

VFC analisada no domínio da frequência (tabela 3) mostrou que, em valores absolutos, o 

grupo IC não tratado apresentou menor potência da banda LF e maior potência da banda HF 

em comparação ao grupo controle, enquanto que o grupo tratado com MSC exibiu maior 

potência das bandas LF e HF quando comparadas ao grupo IC não tratado (Tabela 3, Figura 

10). Em valores normalizados, a potência da banda LF não diferiu entre os grupos, assim 

como a razão LF/HF (Tabela 3, Figura 10). A análise por métodos não lineares da VFC 

(Tabela 4) mostrou aumento no DFA no grupo IC não tratado, e as MSCs impediram este 

aumento no grupo tratado. Por outro lado, a entropia foi reduzida no grupo IC não tratado, 

entretanto, esta redução não foi observada no grupo IC tratado com MSC. 

 

4.6. VARIABILIDADE DA PRESSÃO ARTERIAL (PA) 

 

A variabilidade da PA permite analisar a modulação autonômica na atividade 

vasomotora. Os níveis basais da pressão arterial sistólica (PAS) e média (PAM) estão 

apresentados na Tabela 3. A PAS e PAM encontram-se reduzidas nos grupos com IC, 

tratados ou não com MSC. A variabilidade da PAS no domínio do tempo apresentou redução 

do SDNN em ambos os grupos IC; e no domínio da frequência, os animais com IC exibiram 

uma menor potência da banda de LF do espectro da PAS em relação aos controles (Tabela 

3). 
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TABELA 2. Índices de variabilidade da frequência cardíaca (VFC) no domínio do tempo: 

intervalo RR (ms), SDNN (ms) e RMSSD (ms) dos grupos controle (SHAM) e com 

insuficiência cardíaca (IC), tratados com salina ou células-tronco mesenquimais (MSC). 

 

SHAM IC + Salina IC + MSC 

 

(n = 9) (n = 10) (n = 8) 

iRR (ms) 190 ± 4 187 ± 4 195 ± 4 

SDNN (ms) 7,7 ± 0,7 4,9 ± 0,4 * 6,8 ± 1,3 

RMSSD (ms) 5 ± 0,4 3,4 ± 0,4 * 4,7 ± 1 

 

SDNN: desvio padrão de intervalos RR; e RMSSD: raiz quadrada da média do quadrado das 

diferenças entre intervalos RR normais adjacentes. * p<0,05 em relação ao grupo SHAM. 

 

TABELA 3. Índices de variabilidade da frequência cardíaca (VFC) no domínio da frequência 

(análise espectral): valores das potências das bandas de baixa (LF) e de alta (HF) frequência, e 

razão LF/HF dos grupos controle (SHAM) e com insuficiência cardíaca (IC), tratados com 

salina ou células-tronco mesenquimais (MSC). 

 

SHAM IC + Salina IC + MSC 

 

(n = 9) (n = 10) (n = 6) 

LF abs (ms2) 1,64 ± 0,34 0,48 ± 0,09 * 1,55 ± 0,69 # 

HF abs (ms2) 6,53 ± 1,03 2,57 ± 0,57 * 5,3 ± 1,28 # 

LF nu  18,38 ± 2,69 16,18 ± 1,55 20,82 ± 2,64 

LF/HF 0,29 ± 0,06 0,22 ± 0,03 0,32 ± 0,06 

 

Abs: Valor absoluto; nu: unidade normalizada. * p<0,05 em relação ao grupo SHAM; # p<0,05 

em comparação com o grupo de IC + Salina. 
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FIGURA 10. Espectro representativo da variabilidade da frequência cardíaca (VFC), no 

domínio da frequência (análise espectral), dos grupos controle (SHAM) e com insuficiência 

cardíaca (IC), tratados com salina ou células-tronco mesenquimais (MSC). 
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TABELA 4. Índices dos métodos não lineares da variabilidade da frequência cardíaca (VFC): 

DFA (análise de flutuação depurada de tendências) e Entropia dos grupos controle (SHAM) e 

com insuficiência cardíaca (IC), tratados com salina ou células-tronco mesenquimais (MSC). 

 

SHAM IC + Salina IC + MSC 

 

(n = 9) (n = 10) (n = 6) 

DFA 1,12 ± 0,01 1,18 ± 0,02 * 1,12 ± 0,03 # 

Entropia  1,32 ± 0,06 0,98 ± 0,05 * 1,08 ± 0,15 

 

* p<0,05 em relação ao grupo SHAM; # p<0,05 em comparação com o grupo de IC + Salina. 

 

 

 

TABELA 5. Pressões arteriais, média (PAM) e sistólica (PAS), e índices de variabilidade da 

pressão arterial no domínio do tempo (SDNN) e da frequência (LF), dos grupos controle 

(SHAM) e com insuficiência cardíaca (IC), tratados com salina ou células-tronco 

mesenquimais (MSC). 

 

Valores são apresentados como média ± EPM. SDNN: desvio padrão de intervalos RR; LF: 

banda de baixa frequência. * p<0,05 em relação ao grupo SHAM. 

 
SHAM 

(n = 9) 

IC + Salina 

(n = 12) 

IC + MSC 

(n = 8) 

    
PAM (mmHg) 107 ± 4 88 ± 2* 94 ± 2* 

PAS (mmHg) 121 ± 5 100 ± 2* 104 ± 2* 

SDNN (mmHg) 4,6 ± 0,2 3,3 ± 0,1* 3,5 ± 0,2* 

LF (mmHg2) 4,3 ± 0,9 1 ± 0,2* 1,5 ± 0,3* 
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4.7. CONTROLE AUTONÔMICO CARDÍACO E FREQUÊNCIA INTRÍNSECA DE 

MARCAPASSO (FIMP) 

 

A função autonômica cardíaca foi avaliada pela resposta bradicárdica após a 

administração de propranolol (tono simpático cardíaco), e resposta taquicárdica após a 

administração de metil-atropina (tono vagal cardíaco). Foi observado menor tono vagal no 

grupo IC não tratado em comparação ao grupo controle (53 ± 7 bpm versus 84 ± 7 bpm), 

enquanto o tratamento com MSC aumentou o tono vagal (97 ± 10 bpm) (Figura 11). O tono 

simpático não apresentou diferença entre os grupos (SHAM: -9 ± 3 bpm, IC + Salina: -14 ± 3 

bpm e IC + MSC: -11 ± 4 bpm) (Figura 12). 

Após o duplo bloqueio farmacológico, obteve-se a FC desprovida da modulação 

autonômica, ou seja, a FIMP. As figuras 13 e 14 mostram, respectivamente, a FC basal e 

FIMP dos grupos controle e IC, tratado, ou não, com MSC. A FC basal não diferiu entre os 

grupos (SHAM: 313 ± 6 bpm, IC + Salina: 313 ± 6 bpm e IC + MSC: 300 ± 6 bpm) (Figura 

13). Entretanto, observou-se redução da FIMP no grupo IC não tratado (344 ± 5 bpm) em 

comparação ao SHAM (365 ± 7 bpm), enquanto o tratamento com MSC preservou esta 

atenuação na IC (371 ± 7 bpm) (Figura 14). 

 

4.8. SENSIBILIDADE DO BARORREFLEXO 

 

A sensibilidade do barorreflexo, determinada pela razão entre as alterações reflexas 

da FC e as alterações na PA em resposta à administração de fenilefrina ou nitroprussiato de 

sódio, está apresentada nas Figuras 15 a 17. A sensibilidade do barorreflexo em resposta à 

bradicardia foi menor no grupo IC não tratado (0,98 ± 0,19 bpm/mmHg) em comparação aos 

animais controles (1,81 ± 0,22 bpm/mmHg) (Figura 15 e 17). A terapia com MSC aumentou 

a sensibilidade barorreflexa às respostas bradicárdica (1,74 ± 0,21 bpm/mmHg) e 

taquicárdica (3,02 ± 0,53 bpm/mmHg) em relação ao grupo IC não tratado (0,98 ± 0,19 e 

1,71 ± 0,34 bpm/mmHg, respectivamente). Na resposta bradicárdica, os animais controles 

(2,32 ± 0,33 bpm/mmHg) não diferenciaram dos animais com IC (Figura 16). 
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FIGURA 11. Tono vagal (Δ frequência cardíaca em bpm) dos grupos controle (SHAM) e 

com insuficiência cardíaca (IC), tratados com salina ou células-tronco mesenquimais (MSC). 

Grupos: SHAM (n = 14); IC + Salina (n = 13); IC + MSC (n = 11). * p<0,05 em relação ao 

grupo SHAM; # p< 0,05 em relação ao grupo IC + Salina. 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 12. Tono simpático (Δ frequência cardíaca em bpm) dos grupos controle (SHAM) e 

com insuficiência cardíaca (IC), tratados com salina ou células-tronco mesenquimais (MSC). 

Grupos: SHAM (n = 8); IC + Salina (n = 11); IC + MSC (n = 8). 

SHAM IC + Salina IC + MSC
0

20

40

60

80

100

120 #

*
To

no
 V

ag
al

 (Δ
 b

pm
)

SHAM IC + Salina IC + MSC

-20

-15

-10

-5

0

To
no

 S
im

pá
tic

o 
(Δ

 b
pm

)



                                                                                                                              Resultados 

 

75 

 

 

FIGURA 13. Frequência cardíaca (FC) basal de animais acordados dos grupos controle 

(SHAM) e com insuficiência cardíaca (IC), tratados com salina ou células-tronco 

mesenquimais (MSC). Grupos: SHAM (n = 14); IC + Salina (n = 13); IC + MSC (n = 11).  

 

 

 

 

 

FIGURA 14. Frequência cardíaca intrínseca de marca-passo (FIMP), de animais acordados, 

após o duplo bloqueio farmacológico com metil-atropina e propranolol, nos grupos controle 

(SHAM) e com insuficiência cardíaca (IC), tratados com salina ou células-tronco 

mesenquimais (MSC). Grupos: SHAM (n = 14); IC + Salina (n = 13); IC + MSC (n = 11). * 

p<0,05 em relação ao grupo SHAM; # p<0,05 em comparação com o grupo de IC + Salina. 
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FIGURA 15. Índice barorreflexo (ΔFC/ΔPAM bpm/mmHg) da resposta bradicárdica reflexa 

dos grupos controle (SHAM) e com insuficiência cardíaca (IC), tratados com salina ou 

células-tronco mesenquimais (MSC). Grupos: SHAM (n = 5); IC + Salina (n = 7); IC + MSC 

(n = 4). * p<0,05 em relação ao grupo SHAM; # p<0,05 em comparação com o grupo de IC + 

Salina. 

 

 

 

 
 

FIGURA 16. Índice barorreflexo (ΔFC/ΔPAM bpm/mmHg) da resposta taquicárdica reflexa 

dos grupos controle (SHAM) e com insuficiência cardíaca (IC), tratados com salina ou 

células-tronco mesenquimais (MSC). Grupos: SHAM (n = 6); IC + Salina (n = 5); IC + MSC 

(n = 4). * p<0,05 em relação ao grupo SHAM; # p<0,05 em comparação com o grupo de IC + 

Salina. 
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FIGURA 17. Traçados ilustrativos da pressão arterial sistólica (PAS) e frequência cardíaca 

(FC), da resposta bradicárdica à administração de fenilefrina, de um animal representativo dos 

grupos controle (SHAM) e com insuficiência cardíaca (IC), tratados com salina ou células-

tronco mesenquimais (MSC).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 SHAM IC + MSC IC + Salina 



                                                                                                                              Resultados 

 

78 

4.9 ANÁLISE HISTOLÓGICA DO CORAÇÃO 

 

Extensão da área isquêmica. Após um mês de terapia com MSC, observou-se redução 

significativa da extensão do infarto quando comparado com o grupo que recebeu salina (41 ± 

2% versus 50 ± 2%) (Figura 18). 

 

Fibrose intersticial. Houve maior acúmulo de colágeno intersticial no miocárdio 

sobrevivente da área da parede livre do ventrículo esquerdo no grupo IC não tratado (14,6 ± 

1,5%) quando comparado ao grupo SHAM (10,3 ± 0,8%). Observou-se que este acúmulo de 

colágeno estava reduzido com o tratamento pelas MSCs (11 ± 0,7%) (Figuras 19 e 20). 

 

Hipertrofia dos cardiomiócitos. Os miócitos cardíacos sobreviventes da área septal de 

animais com IC, tratados com salina (13,4 ± 0,2 µm) ou com MSC (13,5 ± 0,2 µm), 

apresentaram maior diâmetro, quando comparados aos animais controle (10,2 ± 0,2 µm) 

(Figura 21). 

 

4.10 ESPESSURA CARDÍACA 

 

Foi observada reduzida espessura mínima do VE nos grupos IC tratados com salina ou MSC 

(IC + Salina: 0,72 ± 0,06 mm e IC + MSC: 0,71 ± 0,07 mm), quando comparados aos animais 

controles (2,29 ± 0,10 mm), indicando lesão transmural (Figura 22).  
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FIGURA 18. Painel A: Extensão do infarto (%) no ventrículo esquerdo dos animais com 

insuficiência cardíaca (IC), tratados com salina ou células-tronco mesenquimais (MSC). 

Painel B: Fotomicrografia corada com hematoxilina-eosina (HE). Grupos: IC + Salina (n = 

16); IC + MSC (n = 14). * p<0,05 em relação ao grupo IC + Salina. 
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FIGURA 19. Porcentagem de colágeno intersticial no miocárdio sobrevivente do ventrículo 

esquerdo dos grupos controle (SHAM) e com insuficiência cardíaca (IC), tratados com salina 

ou células-tronco mesenquimais (MSC). Grupos: SHAM (n = 9); IC + Salina (n = 9); IC + 

MSC (n = 7). * p<0,05 em relação ao grupo SHAM; # p<0,05 em relação ao grupo IC + 

Salina. 
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FIGURA 20. Fotomicrografia da fibrose intersticial do miocárdio remanescente na parede 

livre do ventrículo esquerdo. Painel A: grupo controle (SHAM); Painel B: grupo com 

insuficiência cardíaca (IC) tratado com salina; e Painel C: grupo com insuficiência cardíaca 

(IC) tratado com células-tronco mesenquimais (MSC). Coloração de Picrosirius. Aumento 

400x. Barra: 50 µm. 

 

 

 

 

 

 

A B 

C 



                                                                                                                              Resultados 

 

82 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

FIGURA 21. Diâmetro dos cardiomiócitos remanescentes, no septo, dos grupos controle 

(SHAM) e com insuficiência cardíaca (IC), tratados com salina ou células-tronco 

mesenquimais (MSC). Grupos: SHAM (n = 7); IC + Salina (n = 11); IC + MSC (n = 10). * 

p<0,05 em relação ao grupo SHAM; # p<0,05 em relação ao grupo IC + Salina. 
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FIGURA 22. Espessura mínima da área de infarto no ventrículo esquerdo dos grupos controle 

(SHAM) e com insuficiência cardíaca (IC), tratados com salina ou células-tronco 

mesenquimais (MSC). Grupos: SHAM (n = 15); IC + Salina (n = 15); IC + MSC ( n = 14). * 

p<0,05 em relação ao grupo SHAM.  
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4.11 PESO  

 

O peso dos animais no início do estudo (anterior à cirurgia, fictícia ou não, da 

ligadura coronariana) foi semelhante entre os grupos estudados (SHAM: 296 ± 12g, IC + 

Salina: 283 ± 8g, e IC + MSC: 300 ± 10g) (Figura 23A). Ao final dos experimentos, 

portanto, um mês após o tratamento, o peso entre os grupos não diferiu (SHAM: 461 ± 20g, 

IC + Salina: 469 ± 12g, e IC + MSC: 452 ± 13g) (Figura 23B); além disso, o ganho de peso 

não diferiu, também, entre os animais (SHAM: 165 ± 21g, IC + Salina: 186 ± 15g, e IC + 

MSC: 152 ± 16g) (Figura 23C).  

Os animais com IC (IC + Salina: 2032 ± 120 mg; e IC + MSC: 1979 ± 140 mg) 

apresentaram peso cardíaco maior quando comparados com os animais controles (1496 ± 50 

mg) (Figura 24A). O peso corporal dos animais ao final dos experimentos não diferiu entre 

os grupos SHAM (461 ± 20g, IC + Salina: 462 ± 11g e IC + MSC: 452 ± 10g) (Figura 24B). 

Quando o peso cardíaco foi analisado em relação ao peso corporal, os grupos com IC (IC + 

Salina: 4,42 ± 0,27g, e IC + MSC: 4,40 ± 0,31g) apresentaram o índice de peso cardíaco 

maior que o grupo SHAM (3,25 ± 0,11 g) (Figura 24C). 
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FIGURA 23. Painel A: Peso corporal antes do infarto do miocárdio; Painel B: peso corporal 

um mês após o tratamento; e Painel C: ganho de peso dos grupos controle (SHAM) e com 

insuficiência cardíaca (IC), tratados com salina ou células-tronco mesenquimais (MSC). 

Grupos: SHAM (n = 10); IC + Salina (n = 12); IC + MSC (n = 8). 
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FIGURA 24. Painel A: Peso cardíaco; Painel B: peso corporal; e Painel C: índice de peso 

cardíaco dos grupos controle (SHAM) e com insuficiência cardíaca (IC), tratados com salina 

ou células-tronco mesenquimais (MSC). Grupos: SHAM (n = 10); IC + Salina (n = 16); IC + 

MSC ( n = 10). * p<0,05 em relação ao grupo SHAM. 
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5. DISCUSSÃO 
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Esse é o primeiro estudo a avaliar o efeito da terapia com MSC sobre a sensibilidade 

do barorreflexo, a variabilidade da FC e da PA, e o tono autonômico na IC. Mostra-se que, 

após cinco semanas do IM e um mês após o tratamento, as MSCs melhoraram a VFC, como 

indicado pelas análises no domínio do tempo e da frequência (análise espectral), bem como 

por métodos não-lineares (entropia e DFA). Também se beneficiaram do tratamento com 

MSCs, a sensibilidade do barorreflexo, o tono vagal, a FIMP, a extensão da área isquêmica e 

a densidade de colágeno. No entanto, as MSCs não foram capazes de melhorar a FEVE, os 

intervalos QT e QTc do eletrocardiograma, a hipotensão, a variabilidade da PA e a hipertrofia 

cardíaca. 

A caracterização das células de medula óssea, que foram cultivadas e utilizadas no 

transplante dos animais após o IM, mostrou que as células apresentavam as características 

estabelecidas pela Sociedade Internacional de Terapia Celular (DOMINICI et al., 2006; 

HORWITZ et al., 2005), a saber, a plasticidade, a expressão de determinadas proteínas de 

membranas, e a capacidade de aderência ao plástico, confirmando, desta forma, a linhagem 

celular utilizada neste trabalho para o tratamento dos animais com IC. 

A IC pode ser induzida após um episódio de IM, no qual o coração é submetido a um 

processo descrito como remodelamento cardíaco. Este processo envolve alterações na 

arquitetura da câmara ventricular, tais como o desenvolvimento de cicatriz à base de colágeno 

na área isquêmica, hipertrofia compensatória do miócito, e fibrose intersticial no miocárdio 

sobrevivente combinada com insuficiência da função cardíaca (JUGDUTT, 2003; 

MURDOCH et al., 2006). No rato, estas alterações morfológicas, funcionais e clínicas se 

expressam em lesões da ordem de 36%, 38% e 40%, respectivamente (MINICUCCI et al., 

2011). 

Portanto, no presente estudo, foram selecionados animais que apresentaram lesão 

miocárdica superior, ou no mínimo igual, a 40%. Vale ressaltar, que ambos os grupos com IC, 

antes de receberem o tratamento, apresentaram similaridade no tamanho da lesão, 

determinada pelas imagens do SPECT (Tomografia computadorizada por emissão de fóton 

único), a qual provê a extensão do miocárdio viável, e, também, do miocárdio comprometido 

(OLIVEIRA et al., 2013). Esta ferramenta de análise independe da mobilidade das paredes, a 

qual pode induzir imprecisões na quantificação da lesão; este método é considerado padrão 

ouro para classificação das áreas de risco, ou seja, o miocárdio atordoado (miocárdio viável, 

mas transitoriamente comprometido) é corretamente considerado como área viável; enquanto 

que as áreas de fibrose exibindo mobilidade por estarem ancoradas em segmentos contráteis 

são consideradas inviáveis (BØTKER et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2013).  
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Logo após o IM, os cardiomiócitos localizados na área isquêmica entram em necrose e 

apoptose, e inicia-se o processo de cicatrização da região infartada. Este processo é 

caracterizado pela proliferação de fibroblastos e deposição de colágeno (PFEFFER; 

BRAUNWALD, 1990). Assim, a cicatriz é composta por matriz extracelular e tecido 

fibrótico, e substitui os cardiomiócitos lesionados que não podem ser regenerados 

(CLEUTJENS et al., 1999). Os animais com IC tratados com MSC apresentaram menor 

extensão da cicatriz (extensão do infarto) em relação ao grupo que recebeu salina; achado 

consistente com outros estudos (GNECCHI et al., 2006; LIM et al., 2006; NAGAYA et al., 

2004; GAEBEL et al., 2011). Assim, o tratamento com MSC mostra efeito benéfico 

reduzindo a perda de tecido cardíaco após o evento isquêmico. 

O IM induz, primariamente, alterações na região infartada e, secundariamente, tempo 

dependente, na região não infartada (PFEFFER; BRAUNWALD, 1990). A perda de 

cardiomiócitos induz deposição de colágeno e hipertrofia do miocárdio remanescente. 

A fibrose miocárdica é o resultado da síntese, e deposição, excessiva de colágeno sem 

degradação balanceada; a qual, sob estresse biomecânico, modifica a arquitetura do 

miocárdio, e, assim, altera as propriedades mecânicas, elétricas e vasomotoras, promovendo o 

desenvolvimento de IC, arritmias e isquemias (HEYMANS et al., 2015). Os animais com IC 

apresentaram aumento da quantidade de colágeno intersticial no VE sobrevivente, e o 

tratamento com MSC preveniu este acúmulo. Estes achados vêm a corroborar estudos de 

outros autores (BERRY et al., 2006; NAGAYA et al., 2005; GAEBEL et al., 2011; WEN et 

al., 2011) e mostram efeito benéfico do tratamento com MSC, uma vez que o acúmulo de 

colágeno determina a evolução clínica na IC (HEYMANS et al., 2015; WEBER, 2004; 

WOODIWISS et al., 2001). 

Além da perda de cardiomiócitos, a fibrose intersticial também contribui, e se constitui 

em importante determinante da hipertrofia patológica na IC (BRILLA, 2000; PETROVIC, 

2004; SABBAH et al., 1998). Desta forma, a hipertrofia ocorre logo após o IM, e consiste de 

um mecanismo compensatório para preservar a função ventricular (SUTTON; SHARPE, 

2000). No presente estudo, a hipertrofia cardíaca foi avaliada por meio de métodos indireto 

(peso cardíaco) e direto (diâmetro dos miócitos). Ressalta-se que os dois métodos mostraram 

hipertrofia cardíaca nos ratos com IC, independentemente do tratamento. Neste contexto, 

embora as MSCs tenham reduzido a extensão da lesão e a fibrose miocárdica, não houve 

efeito na prevenção da hipertrofia cardíaca. (BRILLA, 2000; MORITA et al., 2004; 

PETROVIC, 2004) 
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O efeito benéfico das MSCs sobre a redução da lesão isquêmica e o acúmulo de 

colágeno podem ser explicados pela secreção de fatores, tais como citocinas e quimiocinas, as 

quais possuem efeitos tróficos (anti-apoptótico, de suporte, e angiogênicos), 

imunomoduladores, anti-cicatrizantes, e quimioatrativos, constituindo-se no seu papel 

biológico mais significativo sob condições fisiopatológicas (MEIRELLES et al., 2009). Logo, 

pode-se inferir que o tratamento com as MSCs melhorou os efeitos deletérios provocados pela 

isquemia sobre a morfologia cardíaca, revelando maior preservação tecidual do VE. 

A perda do miocárdio e, consequentemente, da contratilidade cardíaca, induzem 

sobrecargas de volume e pressão no coração, levando à disfunção do VE, resultando em baixo 

débito cardíaco (DC), e aumento dos volumes sistólico e diastólico final do VE, com 

congestão pulmonar. Igualmente, o IM é o principal causador da redução da FEVE na IC, por 

induzir perda funcional miocárdica (TASK FORCE, 2013; KEMP; CONTE, 2012). A FEVE 

é classificada como reduzida quando a mesma se apresenta menor, ou igual, a 40% (TASK 

FORCE, 2013). 

No presente trabalho, a função cardíaca foi avaliada pela ventriculografia 

radioisotópica, método altamente reproduzível e considerado “padrão ouro” para avaliação da 

FEVE (MOHAN et al., 2004; VAN ROYEN et al., 1996), tendo demonstrado redução da 

FEVE nos animais com IC. Apesar do efeito benéfico sobre a estrutura morfológica do 

coração, as MSCs não melhoraram a FEVE, a qual ainda permaneceu deprimida nos ratos 

com IC tratados com MSC. Estes dados corroboram outros achados na literatura (AMADO et 

al., 2006; CHENG et al., 2008; GUARITA-SOUZA et al., 2006). A redução da FEVE se 

manifesta um dia após a ligadura coronária, porém, não apresenta alterações significativas ao 

longo do tempo (FRANCIS et al., 2001). Os resultados do presente estudo se assemelham 

àqueles de FRANCIS et al.(2001), uma vez que não se observou alteração na FEVE 1 e 4 

semanas após o IM, ou seja, a mesma permaneceu reduzida durante todo o tempo do estudo, 

independente do tratamento. 

A redução da FEVE implica em menor DC, sendo este determinado pelo volume 

sistólico e pela FC. É notório que a isquemia altera a atuação da inervação cardíaca por meio: 

1) redução do aporte sanguíneo; 2) aumento de metabólitos, como radicais livres, agentes 

purinérgicos, ATP, adenosina; e 3) alteração da expressão de receptores (ARMOUR, 1999). 

Portanto, a isquemia pode alterar o controle neural das células marca-passo cardíacas, 

resultando em bradicardia ou taquicardia. Todavia, as alterações da FC na IC são 

controversas. Estudos mostraram aumento (ABBATE et al., 2003; BIBEVSKI; DUNLAP, 

1999; CHEN et al., 1991; OSTERZIEL et al., 1995; RADAELLI et al., 1999), redução 
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(BIBEVSKI; DUNLAP, 1999; DU et al., 1998), ou inalteração da FC (ANDO et al., 1997; 

DU et al., 1998; GAO et al., 2005; KAWAI et al., 2000; KRISTEN et al., 2002; PFEFFER et 

al., 1979;  DU et al., 2007) nesta condição patológica. No presente estudo, a FC não diferiu 

entre os grupos, o que aliás é consistente com estudos anteriores (BERRY et al., 2006; DAI et 

al., 2007; NAGAYA et al., 2004; SHIM et al., 2010).  

A FC desprovida da modulação autonômica é denominada de FIMP e se encontra 

afetada na IC. Desta forma, a FIMP foi analisada após o bloqueio farmacológico dos 

componentes parassimpático e simpático do sistema nervoso autônomo, por meio da metil-

atropina e propranolol, respectivamente. A redução da FIMP na IC tem sido bem 

documentada no âmbito clínico, como também em condições experimentais (DU et al., 2007; 

SABINO et al., 2013; VATNER et al., 1974). No presente estudo, a FIMP mostrou-se 

atenuada nos ratos com IC, enquanto que as MSCs preveniram esta alteração. 

A FC é determinada pelas células marca-passo do nodo sinoatrial. No entanto, pouco 

se sabe sobre o efeito da IC na atividade marca-passo das células sinoatriais (VERKERK et 

al., 2003). Nesta patologia, foi observada redução na taxa de despolarização diastólica, devido 

à diminuição da densidade da corrente de marca-passo, ou seja, a corrente funny (If) 

(VERKERK et al., 2003). Esta diminuição, pode ocorrer devido à redução das subunidades 

dos canais ativados por hiperpolarização (HCN2 e HCN4), os quais estão presentes na 

corrente If (ZICHA et al., 2005). A redução da If diminui a automaticidade do nodo sinusal 

(VERKERK et al., 2003), aumentando o aparecimento de arritmias cardíacas. Tem sido 

relatado que as bradiarritmias contribuem para a morte súbita na IC (FAGGIANO et al., 

2001). Desta forma, marca-passos biológicos baseados na superexpressão das subunidades 

HCN são ferramentas promissoras na abordagem da ritmicidade cardíaca inadequada 

(PLOTNIKOV et al., 2004), e pode ser útil para pacientes com IC, os quais apresentam 

disfunção sinusal.  

Neste contexto, as MSC podem ter papel benéfico na prevenção de arritmias e morte 

súbita, devido ao seu efeito protetor sobre a FIMP, demonstrado no presente trabalho. Estudos 

têm mostrado, também, a expressão de HCN2 e HCN4 após a diferenciação de MSC em 

células do nodo sinusal (SONG et al., 2012; YANG et al., 2012); podendo, assim, contribuir 

para a determinação da atividade marca-passo cardíaca. Além disso, as MSCs podem ser 

utilizadas como marca-passos biológicos na entrega de genes, como já demonstrado (JUN et 

al., 2012; POTAPOVA et al., 2004; TONG et al., 2010; YANG et al., 2012; ROSEN et al., 

2007), potencializando, desta maneira, seu efeito protetor sobre a FIMP. 
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Em ratos com IC foi demonstrada diminuição acentuada da expressão do canal de 

sódio (Nav1.1 e Nav1.6) nas células do nodo sinoatrial (DU et al., 2007). Assim, a redução da 

expressão do canal de sódio contribui para a disfunção do nodo sinoatrial induzida pela IC 

(DU et al., 2007), e pode ser responsável pela diminuição da FIMP. Na literatura há estudo 

demonstrando que as MSCs não possuem efeito aparente sobre os níveis de transcrição de 

genes de canais de sódio na área infartada (LAI et al., 2013). Entretanto, salvo melhor juízo, 

não se encontrou nenhum estudo avaliando a influência destas células sobre os canais de 

sódio no nodo sinoatrial. 

Estudos in vitro têm demonstrado a diferenciação das MSCs de medula óssea em 

células do nodo sinusal (SONG et al., 2012; YANG et al., 2012); enquanto que o contato 

direto, célula a célula, entre MSC e célula do nodo pode induzir a diferenciação das MSCs 

nessa linhagem celular (GUAN et al., 2009; SONG et al., 2012). Na literatura há poucos 

dados sobre essa linha de estudo. Assim, os mecanismos pelos quais as MSCs podem atuar na 

determinação da FIMP, e a interação destas células com as do nodo sinusal, carecem de 

melhor esclarecimento. 

A disfunção do VE pode ser caracterizada, além do baixo DC e FEVE, também, por 

menor PAS (FLETCHER et al., 1981; HOSTETTER et al., 1983; PFEFFER et al., 1979). 

Pacientes com baixa PAS, ou seja, níveis pressóricos menores que 120 mmHg, apresentam 

maior taxa de mortalidade intra-hospitalar e no pós-alta, e, também, são identificados, na 

admissão hospitalar, com prognósticos desfavoráveis (GHEORGHIADE et al., 2006). A 

PAM é definida como o produto do DC pela resistência periférica total. Pacientes com IC 

apresentam DC reduzido, o qual leva à redução da PAM, e, portanto, hipoperfusão tecidual 

(GHEORGHIADE et al., 2013; KEMP; CONTE, 2012). Vale destacar, que a redução da PA é 

um preditor, independente, de mortalidade em pacientes com IC (OSTERZIEL et al., 1995). 

Dados do laboratório têm demonstrado, em ratos, taquicardia sem alteração da PAM, 

4 semanas após a ligadura coronariana (LATARO et al., 2010); enquanto que 6 e 7 semanas 

pós-IM foi detectada redução da PAM, sem alteração da FC (SABINO et al., 2013). 

Demonstrou-se no presente estudo que ratos com IC, 5 semanas após a ligadura coronariana, 

apresentaram redução da PAS e PAM, sem alterações da FC; observações consistentes com 

trabalhos deste (SABINO et al., 2013) e outros (DU et al., 2007; PFEFFER et al., 1979) 

laboratórios. Dessa forma, pode-se inferir que um comprometimento dos níveis pressóricos, 

com normalização do cronotropismo, ocorre com a evolução da fisiopatologia da IC. 

A terapia com MSC não alterou a hipotensão causada pela IC. Contudo, considerando-

se que a hipotensão no IM pode estar relacionada à redução do DC (GHEORGHIADE et al., 



                                                                                                                             Discussão                                

 

93 

2013; KEMP; CONTE, 2012), e que nos animais com IC tratados, ou não, com MSC, a FEVE 

apresentou-se reduzida; assim, o efeito hipotensor observado pode ser atribuído à redução do 

DC causado pela atenuação da função cardíaca. Vale destacar, que no presente estudo, o DC 

não foi medido, entretanto a disfunção cardíaca foi demonstrada pela avaliação da FEVE. 

Vários trabalhos têm demonstrado importante atuação do barorreflexo na manutenção 

do controle da PA (THOMAS, 2011; THRASHER, 2005). A sensibilidade barorreflexa é um 

marcador da integridade da regulação da PA pelo sistema nervoso autônomo (SAPOZNIKOV 

et al., 2010). Em doenças cardíacas, tais como IC, um distúrbio da função barorreflexa tem 

sido, consistentemente, documentado (CHEN et al., 1991; FLORAS, 2009; KAR et al., 2011). 

Dessa forma, a atenuação da sensibilidade do barorreflexo pode ser fator importante no 

prognóstico de pacientes com falência cardíaca (NOLAN et al., 1998; OLIVARI et al., 1983). 

O presente estudo demonstrou atenuação da bradicardia reflexa nos animais com IC, 

enquanto que a taquicardia reflexa não foi alterada. Estes resultados são consistentes com 

observações anteriores (DIBNER-DUNLAP; THAMES, 1989; ECKBERG et al., 1971b; 

SABINO et al., 2013). O tratamento com MSC aumentou a sensibilidade do barorreflexo pós-

IM, mostrando um efeito benéfico no controle cardiovascular de ratos com IC. Destaca-se que 

estes dados são inéditos em ratos com IC tratados com MSC. 

Trabalhos têm demonstrado que a atenuação do controle barorreflexo sobre a FC, 

presentes em pacientes com IC, pode ser atribuída ao déficit vagal (ECKBERG et al., 1971b; 

GRASSI et al., 1995; LA ROVERE et al., 2009). Tem sido demonstrado que a reposta 

bradicárdica à elevação da PA, induzida pela fenilefrina, foi abolida pelo bloqueio 

parassimpático com atropina, tanto em indivíduos normais, como com IC (ECKBERG et al., 

1971b). Assim, a redução da sensibilidade barorreflexa na IC está diretamente relacionada à 

baixa atividade vagal cardíaca observada nesta situação patológica (ECKBERG et al., 1971b; 

SCHWARTZ; DE FERRARI, 2011).  

A análise da variabilidade cardiovascular (FC e PA) é considerada ferramenta não 

invasiva, e robusta, para avaliação da modulação autonômica do sistema cardiocirculatório 

(PAGANI et al., 1986a; STAUSS, 2007; TASK FORCE, 1996). A variabilidade 

cardiovascular relaciona-se, intimamente, com os fenômenos biológicos, e os índices de 

variabilidade podem auxiliar na prevenção de complicações cardíacas em diversas patologias, 

inclusive na IC. 

Métodos lineares e não lineares têm sido aplicados à VFC para descrever a interação 

fisiológica entre o intervalo cardíaco e o sistema nervoso autônomo (TASK FORCE, 1996; 

HUIKURI et al., 2009; VOSS et al., 2009). Encontra-se bem documentado que a VFC está 
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atenuada na IC, e esta intercorrência tem sido aceita como preditor de mortalidade cardíaca 

em enfermidades tais como IM ou IC (LA ROVERE et al., 1998; PONIKOWSKI et al., 

1997). Diversos estudos têm demonstrado que pacientes com doenças cardíacas, 

especialmente aqueles com IM, possuem maior modulação simpática e/ou menor modulação 

vagal, quando submetidos à avaliação da VFC pela análise espectral (TASK FORCE, 1996; 

MONTANO et al., 2009). Vale destacar que o presente estudo, em ratos com IC tratados com 

MSC, é pioneiro na análise da VFC. 

Os índices de VFC nos domínios do tempo (RMSSD e SDNN) e da frequência 

(potências das bandas HFabs e LFabs) se apresentaram reduzidos em ratos com IC, indicando o 

desequilíbrio autonômico nestes animais. Alterações da VFC no domínio do tempo têm sido 

consideradas como preditores de mortalidade (MÄKIKALLIO et al., 2001; MALAVE et al., 

2003; NOLAN et al., 1998; LA ROVERE et al., 2003;  BILCHICK et al., 2002; ARONSON 

et al., 2004) e intercorrências cardíacas futuras (FAUCHIER et al., 1997). Adicionalmente, os 

parâmetros do domínio da frequência também predizem mortalidade (BILCHICK et al., 2002; 

BONADUCE et al., 1999; LUCREZIOTTI et al., 2000; MÄKIKALLIO et al., 2001; 

MALAVE et al., 2003), morte súbita (GALINIER et al., 2000; LA ROVERE et al., 2003), e 

eventual necessidade de transplante cardíaco (LUCREZIOTTI et al., 2000). A terapia com 

MSC impediu a atenuação da modulação autonômica desencadeada pelo evento isquêmico, 

indicando melhor prognóstico. 

É consenso na literatura que a potência, em valor absoluto, da banda HF (HFabs) 

corresponde à modulação vagal da FC (AKSELROD et al., 1981; TASK FORCE, 1996; 

KAMATH; FALLEN, 1993). Contudo, a potência da banda LF ainda suscita discussões. 

Vários autores acreditam que a potência da banda LF em unidade absoluta (LFabs) representa a 

modulação simpática e vagal da FC (AKSELROD et al., 1981; POMERANZ et al., 1985). 

Alguns autores sugerem que a potência desta banda, quando expressa em unidade 

normalizada, representa a modulação simpática cardíaca; já outros, acreditam ainda ser a 

representação de ambas as modulações autonômicas (TASK FORCE, 1996). Vários estudos 

utilizando manobra postural passiva (tilt test) progressiva demonstraram que a potência da 

banda de HF em unidade absoluta (HFabs), juntamente com a potência da banda de LF em 

unidade normalizada, representam de maneira adequada as modulações parassimpática e 

simpática cardíacas, respectivamente. Por outro lado, demonstrou-se que a potência da banda 

de LF em unidade absoluta (LFabs) não apresenta alterações com a inclinação da mesa de tilt 

test, indicando não ser um índice adequado para a representação da modulação simpática 

cardíaca (MALLIANI et al., 1997; PORTA et al., 2011). 
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No presente estudo, a potência da banda LF em unidade normalizada (LFnu) não 

diferiu entre os grupos, levando a crer que os animais com IC não apresentaram alteração da 

modulação simpática. Analisando a potência de LF em unidade absoluta (LFabs) observou-se 

redução nos animais com IC, sendo que o tratamento com MSC impede esta redução. 

Considerando o valor absoluto como representante de ambas as modulações, acredita-se que a 

alteração observada no LFabs pode ter sido induzida pela redução da modulação vagal. 

A razão LF/HF representa o balanço simpatovagal e é linearmente equivalente ao LFnu 

(BURR, 2007; MONTANO et al., 1994; PAGANI et al., 1986a). Desta forma, esta razão, 

assim como o LFnu, não apresentou diferença entre os grupos. Estudos afirmam que esta razão 

distingue a modulação simpática da parassimpática (MALLIANI, 1999; TASK FORCE, 

1996; GREENWOOD et al., 1998). Entretanto, esta afirmação é ainda questionada e deve ser 

vista com certa precaução; embora os sistemas parassimpático e simpático atuem de forma 

recíproca, os mesmos não necessariamente se encontram “balanceados” (ECKBERG, 1997). 

No presente estudo, a VFC também foi examinada usando métodos não-lineares, por 

meio da análise das flutuações depuradas de tendências (DFA) e entropia amostral (SampEn). 

A entropia amostral mede o grau de regularidade das séries de intervalo cardíaco, o que está 

diretamente relacionado com o grau de previsibilidade da série. Quanto mais regular a série, 

mais previsível ela é e menor será sua entropia. Por outro lado, o DFA é um método que 

quantifica as propriedades fractais da dinâmica do intervalo  cardíaco (HUIKURI et al., 2000; 

PENG et al., 1995; RICHMAN; MOORMAN, 2000). Irregularidade (previsibilidade) e 

estrutura fractal são propriedades associadas à complexidade dos sistemas. 

O nível de complexidade das series temporais é uma medida importante para se 

avaliar o sistema cardiovascular (SILVA; MURTA, 2012). Tem sido demonstrado que a 

complexidade diminui com a idade (PIKKUJÄMSÄ et al., 1999; TAKAHASHI et al., 2012), 

e, também, em doenças cardíacas (KUNZ et al., 2011; PORTA, A. et al., 2007). Assim, 

diminuições dos valores de entropia estão muitas vezes ligadas à perda da complexidade 

cardiovascular (PORTA, ALBERTO; GNECCHI-RUSCONE; et al., 2007). Os resultados 

obtidos no presente estudo mostram que a entropia amostral estava reduzida nos ratos com IC, 

e o tratamento com MSC impediu essa redução. 

Tem sido, amplamente, relatado que uma redução no índice de DFA de curto prazo 

(α1) é o indicador mais forte de mortalidade em pacientes com IC (HUIKURI et al., 2000; 

MÄKIKALLIO et al., 2001; TAPANAINEN et al., 2002). No presente estudo, um único 

índice DFA foi extraído (α). Neste caso, embora não tenha sido considerada qualquer 

distinção entre as propriedades fractais de curto e longo prazo, o índice único é mais 
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correlacionado com as propriedades de longo alcance (PENG et al., 1995). Os resultados 

mostram que o aumento do índice fractal do DFA na IC se recupera após o tratamento com as 

MSCs, retornando para níveis mais próximos de 1.0, que é o grau máximo de fractalidade, 

geralmente encontrados para indivíduos saudáveis (IYENGAR et al., 1996; PENG et al., 

1995). Isso indica que os mecanismos fractais envolvidos na VFC são degradados pela IC e 

restaurados pelo tratamento com MSC. 

No presente estudo, a variabilidade da PA também foi analisada nos animais com IC. 

Observou-se nos animais com IC a redução dos parâmetros pertinentes ao domínio do tempo 

(SDNN), como demonstrado em trabalhos anteriores (ARZENO et al., 2007; FEI et al., 1996; 

MALAVE et al., 2003; SAUL et al., 1988; SCALVINI et al., 1998). O tratamento com MSC 

não afetou este parâmetro. A análise espectral demonstrou haver redução da potência da 

banda de LF nos animais com IC, corroborando outros estudos do laboratório (LATARO et 

al., 2010; SABINO et al., 2013). A banda de LF, no caso da variabilidade da PA, representa o 

grau de modulação simpática para o coração e vasos, (DING et al., 2012; PAGANI et al., 

1986b; STAUSS, 2007). Como se sabe que a atividade simpática está aumentada na IC, 

esperava-se também um aumento na sua modulação, e consequentemente, na banda de LF, 

que no entanto, está reduzida. Entretanto, este fenômeno pode ser explicado de várias 

maneiras, tais como: 1) saturação da neurotransmissão sináptica, impedindo as oscilações 

normais da PA (RADAELLI et al., 1999); 2) disfunção endotelial, a qual reduz a 

disponibilidade de óxido nítrico (HIROOKA et al., 1994) e aumenta a síntese de endotelina 

nos vasos (PACHER et al., 1996); 3) atenuação da sensibilidade barorreflexa (JACOB et al., 

1995). Apesar das MSCs melhorarem a VFC, a variabilidade da PA permaneceu atenuada nos 

ratos com IC tratados com MSC. 

A redução da VFC em pacientes com IC pode ser consequência da atividade simpática 

aumentada (BURGER; ARONSON, 2001; TYGESEN et al., 2001; YOSHIKAWA et al., 

1999), disfunção neuroendócrina (PUMPRLA et al., 2002), elevação nos níveis de citocinas 

(Aronson e cols., 2001), e, ainda, atividade vagal reduzida (ECKBERG, 2000). No presente 

trabalho, os tonos simpático e vagal foram verificadas por meio do duplo bloqueio 

farmacológico. Nos animais com IC não tratados, o tono vagal, avaliado por meio da 

administração de metil-atropina, se apresentou atenuado, corroborando dados clínicos e 

experimentais (CHEN et al., 1991; ECKBERG et al., 1971b; LATARO et al., 2010; SABINO 

et al., 2013). O tratamento com MSC impediu a redução do tono vagal, demonstrando o 

restabelecimento da atividade parassimpática. Considerando-se que a redução do tono 

parassimpático está associada ao aumento da mortalidade de pacientes com IC 
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(OLSHANSKY et al., 2008; OSTERZIEL et al., 1995), o tratamento desta patologia com as 

MSCs pode trazer um efeito benéfico para a sobrevida destes pacientes. 

Estudos experimentais e clínicos indicam que a redução do tono parassimpático na IC 

influencia na redução da sensibilidade do barorreflexo (CHEN et al., 1991; ECKBERG et al., 

1971b; GOLDSTEIN et al., 1975). Dados do presente estudo mostram redução, tanto do tono 

parassimpático como da sensibilidade barorreflexa, corroborando dados existentes na 

literatura (CHEN et al., 1991; ECKBERG et al., 1971b; GOLDSTEIN et al., 1975; GRASSI 

et al., 1995; LATARO et al., 2010; LA ROVERE et al., 2009; SABINO et al., 2013); 

enquanto que o tratamento com MSC preveniu esta intercorrência nos animais com IC. 

O tono simpático, avaliado por meio da administração de propranolol, não diferiu 

entre os animais controles e com IC, tratados, ou não com MSC. A hiperatividade simpática 

se encontra bem descrita na IC (MANCIA et al., 1992; MARK, 1995; ZUCKER et al., 1995). 

Porém, em longo prazo, alterações ocorrem durante o desenvolvimento da IC e podem 

promover uma falha na neurotransmissão sináptica da inervação simpática cardíaca, por meio 

da atenuação dos seguintes mecanismos: 1) captação de noradrenalina da fenda sináptica; 2) 

densidade dos receptores β-adrenérgicos no miocárdio; 3) concentração de noradrenalina na 

terminação simpática; e 4) atividade da adenilato ciclase (DELEHANTY et al., 1994; 

KAWAI et al., 2000). 

Desta forma, o tono simpático, o LFnu da VFC, e a sensibilidade barorreflexa à 

taquicardia inalterados, conjuntamente, demonstram que os animais com IC do presente 

estudo, não apresentaram alteração da modulação e atividade simpática cardíaca. Por outro 

lado, nos animais com IC foram encontradas redução do tono e modulação parassimpática, e 

da sensibilidade barorreflexa à bradicardia, demonstrando um acometimento do componente 

parassimpático do sistema autonômico, cujo tratamento com MSC impediu este 

acometimento. 

O intervalo QT no ECG corresponde ao tempo entre a despolarização ventricular até o 

fim da sua recuperação elétrica (repolarização ventricular). Seu prolongamento tem sido 

considerado como marcador prognóstico de risco arritmogênico, e também está associado à 

disfunção ventricular esquerda, predizendo morte súbita em pacientes com doenças cardíacas 

(AHNVE; VALLIN, 1982; KARJALAINEN et al., 1997; PADMANABHAN et al., 2003; 

SCHWARTZ; WOLF, 1978; YI et al., 1998), embora haja desacordo em relação a estas 

interpretações (PEDRETTI et al., 1999). 

Mudanças no tono autonômico podem condicionar, diretamente, o iQT, alterando a 

cinética de repolarização das células miocárdicas, por influências mediadas por receptores em 
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correntes iônicas individuais; e, também, indiretamente, modulando a FC basal (CHOY et al., 

1998). Sendo o intervalo QT influenciado pela FC (AHNVE; VALLIN, 1982; FUNCK-

BRENTANO; JAILLON, 1993), o mesmo é corrigido pela fórmula de Bazett (BAZETT, 

1920). No presente trabalho, tanto o iQT, quanto o iQT corrigido apresentaram-se maior nos 

animais com IC, tratados ou não com MSC. 

A disfunção autonômica cardíaca pode estar associada ao prolongamento da 

repolarização ventricular, refletida pelo alargamento do iQTc (AHNVE; VALLIN, 1982; 

ANNILA et al., 1993; BROWNE et al., 1982; DARBAR et al., 1996). A contribuição 

independente da FC, e do tônus simpático e parassimpático, ao intervalo QT, tem sido difícil 

de separar porque o iQT é uma função desta influência dinâmica modulatória (CHOY et al., 

1998). No entanto, estudos sugerem que o tônus parassimpático é importante para manter o 

iQT, mantendo, assim, um período refratário crítico (AHNVE; VALLIN, 1982; BROWNE et 

al., 1982; CHOY et al., 1998).  

Tem sido bem documentado que o prolongamento do potencial de ação caracteriza a 

falência cardíaca e a hipertrofia. Desta forma, tem sido descrito que o prolongamento do 

intervalo QT seja uma resposta adaptativa à sobrecarga mecânica (SWYNGHEDAUW, 

2005). A hipertrofia do miocárdio remanescente estava presente nos animais tratados, ou não, 

com MSC, o que pode explicar o prolongamento do iQT e iQTc, em ambos os grupos; uma 

vez que não houve alteração da FC entre os grupos e o tono vagal foi recuperado no grupo 

tratado com MSC. 

Em síntese, a partir dos dados hemodinâmicos do presente estudo, foi demonstrado 

que o tratamento com MSC promoveu melhora da sensibilidade do barorreflexo. É conhecido 

que a sensibilidade barorreflexa está correlacionada com a integridade do controle 

autonômico. Isso está de acordo com os dados obtidos do presente estudo, no qual foi 

observada restauração do controle autonômico colinérgico nos animais com IC tratados com 

MSC. Este achado sugere que as MSCs produziram um efeito positivo sobre os ratos com IC. 

No entanto, as MSCs não tiveram nenhum efeito na variabilidade da PA. Contudo, tem sido 

descrito que o controle barorreflexo arterial não está relacionado com a variabilidade da PA 

em ratos não anestesiados, hipertensos ou normotensos (SU et al., 1992). Os resultados do 

presente estudo sugerem que as MSCs melhoraram o desequilíbrio autonômico e a 

sensibilidade do barorreflexo, mas não afetaram a resposta hipotensora e a variabilidade da 

PA. 

A hipotensão após o IM está relacionada à redução do DC, enquanto que a resistência 

periférica pode se apresentar em níveis normais ou aumentados; ou então, a resistência 
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periférica pode estar reduzida, mas o DC normal (ROSS, 1969). A FEVE se apresentou 

reduzida nos animais com IC, tratados, ou não com MSC. Portanto, o efeito hipotensor pode 

ser atribuído à redução do DC, resultante da atenuação da função cardíaca, a qual, por sua 

vez, está relacionada ao tamanho do infarto. A lesão causada pela isquemia comprometeu 

grande parte do ventrículo. E mesmo com a redução da extensão do infarto observada nos 

animais tratados com MSC, a perda miocárdica ainda permaneceu apreciável, não permitindo 

a recuperação da FEVE. Lesões menores talvez possam demonstrar melhora da FEVE, e, 

possivelmente, da hipotensão. 

Tem sido demonstrado no IM e na IC que as MSCs se diferenciam em cardiomiócitos 

funcionais (KOCHER et al., 2001; ORLIC et al., 2001; SHAKE et al., 2002), diminuem a 

apoptose (BERRY et al., 2006; GNECCHI et al., 2005; LI et al., 2010), e induzem a 

angiogênese e a neovascularização (DAVANI et al., 2003; FUCHS et al., 2001; JIANG et al., 

2006; KOCHER et al., 2001; NAGAYA et al., 2004; TOMITA et al., 2002; LI et al., 2010). 

Estes efeitos podem resultar da secreção de fatores solúveis, atuando de maneira parácrina 

(GNECCHI et al., 2005, 2006; KINNAIRD et al., 2004), por meio de efeitos pró-

angiogênicos, anti-apoptóticos, anti-fibróticos e imunorreguladores (MEIRELLES et al., 

2009), contribuindo, assim, para a melhora do quadro fisiopatológico da IC. 

É possível que as MSCs possam facilitar o desenvolvimento neural por meio dessas 

via parácrinas, por indução do remodelamento da matriz extracelular (PAK et al., 2003), e a 

diferenciação das mesmas em células neurais (AZIZI et al., 1998; LOU et al., 2003; ORTIZ et 

al., 2003). As MSCs têm sido muito estudadas em vários modelos de doenças 

neurodegenerativas, como as doenças de Parkinson, Alzheimer, Huntington, Esclerose 

múltipla, Esclerose lateral amiotrófica, e lesão de medula espinhal (TANNA; SACHAN, 

2014; VAQUERO; ZURITA, 2011). Estudos demonstraram que o tratamento com MSC 

promove reparo tecidual, aumento da inervação no sítio lesionado, e, também, a melhora da 

função neurológica, com recuperação de movimentos perdidos após a lesão (TANNA; 

SACHAN, 2014; VAQUERO; ZURITA, 2011). Desta maneira, estas células podem 

influenciar o restabelecimento da modulação autonômica. No entanto, estudos para melhor 

compreensão dos mecanismos de interação das MSCs com o sistema nervoso autonômico 

ainda são necessários, e se apresentam como extremamente oportunos. 

Os mecanismos subjacentes aos efeitos benéficos das MSCs não estão completamente 

esclarecidos. Além disso, várias questões importantes sobre o método e a via de entrega, a 

quantidade de células a serem transplantadas, e, acima de tudo, o momento do transplante das 
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células-tronco em pacientes com doença isquêmicas do coração permanecem sem respostas 

(MADONNA et al., 2014; MAZHARI; HARE, 2012; VRTOVEC et al., 2013).  

O transplante intravenoso é o método de acesso mais fácil, e prático, por requerer a via 

venosa periférica. Também, é um método pouco invasivo. Assim, os animais receberam o 

transplante de MSC pela veia jugular, anatomicamente próxima ao coração. Todavia, as 

células passam pela circulação pulmonar, e grande parte fica retida nos pulmões, e, em menor 

grau, no fígado, coração e baço (BARBASH et al., 2003). Considerando que as MSCs 

possuem alto poder parácrino, e grande capacidade migratória para sítios lesionados, a via 

intravenosa não inviabiliza o transplante, e pode ser considerada uma alternativa bastante 

atrativa. Entretanto, é interessante e devem ser executados para melhor conhecimento do 

efeito destas células, o estudo hemodinâmico utilizando, também, outras vias de 

administração.  

Estudos que analisaram diferentes tempos de entrega de MSC demonstraram que o 

benefício do transplante foi maior nos animais que receberam o tratamento após 1 semana do 

IM (HU et al., 2007; JIANG et al., 2008). BARTUNEK et al. (2006) relataram o curso 

temporal dos fatores que poderiam afetar a migração e sobrevivência celular. Foi 

demonstrado que a maior probabilidade de otimização da enxertia e sobrevivência parece ser 

entre o terceiro e sétimo dia após o IM, devido à coincidência dos picos dos fatores de adesão, 

quimiotaxia, mobilização de células-tronco e de citocinas  (BARTUNEK et al., 2006). 

Considerando tais fatos, no presente trabalho, as MSCs foram injetadas no sétimo dia após a 

ligadura coronariana. 

Outro ponto debatido, e a ser determinado, é o tipo de transplante. O transplante 

alogênico de MSC tem se tornado bastante atrativo para a prática clínica, uma vez que o uso 

autólogo de MSC promove vários desafios. O transplante autólogo requer determinado tempo 

para expansão das células, até que se obtenha um número adequado para o transplante; e 

também, pacientes doentes, idosos, ou com comorbidades crônicas apresentam células-tronco 

imaturas, e disfuncionais (PSALTIS et al., 2014). A disponibilidade de banco de doadores de 

MSC, obtidas a partir de dadores saudáveis, e jovens, iria permitir um acesso rápido ao 

transplante das células nas fases iniciais do IM. Também, assegurariam garantia de qualidade 

na preparação das células (PSALTIS et al., 2014), tornando o transplante alogênico muito 

atrativo. Portanto, no presente estudo, foi feita a escolha da utilização de transplante alogênico 

nos animais. 



                                                                                                                             Discussão                                

 

101 

Estas questões, no entanto, sem dúvida, requerem mais estudos para a otimização da 

abordagem da terapia celular, e representam um foco de futuras pesquisas neste campo 

(MADONNA et al., 2014; MAZHARI; HARE, 2012; VRTOVEC et al., 2013).  

Em resumo, a terapia com MSC é uma abordagem importante para a manutenção de 

mecanismos fisiológicos normais durante o desenvolvimento da IC. Depois de cinco semanas 

do IM, e um mês após o transplante com MSC, foi demonstrada melhora da sensibilidade do 

barorreflexo, da modulação e tono autonômico vagal, da extensão do IM e da densidade de 

colágeno no coração, demonstrando, assim, os efeitos benéficos da terapia com MSC sobre a 

IC. 
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Em conclusão, o transplante de MSC em ratos com IC, induzida pelo infarto do 

miocárdio, melhorou a VFC, como indicado pelas análises no domínio do tempo e da 

frequência (análise espectral), bem como a não linear (entropia e DFA). Também foram 

beneficiados pelas MSCs, a sensibilidade do barorreflexo, o tono vagal, a frequência 

intrínseca de marca-passo, a extensão da área isquêmica e a densidade de colágeno. No 

entanto, as MSCs não foram capazes de melhorar a FEVE, os intervalos QT e QTc do 

eletrocardiograma, a PAM, a variabilidade da PA e a hipertrofia cardíaca. 
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TABELA 1. Defeito de perfusão (%) determinado pelo SPECT (Tomografia 

computadorizada por emissão de fóton único) no período de pré-tratamento dos grupos 

controle (SHAM) e com insuficiência cardíaca (IC), tratados com salina ou células-tronco 

mesenquimais (MSC). 

 

 

 
SHAM 

 
IC + Salina 

 
IC + MSC 

 
 
1 0 58 58 
2 0 44 54 
3 3 56 50 
4 0 40 47 
5 0 46 47 
6 0 50 45 
7 0 55 60 
8 0 56 48 
9 0 63 50 
10 0 44 52 
11 0 54 62 
12 0 48 57 
13 0 49 42 
14 0 45 47 
15 

 
46 

 16 
 

60 
 

    Média  0 51 51 
EPM 0 2 2 
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TABELA 2. Fração de Ejeção (%) no período de pré-tratamento dos grupos controle 

(SHAM) e com insuficiência cardíaca (IC), tratados com salina ou células-tronco 

mesenquimais (MSC). 

 

 

 
SHAM 

 
IC + Salina 

 
IC + MSC 

 
 
1 52 10 18 
2 36 18 19 
3 32 8 12 
4 45 18 11 
5 44 27 13 
6 53 24 24 
7 32 21 27 
8 66 28  
9 76 38  
    

Média  48 21 18 
EPM 5 3 2 
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TABELA 3. Fração de Ejeção (%) após um mês do tratamento dos grupos controle (SHAM) 

e com insuficiência cardíaca (IC), tratados com salina ou células-tronco mesenquimais 

(MSC). 

 

 

 
SHAM 

 
IC + Salina 

 
IC + MSC 

 
 
1 49 13 16 
2 57 14 22 
3 59 12 13 
4 49 23 13 
5 47 26 13 
6 55 19 38 
7 44 16 25 
8 56 21  
9 69 34  
    

Média 54 20 20 
EPM 3 2 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                              Apêndice 

 

140 

TABELA 4. Fração de Ejeção (%) antes (pré-tratamento) e após um mês (pós-tratamento) do 

tratamento dos grupos controle (SHAM) e com insuficiência cardíaca (IC), tratados com 

salina ou células-tronco mesenquimais (MSC). 

 

 

 
SHAM 

 
IC + Salina 

 
IC + MSC 

 

 

Pré-
tratamento 

Pós-
tratamento 

Pré-
tratamento 

Pós-
tratamento 

Pré-
tratamento 

Pós-
tratamento 

 
1 52 49 10 13 18 16 
2 36 57 18 14 19 22 
3 32 59 8 12 12 13 
4 45 49 18 23 11 13 
5 44 47 27 26 13 13 
6 53 55 24 19 24 38 
7 32 44 21 16 27 25 
8 66 56 28 21 

  9 76 69 38 34 
  

       Média 48 54 21 20 18 20 
EPM 5 3 3 2 2 4 
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TABELA 5. Parâmetros eletrocardiográficos: intervalo PR (iPR), duração da onda P (dP), 

intervalo QRS (iQRS), intervalo QT (iQT) e intervalo QT corrigido (iQTc) após um mês do 

tratamento do grupo controle (SHAM) com salina. 

 

 
 

 
iPR (ms) 

 
dP (ms) 

 
iQRS (ms) 

 
iQT (ms) 

 
iQTc (ms) 

 
 
1 60,3 32,2 21,6 84,9 205,2 
2 52,4 28,9 20,9 81,0 210,8 
3 55,6 27,6 24,5 73,1 198,5 
4 61,8 35,6 27,7 89,6 192,7 
5 59,8 30,4 26,9 84,3 194,3 
6 55,2 26,8 26,8 91,0 189,2 
7 62,2 27,9 25,8 89,4 188,5 

      Média 58,2 29,9 24,9 84,8 197,1 
EPM 1,4 1,2 1,0 2,4 3,2 

 

 

TABELA 6. Parâmetros eletrocardiográficos: intervalo PR (iPR), duração da onda P (dP), 

intervalo QRS (iQRS), intervalo QT (iQT) e intervalo QT corrigido (iQTc) após um mês do 

tratamento do grupo com insuficiência cardíaca (IC) tratado com salina. 

 

 
 

 
iPR (ms) 

 
dP (ms) 

 
iQRS (ms) 

 
iQT (ms) 

 
iQTc (ms) 

 
 
1 62,7 35,7 36,0 96,8 241,7 
2 64,9 24,5 22,5 93,4 203,0 
3 54,9 18,3 28,9 100,0 226,3 
4 60,1 34,8 30,0 94,3 231,9 
5 69,7 34,8 29,4 100 237,3 
6 60,0 31,6 31,5 90,9 220,3 
7 56,3 28,2 34,9 97,4 232,3 

      
Média 61,2 29,7 30,5 96,2 227,5 
EPM 1,9 2,5 1,7 1,3 4,9 
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TABELA 7. Parâmetros eletrocardiográficos: intervalo PR (iPR), duração da onda P (dP), 

intervalo QRS (iQRS), intervalo QT (iQT) e intervalo QT corrigido (iQTc) após um mês do 

tratamento do grupo com insuficiência cardíaca (IC) tratado com células-tronco 

mesenquimais (MSC). 

 

 
 

 
iPR (ms) 

 
dP (ms) 

 
iQRS (ms) 

 
iQT (ms) 

 
iQTc (ms) 

 
 
1 67,2 24,7 26,6 99,6 236,0 
2 51,4 27,1 31,7 94,5 239,7 
3 61,4 15,2 28,8 95,7 210,7 
4 49,4 28,7 35,9 99,2 222,3 
5 64,3 33,1 19,8 96,3 207,5 
6 58,5 31,8 32,9 94,8 226,3 
7 65,5 34,4 30,3 98,2 221 
8 71,8 39,1 31 115,7 247,4 

      
Média 61,2 29,3 29,6 99,3 226,4 
EPM 2,7 2,6 1,7 2,5 4,9 
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TABELA 8. Intervalo RR do eletrocardiograma (ms), SDNN (desvio padrão de valores 

sucessivos do intervalo RR, em ms), RMSSD (raiz quadrada da média da soma dos quadrados 

das diferenças entre sucessivos valores de intervalo RR, em ms) da variabilidade da 

frequência cardíaca no domínio do tempo dos grupos controle (SHAM) e com insuficiência 

cardíaca (IC), tratados com salina ou células-tronco mesenquimais (MSC). 

 

 

 
SHAM 

 
IC + Salina 

 
IC + MSC 

 

 
iRR SDNN RMSSD iRR SDNN RMSSD iRR SDNN RMSSD 

 
1 205 10,87 4,10 168 4,27 3,27 189 6,11 3,64 
2 191 6,47 5,19 183 7,32 5,01 209 11,30 9,70 
3 212 10,90 6,04 200 5,49 2,09 213 13,94 7,55 
4 190 7,74 6,43 182 2,98 2,59 200 6,20 5,33 
5 170 5,35 4,38 175 4,05 2,36 198 3,97 3,18 
6 196 8,11 4,65 200 4,27 2,33 182 4,01 3,54 
7 188 8,33 7,08 201 4,77 2,58 190 4,85 2,61 
8 185 5,27 3,87 203 5,43 3,52 180 4,20 1,68 
9 174 5,87 3,66 177 4,48 5,53 

   10 
   

180 5,67 4,77 
   

          Média 190 7,65 5,04 187 4,87 3,40 195 6,82 4,65 
EPM 4 0,72 0,41 4 0,37 0,40 4 1,33 0,96 
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TABELA 9. Potências das bandas de baixa (LF, 0,2 - 0,75 Hz) e alta frequência (HF, 0,75 – 3 

Hz) em unidades absoluta (abs - ms2) e normalizada (nu - %), e a razão LF/HF da 

variabilidade da frequência cardíaca no domínio da frequência do intervalo RR do 

eletrocardiograma do grupo controle (SHAM). 

 

 

 
LF abs 

 
HF abs 

 
LF nu 

 
LH/HF 

 
 
1 1,96 3,52 32,59 0,63 
2 0,88 5,79 11,49 0,13 
3 3,80 7,55 31,43 0,52 
4 1,35 8,70 14,04 0,17 
5 0,70 4,72 13,00 0,16 
6 1,35 6,94 16,45 0,29 
7 2,51 13,26 17,44 0,25 
8 0,60 3,84 11,52 0,15 
9 1,58 4,46 17,48 0,28 

     Média 1,64 6,53 18,38 0,29 
EPM 0,34 1,03 2,69 0,06 
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TABELA 10. Potências das bandas de baixa (LF, 0,2 - 0,75 Hz) e alta frequência (HF, 0,75 – 

3 Hz) em unidades absoluta (abs - ms2) e normalizada (nu - %), e a razão LF/HF da 

variabilidade da frequência cardíaca no domínio da frequência do intervalo RR do 

eletrocardiograma do grupo com insuficiência cardíaca (IC) tratado com salina. 

 

 

 
LF abs 

 
HF abs 

 
LF nu 

 
LH/HF 

 
 
1 0,45 3,00 14,00 0,17 
2 0,90 6,28 12,78 0,17 
3 0,39 0,79 26,58 0,41 
4 0,13 1,24 10,03 0,12 
5 0,29 1,24 16,99 0,23 
6 0,30 1,27 17,58 0,26 
7 0,21 1,16 14,45 0,18 
8 0,66 2,49 18,61 0,25 
9 0,32 1,16 19,91 0,32 
10 0,48 4,14 10,87 0,13 

     Média 0,41 2,28 16,18 0,23 
EPM 0,07 0,56 1,55 0,03 
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TABELA 11. Potências das bandas de baixa (LF, 0,2 - 0,75 Hz) e alta frequência (HF, 0,75 – 

3 Hz) em unidades absoluta (abs - ms2) e normalizada (nu - %), e a razão LF/HF da 

variabilidade da frequência cardíaca no domínio da frequência do intervalo RR do 

eletrocardiograma do grupo com insuficiência cardíaca (IC) tratado células-tronco 

mesenquimais (MSC). 

 

 

 
LF abs 

 
HF abs 

 
LF nu 

 
LH/HF 

 
 
1 0,87 2,88 21,38 0,35 
2 1,62 8,38 18,03 0,26 
3 4,86 10,07 32,00 0,58 
4 1,10 4,31 19,06 0,27 
5 0,34 2,81 12,40 0,15 
6 0,49 3,36 22,04 0,31 

     Média 1,55 5,30 20,82 0,32 
EPM 0,69 1,28 2,64 0,06 
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TABELA 12. Índice α da Análise depurada de tendências (DFA) e Entropia dos métodos não 

lineares da variabilidade da frequência cardíaca dos grupos controle (SHAM) e com 

insuficiência cardíaca (IC), tratados com salina ou células-tronco mesenquimais (MSC). 

 

 

 
SHAM 

 
IC + Salina 

 
IC + MSC 

 

 
α Entropia α Entropia α Entropia 

 
1 1,09 1,02 1,22 0,74 1,13 1,04 
2 1,11 1,44 1,12 1,06 1,06 0,80 
3 1,13 1,20 1,17 0,62 1,23 0,54 
4 1,15 1,38 1,22 0,91 1,06 1,13 
5 1,18 1,34 1,19 1,06 1,13 1,42 
6 1,12 1,24 1,11 1,10 1,13 1,51 
7 1,07 1,63 1,24 1,10 

  8 1,11 1,35 1,17 1,05 
  9 1,10 1,30 1,12 1,11 
  10 

  
1,23 1,09 

  
       Média 1,12 1,32 1,18 0,98 1,12 1,08 
EPM 0,01 0,06 0,02 0,05 0,03 0,15 
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TABELA 13. Pressão arterial média (PAM, em mmHg), média da pressão arterial sistólica 

(PAS, em mmHg), SDNN (desvio padrão de valores sucessivos do intervalo RR, em mmHg), 

e a potência da banda de baixa frequência (LF, 0,2 – 0,75 Hz) em unidade absoluta (abs - 

mmHg2) da PAS do grupo controle (SHAM). 

 

 

 
PAM 

 
PAS 

 
SDNN 

 
LF (abs) 

 
 
1 110 126,65 4,25 5,21 
2 94 103,52 4,66 1,95 
3 91 96,41 3,76 1,62 
4 97 113,14 4,41 4,33 
5 101 120,42 4,37 2,34 
6 130 141,10 5,23 7,94 
7 105 117,88 4,43 2,64 
8 112 129,62 4,13 3,83 
9 125 141,13 5,72 8,91 

     Média 107 121 4,55 4,31 
EPM 4 5 0,20 0,87 
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TABELA 14. Pressão arterial média (PAM, em mmHg), média da pressão arterial sistólica 

(PAS, em mmHg), SDNN (desvio padrão de valores sucessivos do intervalo RR, em mmHg), 

e a potência da banda de baixa frequência (LF, 0,2 – 0,75 Hz) em unidade absoluta (abs - 

mmHg2) da PAS do grupo com insuficiência cardíaca (IC) tratado com salina. 

 

 

 
PAM 

 
PAS 

 
SDNN 

 
LF (abs) 

 
 
1 92 103,68 3,28 0,80 
2 97 107,28 3,24 0,82 
3 96 98,48 2,87 0,96 
4 89 91,87 3,40 0,46 
5 84 99,04 2,95 0,32 
6 88 93,72 2,71 2,10 
7 88 98,74 3,90 2,21 
8 83 117,28 4,27 0,32 
9 85 94,00 2,69 0,68 
10 72 98,33 2,94 1,07 
11 99 86,53 3,67 1,63 
12 88 107,96 3,68 1,00 

     Média 88 100 3,30 1,03 
EPM 2 2 0,14 0,18 
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TABELA 15. Pressão arterial média (PAM, em mmHg), média da pressão arterial sistólica 

(PAS, em mmHg), SDNN (desvio padrão de valores sucessivos do intervalo RR, em mmHg), 

e a potência da banda de baixa frequência (LF, 0,2 – 0,75 Hz) em unidade absoluta (abs - 

mmHg2) da PAS do grupo com insuficiência cardíaca (IC) tratado com células-tronco 

mesenquimais (MSC). 

 

 

 
PAM 

 
PAS 

 
SDNN 

 
LF (abs) 

 
 
1 91 102,80 2,85 0,68 
2 95 101,93 4,29 2,61 
3 100 110,64 3,64 2,43 
4 96 106,42 4,25 1,17 
5 100 109,13 3,11 1,77 
6 85 98,76 2,70 0,82 
7 91 109,02 3,88 1,67 
8 91 93,53 3,58 1,08 

     Média 94 104 3,54 1,53 
EPM 2 2 0,21 0,25 
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TABELA 16. Frequência cardíaca (bpm) dos grupos controle (SHAM) e com insuficiência 

cardíaca (IC), tratados com salina ou células-tronco mesenquimais (MSC). 

 

 

 
SHAM 

 
IC + Salina 

 
IC + MSC 

 
 
1 291 329 317 
2 314 302 287 
3 284 326 264 
4 312 338 293 
5 357 298 303 
6 305 290 318 
7 320 288 293 
8 312 318 318 
9 330 310 291 
10 315 269 288 
11 308 320 325 
12 330 320 

 13 330 356 
 14 275 

  
    Média 313 313 300 

EPM 6 6 6 
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TABELA 17. Frequência intrínseca de marca-passo (bpm) dos grupos controle (SHAM) e 

com insuficiência cardíaca (IC), tratados com salina ou células-tronco mesenquimais (MSC). 

 

 

 
SHAM 

 
IC + Salina 

 
IC + MSC 

 
 
1 379 373 357 
2 354 344 372 
3 403 325 393 
4 336 347 348 
5 391 357 356 
6 333 303 372 
7 390 334 347 
8 362 347 406 
9 389 323 389 
10 377 373 349 
11 350 338 397 
12 380 348 

 13 328 354 
 14 334 

  
    Média 365 344 371 
EPM 7 5 7 
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TABELA 18. Resposta taquicárdica (efeito vagal – bpm) à administração de metil-atropina 

dos grupos controle (SHAM) e com insuficiência cardíaca (IC), tratados com salina ou 

células-tronco mesenquimais (MSC). 

 

 

 
SHAM 

 
IC + Salina 

 
IC + MSC 

 
 
1 136 82 53 
2 77 78 115 
3 123 19 180 
4 57 28 89 
5 61 67 94 
6 56 25 69 
7 90 56 86 
8 94 35 72 
9 101 34 111 
10 86 93 96 
11 72 89 99 
12 67 53 

 13 51 36 
 14 98 

  
    Média 84 53 97 

EPM 7 7 10 
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TABELA 19. Resposta bradicárdica (efeito simpático – bpm) à administração de propranolol 

dos grupos controle (SHAM) e com insuficiência cardíaca (IC), tratados com salina ou 

células-tronco mesenquimais (MSC). 

 

 

 
SHAM 

 
IC + Salina 

 
IC + MSC 

 
 
1 -4 -9 -3 
2 -24 -23 -5 
3 -1 -14 -8 
4 -5 -6 -7 
5 -4 -3 -17 
6 -4 -4 -8 
7 -8 -38 -34 
8 -18 -19 -8 
9 

 
-3 

 10 
 

-28 
 11 

 
-12 

 
    Média -9 -14 -11 

EPM 3 3 4 
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TABELA 20. Sensibilidade barorreflexa, resposta bradicárdica à administração de fenilefrina 

(bpm/mmHg), dos grupos controle (SHAM) e com insuficiência cardíaca (IC), tratados com 

salina ou células-tronco mesenquimais (MSC). 

 

 

 
SHAM 

 
IC + Salina 

 
IC + MSC 

 
 
1 1,51 1,19 2,08 
2 1,46 1,04 1,97 
3 2,32 1,18 1,78 
4 2,37 0,79 1,14 
5 1,37 1,33 

 6 
 

1,36 
 7 

 
-0,05 

 
    Média 1,81 0,98 1,74 

EPM 0,22 0,19 0,21 

 

 

 

TABELA 21. Sensibilidade barorreflexa, resposta taquicárdica à administração de 

nitroprussiato de sódio (bpm/mmHg), dos grupos controle (SHAM) e com insuficiência 

cardíaca (IC), tratados com salina ou células-tronco mesenquimais (MSC). 

 

 

 
SHAM 

 
IC + Salina 

 
IC + MSC 

 
 
1 3,54 1,97 3,66 
2 1,75 0,58 4,10 
3 2,55 1,96 2,53 
4 1,29 2,63 1,79 
5 2,00 1,4 

 6 2,81 
  

    Média 2,32 1,71 3,02 
EPM 0,33 0,34 0,53 
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TABELA 22. Extensão do infartado dos grupos controle (SHAM) e com insuficiência 

cardíaca (IC), tratados com salina ou células-tronco mesenquimais (MSC). 

 

 

 
IC + Salina 

 
IC + MSC 

 
 
1 46 47 
2 49 28 
3 56 46 
4 55 34 
5 42 37 
6 52 34 
7 61 45 
8 43 51 
9 58 54 
10 58 38 
11 54 46 
12 46 47 
13 42 26 
14 40 43 
15 40 

 16 58 
 

   Média 50 41 
EPM 2 2 
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TABELA 23. Quantidade relativa de colágeno (%) do miocárdio sobrevivente, na área da 

parede livre do ventrículo esquerdo, dos grupos controle (SHAM) e com insuficiência 

cardíaca (IC), tratados com salina ou células-tronco mesenquimais (MSC). 

 

 

 
SHAM 

 
IC + Salina 

 
IC + MSC 

 
 
1 5,19 21,74 10,44 
2 10,27 12,68 10,41 
3 11,51 12,71 14,63 
4 13,29 15,5 9,53 
5 10,13 16,50 9,54 
6 9,97 10,37 10,8 
7 12,57 14,45 12,15 
8 9,32 10 

 9 10,14 17,62 
 

    Média 10,27 14,62 11,07 
EPM 0,77 1,24 0,68 
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TABELA 24. Diâmetro dos cardiomiócitos no Septo (µm) dos grupos controle (SHAM) e 

com insuficiência cardíaca (IC), tratados com salina ou células-tronco mesenquimais (MSC). 

 

 

 
SHAM 

 
IC + Salina 

 
IC + MSC 

 
 
1 9,89 12,65 12,71 
2 10,61 13,39 13,74 
3 9,97 13,53 13,93 
4 9,68 13,32 13,33 
5 11,19 14,64 13,84 
6 10,82 14,90 14,58 
7 9,53 12,55 13,78 
8 

 
12,76 12,55 

9 
 

12,89 12,88 
10 

 
12,91 13,64 

11 
 

13,42 
 

    Média 10,24 13,36 13,50 
EPM 0,24 0,23 0,20 
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TABELA 25. Mínima espessura do ventrículo esquerdo na área de infarto (mm) dos grupos 

controle (SHAM) e com insuficiência cardíaca (IC), tratados com salina ou células-tronco 

mesenquimais (MSC). 

 

 

 
SHAM 

 
IC + Salina 

 
IC + MSC 

 
 
1 2,47 0,49 1,13 
2 2,18 0,75 0,64 
3 1,98 0,56 0,44 
4 2,89 0,95 0,66 
5 2,25 1,07 0,95 
6 2,23 0,83 1,06 
7 2,29 0,94 0,85 
8 1,80 0,89 0,54 
9 1,67 0,45 1,07 
10 2,10 1,03 0,52 
11 2,09 0,50 0,38 
12 2,56 0,50 0,44 
13 3,02 0,57 0,70 
14 2,49 0,66 0,62 
15 

 
0,59 

 
    Média 2,29 0,72 0,71 
EPM 0,10 0,06 0,07 
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TABELA 26. Peso inicial (g) dos grupos controle (SHAM) e com insuficiência cardíaca (IC), 

tratados com salina ou células-tronco mesenquimais (MSC). 

 

 

 
SHAM 

 
IC + Salina 

 
IC + MSC 

 
 
1 285 321 266 
2 289 227 262 
3 278 270 298 
4 232 260 345 
5 346 293 319 
6 357 318 298 
7 292 268 296 
8 310 274 312 
9 257 292 

 10 310 302 
 11 

 
272 

 12 
 

302 
 

    Média 296 283 300 
EPM 12 8 10 
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TABELA 27. Peso final (g) dos grupos controle (SHAM) e com insuficiência cardíaca (IC), 

tratados com salina ou células-tronco mesenquimais (MSC). 

 

 

 
SHAM 

 
IC + Salina 

 
IC + MSC 

 
 
1 580 518 458 
2 523 504 493 
3 435 446 437 
4 344 474 505 
5 457 469 422 
6 420 466 395 
7 468 545 458 
8 495 412 444 
9 412 495 

 10 472 445 
 11 

 
430 

 12 
 

429 
 

    Média 461 469 452 
EPM 20 12 13 
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TABELA 28. Variação do peso inicial pelo peso final (g) dos grupos controle (SHAM) e com 

insuficiência cardíaca (IC), tratados com salina ou células-tronco mesenquimais (MSC). 

 

 

 
SHAM 

 
IC + Salina 

 
IC + MSC 

 
 
1 295 197 192 
2 234 277 231 
3 157 176 139 
4 112 214 160 
5 111 176 103 
6 63 148 97 
7 176 277 162 
8 185 138 132 
9 155 203 

 10 162 143 
 11 

 
158 

 12 
 

127 
 

    Média 165 186 152 
EPM 21 15 16 
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TABELA 29. Peso dos corações (mg), peso final (g) e o índice de peso cardíaco (mg/g) do 

grupo controle (SHAM). 

 

 

 
Peso cardíaco (mg) 

 
Peso corporal (g) 

 
Índice de peso cardíaco (mg/g) 

 
 
1 1652 580 2,85 
2 1620 523 3,10 
3 1677 435 3,83 
4 1326 344 3,83 
5 1300 457 2,84 
6 1330 420 3,17 
7 1462 468 3,12 
8 1658 495 3,33 
9 1311 412 3,18 
10 1567 472 3,30 

    Média 1496 461 3,25 
EPM 50 20 0,11 
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TABELA 30. Peso dos corações (mg), peso final (g) e o índice de peso cardíaco (mg/g) do 

grupo com insuficiência cardíaca (IC) tratado com salina. 

 

 

 
Peso cardíaco (mg) 

 
Peso corporal (g) 

 
Índice de peso cardíaco (mg/g) 

 
 
1 1902 518 3,67 
2 3152 504 6,25 
3 2080 377 5,52 
4 1750 511 3,42 
5 2110 428 4,93 
6 2840 450 6,31 
7 2220 446 4,98 
8 2379 474 5,00 
9 2085 469 4,42 
10 1700 466 3,65 
11 1978 545 3,61 
12 1684 412 4,09 
13 1618 495 3,25 
14 1577 445 3,52 
15 1198 430 2,76 
16 2300 429 5,36 

    Média 2032 462 4,42 
EPM 122 11 0,27 
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TABELA 31. Peso dos corações (mg), peso final (g) e o índice de peso cardíaco (mg/g) do 

grupo com insuficiência cardíaca (IC) tratado com células-tronco mesenquimais (MSC). 

 

 

 
Peso cardíaco (mg) 

 
Peso corporal (g) 

 
Índice de peso cardíaco (mg/g) 

 
 
1 1750 455 3,85 
2 2520 454 5,55 
3 2520 458 5,50 
4 1905 493 3,84 
5 2700 437 6,18 
6 1610 505 3,19 
7 1686 422 3,97 
8 1640 395 4,15 
9 1618 458 3,51 
10 1871 444 4,21 

    Média 1989 452 4,40 
EPM 146 10 0,31 
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Abstract 

 

Heart failure induced by myocardial infarct (MI) attenuates the heart rate variability and 

baroreflex sensitivity, which are important risk factors for life threatening cardiovascular 

events. Therapies with mesenchymal stem cells (MSCs) have shown promising results after 

MI. However, the effects of MSCs on hemodynamic (heart rate and arterial pressure) 

variability and baroreflex sensitivity in chronic heart failure (CHF) following MI have not 

been evaluated thus far. Male Wistar rats received MSCs or saline solution intravenously one 

week after ligation of the left coronary artery. Control (non-infarcted) rats were also 

evaluated. MI size was assessed using single-photon emission computed tomography 

(SPECT). The left ventricular ejection fraction was evaluated using radionuclide 

ventriculography. Four weeks after MSC injection, the animals were anesthetized and 

instrumented for chronic ECG recording and catheters were implanted in the femoral artery to 

record arterial pressure. Arterial pressure and heart rate variabilities were determined in time 

and frequency domain (spectral analysis) while heart rate variability (HRV) was also 

examined using nonlinear methods: DFA (detrended fluctuation analysis) and sample entropy. 

The initial MI size was the same among all infarcted rats but was reduced by MSCs. CHF rats 

exhibited increased myocardial interstitial collagen and sample entropy combined with the 

attenuation of the following cardiocirculatory parameters: DFA indices, LVEF, baroreflex 

sensitivity and HRV. Nevertheless, MSCs hampered all these alterations, except the LVEF 

reduction. Therefore, four weeks after MSC therapy was applied to CHF rats, MI size and 

myocardial interstitial fibrosis decreased, while baroreflex sensitivity and heart rate variability 

improved. 

 

KEYWORDS: Mesenchymal stem cells, chronic heart failure, baroreflex sensitivity, heart 

rate variability, myocardial infarction.  
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Introduction 

 

Chronic heart failure (CHF) is characterized by ventricular dysfunction with decreased 

myocardial contractility and cardiac output, increased end-diastolic volume of the ventricles 

and reduced functional cardiac reserve1. Thus, cardiocirculatory adjustments are required to 

maintain adequate tissue perfusion; one adjustment involves baroreflex function, which plays 

an important role in modulating heart rate (HR), cardiac output, myocardial contractility and 

regional distribution of blood flow2. 

However, patients with CHF induced by myocardial infarction (MI) have impaired 

baroreflex function3,4. Moreover, one of the major changes that occurs beginning in the early 

stages of heart failure is an autonomic imbalance that is characterized by sympathetic 

hyperactivity and reduced vagal tone5-7. These outcomes emphasize the importance of the 

baroreflex control on cardiovascular autonomic modulation in CHF. 

Adult mesenchymal stem cells (MSCs) are stem cells with high potential for 

therapeutic applications8. MSCs therapy is an ongoing approach to repair the heart in 

preclinical and clinical studies after cardiac events and has brought positive results8,9,10. 

Despite the evidences that MSCs reduce left ventricular dilatation11, increase vascular 

density12,13, decrease the extent of the infarcted area9,11, reduce the apoptosis and necrosis of 

cardiomyocytes11,14, more consistent results from stem cell therapy in heart diseases may, 

indeed, be achieved through rigorous clinical trials, amount of cells providing maximal 

efficiency, optimal time frame for transplant, best procedures to manipulate the cells and via 

of administration8,9. 

Pak et al15 demonstrated an increased magnitude of cardiac nerve sprouting in both 

atria and ventricles and an increased magnitude of atrial sympathetic hyperinnervation two 

months after the transplantation of MSCs into swine post-MI. Another study showed that 

human MSC transplantation increased cardiac sympathetic innervation after transplanted in 

the canine heart16. Despite the benefits of MSC transplantation after MI, the evidence of 

increased sympathetic innervation indicates the need for more accurate studies, particularly 

those related to the sympathovagal balance in the heart. Accordingly, Wang et al17 have 

demonstrated that MSC transplantation promotes cardiac nerve sprouting and modifies the 

autonomic neural balance in diabetic rats. 

Studies of cardiac autonomic modulation involving MSC transplantation in models of 

CHF are beneficial because several clinical studies are currently in progress. Nevertheless, no 
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study has evaluated the cardiac sympathovagal modulation, the heart rate variability (HRV) 

and baroreflex sensitivity in either patients or experimental models of CHF receiving MSCs. 

Therefore, the aim of the present study was to evaluate the effect of MSCs on 

hemodynamic (heart rate and arterial pressure) variability and baroreflex sensitivity in 

conscious CHF rats following MI. 

 

Materials and Methods 

 

Experiments were performed on male Wistar rats (240-320 g); the animals were housed 

individually with free access to food and water and maintained on a 12:12 h light-dark cycle. 

Young male rats (150-200 g) were used as MSCs donors. The experimental procedures were 

conducted in accordance with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals [Dept. 

of Health, Education and Welfare, Publication No. (NIH) 85-23, Revised 1985; Office of 

Science and Health Reports, DRR/NIH, Bethesda, MD]. The experimental protocols were 

approved by the Ethics Committee on Animal Research of the Medical School of Ribeirao 

Preto (Protocol # 034/2012). 

 

Isolation and Characterization of Mesenchymal Stem Cells 

Bone marrow was harvested from the femora, tibiae and humeri of donor rats. The cells were 

fractionated by centrifugation on a Ficoll-Paque gradient (Sigma-Aldrich Corporation, St. 

Louis, MO, USA). After centrifugation, mononuclear cells were collected and dispensed into 

culture-treated polystyrene flasks (Sarstedt Inc, Princeton, NJ, USA) at a density of 4x105 

cells/cm2 in complete medium [low-glucose Dulbecco’s Modified Eagle´s Medium (DMEM; 

Life Tecnologies, Carlsbad, CA, USA) supplemented with 10% fetal bovine serum (Life 

Tecnologies) and 50 IU/mL penicillin–streptomycin (Life Tecnologies)]. Primary cultures 

were placed in an incubator with a humidified atmosphere containing 5% CO2 at 37°C. 

Nonadherent cells were removed by changing the medium after 3 days of culture, and 

medium changes were performed twice a week. When the cultures attained 80-90% 

confluence, the cells were detached with 0.25% trypsin-ethylenediaminetetraacetic acid 

(trypsin-EDTA; Life Tecnologies) and seeded in new culture flasks in complete culture 

medium at a density of 8x103 cells/cm2. After three passages, adherent cells were 

characterized as MSCs according to criteria established by the International Society for 

Cellular Therapy18, as follows. 
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Immunophenotyping - Third-passage MSCs were subjected to cell surface antigen 

phenotyping using flow cytometry. Cells were incubated with phycoerythrin (PE)- or 

fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated mouse anti-rat monoclonal antibodies (BD 

Bioscience, Franklin Lakes, NJ, USA) raised against the molecules CD11b (PE), CD31 (PE), 

CD44 (FITC), CD45 (PE), CD29 (FITC) and CD90 (FITC). Cells stained with PE- or FITC-

conjugated mouse isotype-matched antibodies served as control. Fluorescence was read using 

a FACSCalibur 4C flow cytometer (Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, 

USA). A total of 20,000 events, as defined by size (FSC) and granularity (SSC) parameters, 

were acquired per sample. Data analysis was performed using CellQuest software (BD).  

Osteogenic differentiation – Third-passage MSCs were plated in six-well plates at a density of 

3x103 cells per well. After three days, complete medium was replaced by osteogenic 

induction medium [complete medium augmented with 100 nM dexamethasone (Sigma), 50 

µM ascorbate-2-phosphate (Sigma) and 10 mM beta-glycerol phosphate (Sigma)]. The 

medium was changed every 3-4 days. After 20 days of culture in osteogenic medium, the 

cultures were fixed with 4% paraformaldehyde and stained with Alizarin Red S (Sigma) at a 

pH of 4.1 to reveal calcium-rich mineralized extracellular matrix. MSCs cultured in complete 

medium with no osteogenic supplements served as controls. 

Adipogenic differentiation - MSCs at passage 3 were plated in six-well plates at 2x104 cells 

per well in complete culture medium. Three days after plating, the medium was replaced by 

adipogenic induction medium [complete medium augmented with 1 µM dexamethasone 

(Sigma), 100 µM indomethacin (Sigma), 0.5 mM IBMX (Sigma) and 10 µg/mL insulin 

(Sigma)], which was changed every 3-4 days. Cells bearing cytoplasmic lipid droplets could 

be detected by observation under a phase contrast microscope after one week in culture. After 

three weeks under adipogenic conditions, the cultures were fixed in 4% paraformaldehyde 

(Sigma), and lipid vacuoles were stained with Oil Red O (Sigma). Harris hematoxylin 

(Sigma) was used to stain the cell nuclei. MSCs cultured in complete medium with no 

adipogenic supplements served as controls. 

 

Myocardial Infarction Model 

CHF was induced by MI according to the technique described by Pfeffer et al19. Briefly, rats 

were anesthetized with ketamine (50 mg/kg of body weight (b.w.), i.p.; União Química 

Farmacêutica Nacional S/A, Embu-Guaçu, SP, Brazil) and xylazine (10 mg/kg b.w., i.p.; 

União Química Farmacêutica Nacional S/A), endotracheally intubated and mechanically 

ventilated with room air. A left thoracotomy was performed, the pericardium was opened, and 
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the heart was exteriorized. The left anterior descending coronary artery was ligated between 

the pulmonary artery and the left atrium with polyester sutures (4-0; Ethicon, São José dos 

Campos, SP, Brazil). Control rats underwent a similar surgical procedure without coronary 

ligation. After the ligature, the animals were implanted with polyethylene catheters (PE-

10/PE-50, Intramedic, BD) into the left jugular vein for the administration of MSCs and 

drugs. Next, the animals received 0.7 mL/kg b.w. of 2% lidocaine hydrochloride i.v. 

(Hipolabor Famacêutica Ltda, Sabará, MG, Brazil) for its antiarrhythmic effects and the same 

dose of polyvalent antibiotic (Pentabiotic Veterinary) for small animals (Fort Dodge Animal 

Health, Campinas, SP, Brazil), i.m, to prevent post-surgical infections. 

 

Intravenous Administration of MSCs 

Seven days after the MI, 2x106 third-passage bone marrow MSCs were administered through 

the jugular vein in the CHF + MSC group, dissolved in 250 µL of saline solution; the same 

volume of saline was administered to the CHF group. The control rats received 250 µL of the 

saline solution alone, at the same time of the other groups, and represented the CONTROL 

group. 

 

Myocardial Perfusion Scintigraphy with 99mTc-sestamibi - SPECT 

Two to three days after MI, the extent of the infarcted area was determined using SPECT 

according to Oliveira et al20. Briefly, under inhaled isoflurane (Isothane; Baxter Health Care 

Corporation, Guayama, Puerto Rico: 5% for induction and 1.5-2% for maintenance), the 

animals received a dose of 99mTc-sestamibi (555 MBq; Piro-Tec; IPEN, SP, Brazil; 

CardioliteR, Lantheus Medical Imaging, Massachusetts, USA) into the penile vein; after 90 

min, the animals were placed in a motorized cylindrical apparatus coupled to a “pinhole” 

collimator adapted to a clinical gamma-camera (DST, SMV America, Twinsburg, Ohio, 

USA). Forty projections, whose image elapsed time was 30 s for each projection, equally 

spaced within 360°, were obtained. The projections were recorded in 128x128 matrix, 

providing a 3.4x3.4 mm pixel size. A 6.3x magnification factor was adopted for all 

experiments, with a corresponding voxel size of 0.54 mm. After acquisition, the images were 

exported in DICOM format and processed. The myocardial perfusion analysis was based on 

the construction of polar maps for quantitative evaluation of the areas of severe defects 

(scores below 50% of the maximum pixel value). Subsequently, the perfusion polar map of 

the left ventricle (LV) was divided into 16 segments (6 basal, 6 mid-ventricular and 4 apical). 
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Only infarcted hearts showing perfusion defects larger than 40% of the LV circumference 

were taken into account in the study.  

 

Radionuclide Ventriculography 

After 72 hours of SPECT and four weeks after MSC therapy, all animals were anesthetized 

with isoflurane for a radionuclide ventriculography analysis of the ventricular function using a 

gamma-camera designed for clinical use (DST, SMV America) equipped with a pinhole 

collimator with a 1.5 mm aperture. The animals received 75 mg of stannous agent (PIRO-

TEC, IPEN) into the penile vein. After 15 min, they also received an injection of 555 MBq of 

technetium-99m pertechnetate (IPEN) into the same vein. Then, the animals were taken to the 

gamma-camera and placed in supine position below the detector, and four electrodes were 

implanted subcutaneously in the limbs for ECG monitoring. The images were acquired as a 

matrix (word mode) of 64x64 pixels and were synchronized with ECG with an acceptance 

window of 20% around the mean value of the QRS duration, with 32 frames per cardiac 

cycle, and 200 kilocounts per frame. The symmetric energy window was centered on the 

photopeak at 20% of the Tc energy peak of 140 KeV. Commercially available software 

(planar gated blood pool, SMV America) was used for image processing. Parametric images 

of phase and amplitude, detected semi-automatically, were taken from the LV border and a 

time versus activity curve was obtained. From the curve, the left ventricular ejection fraction 

(LVEF) was calculated expressed as a percentage (%), defined as the difference between the 

diastolic and end-systolic counts corrected for background radiation and then divided by the 

end-diastolic count. 

 

ECG Recordings and Heart Rate Variability  

Four weeks after MSC administration, the animals were anesthetized with isoflurane and 

subjected to a 12-lead ECG recording (CL-6 615422-1, Gould Instruments Systems, Valley 

View, OH, USA). The conventional bipolar limb leads (D1, D2, D3), the unipolar limb leads 

(aVR, aVL and aVF) and the unipolar precordial (chest) leads (V1, V2, V3, V4, V5 and V6) 

were recorded continuously with the ECG waves sampled at 2 kHz. While still under 

anesthesia, the rats were implanted with subcutaneous electrodes for chronic ECG recording. 

To determine the HRV, 48h after the electrodes implantation, conscious animals were 

connected to an ECG amplifier (Model 8811A, Bioelectric Amplifier, Hewlett Packard, 

Waltham, MA, USA) attached to an analog/digital interface (DI-220 Dataq Instruments, 
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Akron, OH, USA), and basal ECG was recorded for 2 hours from freely moving rats. Next 

day, and ECG was recorded for another 2 hours. 

 

Arterial Pressure Recordings and Baroreflex Sensitivity  

After the second day of ECG recording, rats were anesthetized with isoflurane and a 

polyethylene catheter (Intramedic, Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, 

USA) was implanted into the femoral artery for arterial pressure (AP) recording. After 24 

hours, the arterial catheter was attached to a pressure transducer (Statham P23XL model, 

Grass, MA, USA) connected to an amplifier (CL-6 615422-1, Gould Instruments Systems 

Inc.), and the AP was recorded (1 kHz) using an IBM/PC equipped with an analog/digital 

interface (DI-220, Dataq Instruments). After recording the basal AP for 1h, phenylephrine (2 

mg/kg, Sigma) and sodium nitroprusside (16 mg/kg, Sigma) were administered intravenously 

to measure the baroreflex sensitivity. 

 

Cardiac Weight 

After the hemodynamic recordings, the rats were killed using an overdose of anesthetic, and 

the still-beating hearts were rapidly removed, rinsed in 0.9% NaCl solution, weighed and kept 

overnight in formaldehyde (10%) for histological analysis. 

 

Histological Analysis 

The hearts were sectioned, and the middle-ventricular portions were embedded in paraffin and 

serially cut into 7 µm thick sections. The sections were stained with hematoxylin and eosin or 

picrosirius red. Hematoxylin and eosin staining was used for infarct size analysis. The infarct 

size was measured using the public-domain software ImageJ (developed by National 

Institutes of Health and available on the internet site ). The infarct size was calculated by 

dividing the length of the infarcted area by the total circumference of the LV and was 

expressed as percentage. To estimate the volume fraction (%) of collagen in picrosirius red-

stained sections, the surviving LV was quantitatively examined using a medium-power light-

microscopy field. For each heart, 15 fields/rat were randomly selected and analyzed using 

Leica Qwin software (Leica Imaging Systems Ltd., Cambridge, UK). The mean value was 

subsequently calculated. 

 

ECG and arterial pressure data analysis 
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Segments of ECG recordings from animals anesthetized with isoflurane were processed using 

a specific computer program (LabChart 7 Pro, ADInstruments, Bella Vista, Australia) module 

for ECG analysis to measure the PRi, Pd, QRSi and QT length. QT segment were normalized 

by the RR interval (QTc, Bazett’s formula: QT interval / RR interval). The basal ECG and 

AP recordings from conscious rats were also processed using LabChart. Series, beat to beat, 

of RR interval and mean and systolic AP values were generated. The bradycardia induced by 

increasing the AP with phenylephrine injection and the tachycardia induced by the decrease in 

AP produced by injection of sodium nitroprusside were used to calculate the index of cardiac 

baroreflex sensitivity, which was calculated as the ratio between the reflex change in HR and 

the change in AP (ΔHR / ΔMAP). The time- and frequency-domain analysis of RR and SAP 

variability was performed using custom software (CardioSeries v2.4, available on the 

internet). The overall RR variability was evaluated using the standard deviation of the normal-

to-normal RR interval (SDNN), and the square root of the mean of the sum of the squares of 

differences between adjacent NN intervals (RMSSD) was calculated and taken as an index of 

cardiac parasympathetic modulation. 

For power spectral analysis of the RR and SAP variability, the beat-by-beat series of RR and 

SAP values were converted to data points every 100 ms using cubic spline interpolation (10 

Hz). Next, the interpolated series were divided into half-overlapping segments of 512 points. 

A Hanning window was used to attenuate the side effects, and the spectrum was calculated for 

all segments using a fast Fourier transform (FFT) algorithm for discrete time series. All 

segments were visually inspected, and segments with artifacts or nonstationary data were 

excluded from analysis. Finally, the spectra were integrated in low (LF: 0.2-0.75 Hz) and 

high-frequency (HF: 0.75-3.0 Hz) bands.  

For classical nonlinear measures, the sample entropy21 and stochastically detrended 

fluctuation analysis (DFA)22 was applied. For the DFA, one scaling exponent α was 

calculated for all window sizes "n". For the sample entropy, the parameters were set to m = 2 

and r = 15% of the standard deviation in the series. All indices for the time-domain and non-

linear methods were calculated using specific plugins for the customized computer software 

JBio23. 

 

Statistical Analysis 

All data were expressed as the mean ± SEM. Student´s t test was used for comparisons 

between groups. For multiple comparisons, the data were analyzed using multivariate analysis 
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of variance using the GLM Procedure of SAS software (SAS Institute Inc., Cary, NC USA). 

The level of significance was p < 0.05. 

 

Results 

 

Characterization of MSCs 

To characterize the MSCs according to International Society for Cellular Therapy18, the 

immunophenotyping, differentiation potential and morphology were analyzed as follows: 

Immunophenotyping - Immunophenotypic characterization of MSCs by flow cytometry 

demonstrated the expression of the characteristic cell surface antigens of these cells, i.e., 

CD90 (96.07%), CD29 (95.89%) and CD44 (40.7%). A negligible number of cells in MSC 

culture expressed the pan-hematopoietic marker CD45 (1.86%), the macrophage marker 

CD11b (0%) or the endothelial cell marker CD31 (0.38%); these findings indicate that these 

cultures were free from significant contamination by hematopoietic or endothelial cells 

(Figure 1A). 

Differentiation – In order to evaluate their differentiation potential, the MSCs were 

differentiated into osteoblasts and adipocytes, after cultivation in a differentiation inducing 

media. The differentiation into osteoblasts in vitro was confirmed by observation of calcium-

rich extracellular matrix after Alizarin Red staining (Figure 1B). No calcified extracellular 

matrix was observed in osteogenic control cultures (Figure 1B). The in vitro differentiation of 

MSCs into adipocytes was confirmed by showing stained lipid-laden vacuoles in the 

cytoplasm of the MSCs with Oil Red-O (Figure 1C). Adipogenic control cultures did not 

develop lipid vacuoles (Figure 1C). Cultured MSCs demonstrated the ability to undergo 

osteogenic and adipogenic differentiation. 

Morphology –MSCs displayed a homogeneous spindle-shaped morphology that was 

maintained during subsequent passages (Figure 1D). Collectively, the results suggest that the 

cells used in this study showed the characteristics determined for MSCs. 

 

Extent of myocardial infarction as determined by SPECT and cardiac function 

The SPECT was used to match the infarct size of CHF rats before the treatment with MSCs or 

saline. Both groups, i.e. CHF and CHF+MSC, displayed a similar extent of MI before 

receiving saline (52±2.8%) or MSCs (51±1.7%) (Figures 2A and 2B). Therefore, CHF and 

CHF+MSC rats exhibited, approximately, the same infarct size before treatment. The 

myocardial perfusion was preserved in CONTROL rats (Figures 2A and 2B). 
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Ventricular function was assessed by radionuclide ventriculography before and one month 

after the administration of MSCs or saline. A remarkable reduction in the LVEF, after MI, 

was observed in not treated group, i.e. CHF (21±2.4%), and treated with MSC, i.e. CHF + 

MSC (19±1.9%), compared with CONTROL (48±5%) (Figure 2C). One month after the 

treatment, the LVEF was still reduced in the CHF rats, i.e. CHF (20±3.5%) and CHF+MSC 

(20±2.3%) groups, compared with CONTROL group (54±2.5%) (Figure D). This finding 

suggests that MI reduced ejection fraction, which was not improved by the administration of 

MSCs. 

 

Electrocardiographic recording 

To assess the electrocardiographic consequences of the MI and the effect of MSCs, a 12-lead 

ECG was recorded, in anesthetized animals, five weeks after MI including the time frame 

established one month after administration of MSCs. The ECG parameters are shown in Table 

1. A lengthening of the QRS interval was observed in CHF as compared with the CONTROL 

group; but not in the MSC-treated (CHF+MSC) group. The QT and QTc intervals from CHF 

rats not treated were also increased. Treatment with MSCs did not affect the QT intervals. All 

other ECG parameters were similar among groups (Table 1). 

 

Heart rate variability 

HRV allows evaluating the autonomic - sympathetic and parasympathetic - modulation of 

cardiac activity24. Therefore, chronic ECG recording was performed five weeks after MI 

including a time frame established one month after administration of MSCs. The basal RR 

interval (RRi) did not differ among groups (Table 2). The analysis of HRV in the time domain 

showed a reduction in SDNN and RMSSD in the CHF group; however, this reduction was not 

observed in the group treated with MSCs, i.e. CHF + MSC group (Table 2). Frequency 

domain analysis of the HRV showed that the RRi spectra from CHF group presented a lower 

power for the LF and HF bands than those in CONTROL group; conversely, CHF+MSC 

exhibited an increase in the LF and HF band powers compared with those in the non-treated, 

CHF group (Table 2, Figure 3). The non-linear analysis (Table 2) revealed that DFA was 

increased in the CHF group, but not in the group treated with MSC. Similarly, sample entropy 

of RRi was reduced only in CHF but not in the CHF+MSC group. These data indicate that 

MSCs improved the HRV, which was deranged by the MI. 

 

Arterial pressure variability 
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The assessment of arterial pressure variability also allowed quantifying the contribution of 

sympathetic and parasympathetic modulation of vasomotor activity24. Basal levels of the 

mean (MAP) and systolic (SAP) arterial pressure five weeks after MI, including a time frame 

established one month after administration of MSCs, are shown in Table 3. These parameters 

were reduced in CHF rats, whether treated with MSCs or not, as compared with animals in the 

CONTROL group. Time domain analysis of the SAP variability revealed decreased SDNN in 

CHF rats, i.e. CHF treated or not, as compared with the CONTROL group. Finally, when the 

arterial pressure variability was analyzed in the frequency domain, the SAP spectra from CHF 

and CHF+MSC groups exhibited a lower power for the LF band when compared with the 

CONTROL group (Table 3). Therefore, these data indicate that MSCs did not improve the 

arterial pressure variability, which was disturbed by the MI, as observed in the CHF rats. 

 

Baroreflex sensitivity 

The arterial baroreflex plays an important role in cardiocirculatory control and is also 

impaired in CHF3,4. The index of baroreflex sensitivity, a hallmark of baroreflex integrity, is 

defined as the ratio between the reflex changes in HR and MAP and is shown in Figure 4. 

Baroreflex sensitivity to bradycardia was reduced in the CHF group (0.98±0.2 bpm/mmHg) as 

compared with the CONTROL group (1.80±0.2 bpm/mmHg). The MSC-treated group 

(CHF+MSC) exhibited higher baroreflex sensitivity to bradycardia (1.74±0.2 bpm/mmHg) as 

compared with the non-treated, CHF group (Figure 4A). Baroreflex sensitivity in response to 

tachycardia was higher in the CHF+MSC group (3±0.5 bpm/mmHg) when compared with the 

non-treated CHF group (1.71±0.3 bpm/mmHg), but no difference was observed between the 

CONTROL (2.32±0.3 bpm/mmHg) and CHF rats, treated or not with MSCs (Figure 4B). 

Therefore, this finding indicates that the therapy with MSC prevented in CHF rats only the 

attenuation of baroreflex sensitivity to bradycardic responses. 

 

Histological analysis and weight of the heart 

The extent of fibrosis and weight of the heart were examined in order to assess the benefit of 

MSCs upon CHF. 

Extent of Ischemic Area. One month after administration of MSCs, the infarct size of the 

MSC-treated group, i.e. CHF+MSC (36±2%), was significantly smaller than that of the non-

treated animals, i.e. the CHF group (48±2%) (Figure 5A and 5B). Hence, the therapy with 

MSC reduced the infarct size. 
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Interstitial fibrosis. Left ventricular interstitial fibrosis was examined in a time frame 

established one month after administration of MSCs or saline. A larger accumulation of 

interstitial collagen (red color; Figure 5C and 5D) was observed in the surviving LV 

myocardium in the CHF group (14.6±1.5%) as compared with the CONTROL group 

(10.3±0.8%). This collage accumulation after MI was reduced by MSCs treatment (11±0.7%) 

(Figure 5C and 5D). 

Cardiac weight. CHF in rats also leads to cardiac hypertrophy19. Therefore, the heart weight 

was measured to evaluate the degree of cardiac hypertrophy indirectly 19. The hearts of the 

CHF rats, MSC-treated (CHF + MSC group, 2.18±0.14 mg) or not (CHF, 2.11±0.11 mg), 

exhibited higher weights compared with the CONTROL group (1.58±0.05 mg) (Figure 5E). 

Thus, these data indicate that the rats with CHF exhibited a heavier heart as compared to the 

CONTROL group. This finding suggests that despite the treatment with MSCs improved the 

histological data; MSCs had no effect on heart weight. 

 

Discussion 

 

This study is the first to evaluate the effect of MSC therapy on baroreflex sensitivity 

and HR and AP variability in CHF. The present study showed that after five weeks of MI and 

four weeks after treatment, the MSCs improved the HRV, as indicated by analyses in time- 

and frequency-domain (spectral analysis), as well as non-linear analysis (entropy and DFA). 

The baroreflex sensitivity, collagen density and extent of ischemic area were also improved 

by the treatment with MSCs. However, the MSCs showed no effect on the LVEF, MAP, AP 

variability and heart weight. 

After MI the heart undergoes a process known as cardiac remodeling, which involves 

changes in the architecture of the ventricular chamber, such as the development of a collagen-

based scar in the ischemic area and compensatory myocyte hypertrophy and interstitial 

fibrosis in the surviving myocardium combined with impairment in cardiac function25,26. 

MSC therapy reduced the extent of the MI and collagen in the surviving LV. The beneficial 

effect of MSCs on these variables might be explained by the MSC secretion of bioactive 

molecules, such as growth factors, cytokines and chemokines that possess trophic (anti-

apoptotic, supportive and angiogenic), immunomodulatory, anti-scarring and chemoattractant 

paracrine effects, which constitute their most significant biological role under 

physiopathological conditions27. Therefore, MSCs helped to protect the myocardium from 

ischemic deterioration and improved the reparative process. 
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Cardiac hypertrophy was evaluated using an indirect method, i.e. measurement of the 

heart weight. The heart weight in CHF rats increased, but MSCs did not affect this outcome. 

Nevertheless, despite their effect on morphological structure of the heart, MSCs did not 

improve the cardiac function, which still remained depressed in CHF rats treated with MSCs; 

this finding is consistent with other studies28-30.  

Morphological alteration could also be associated with changes in HR. Nevertheless, 

in the present study, HR was not different among groups, which is consistent with a previous 

report13. However, the HR changes in CHF are still debated, e.g. studies have shown 

increased31,32, reduced33 or unchanged34,35 HR in this pathological condition. 

Consistent with previous reports19,35, it was shown that the AP was reduced without a 

change in HR after MI in CHF rats. MSC therapy did not reverse the hypotension. 

Hypotension in MI could be related to lower cardiac output36. The LVEF was reduced in CHF 

rats despite they received MSC treatment. Therefore, the observed hypotensive effect may be 

attributed to the decreased cardiac output presumably caused by the depressed cardiac 

function. 

Baroreflex sensitivity is a marker of the integrity of short-term regulation of AP by the 

autonomic nervous system37. In heart diseases, such as CHF, a disorder of baroreflex function 

has been consistently documented38,39. The current study demonstrated a reduction in the 

reflex bradycardia in the CHF rats, while the reflex tachycardia was not altered. These 

findings are consistent with previous observations35,40. Attenuation of baroreflex sensitivity 

can be an important factor in the prognosis of patients with heart failure41. MSCs increased 

the baroreflex sensitivity to bradycardia post-MI, showing a beneficial effect on the 

cardiovascular control of CHF rats. 

HRV and AP variability are robust non-invasive tools for estimating the relative 

autonomic modulation of the cardiovascular system24. Additionally, it has been well 

documented that HRV is attenuated in CHF, and this change is a reliable predictor of cardiac 

mortality for diseases such as MI or CHF4. The absolute values of the indices of HRV in 

time- (RMSSD and SDNN) and frequency-domain (spectral analysis) were reduced in CHF 

rats, indicating autonomic imbalance in these animals. MSC therapy improved the reduced 

autonomic control triggered by ischemic event. Although MSCs improved the HRV, the AP 

variability was reduced in CHF rats, regardless of MSC treatment. 

HRV was also examined using nonlinear methods (DFA and sample entropy). 

Although the absolute values of the time- and frequency-domain measures of HRV describe 

the overall magnitude of the HR variance, DFA and entropy describe the nonlinear dynamics 
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of HR fluctuations42. Sample entropy measures the regularity (usually related to the 

complexity level) of RR interval time series43, whereas DFA quantifies the fractal scaling 

properties of these time series over different time scales44. Decreases in entropy values are 

often linked to a loss of cardiovascular complexity45. The results show that sample entropy 

was reduced in CHF rats. Moreover, mean entropy tended to increase after MSC treatment. 

Otherwise, it has been widely reported that a reduction in short-term DFA index (α1) is the 

most powerful predictor of mortality in patients with heart failure44,46,47. Here, a single DFA 

index was extracted (α1). In this case, although there is no distinction between short- and 

long-term fractal properties, the single index shows better correlation with the long-range 

properties. More details can be found elsewhere48. Usually, healthy systems are characterized 

by a DFA index of approximately one. The results show that the DFA fractal index increases 

in CHF and recovers after MSC treatment, indicating that the fractal mechanisms involved in 

HRV are degraded by CHF and restored by MSC treatment. 

HRV data, as well as the improvement in baroreflex sensitivity, are correlated with 

better cardiovascular autonomic control in the infarcted rats treated with MSCs; this finding 

suggests that the cells had a positive effect on the CHF rats and restored the autonomic 

control of HR. 

Possible mechanisms for the beneficial effects of MSCs in CHF after ischemic event 

include the following: 1) the MSCs differentiate into functional cardiomyocytes49,50; 2) 

decrease the healing area50,51 and increase the density of healing49,51; 3) increase angiogenesis 

and neovascularization50. These mechanisms may result from the secretion of soluble factors 

that act in a paracrine manner14 and have pro-angiogenic, anti-apoptotic, anti-fibrotic and 

immunoregulatory effects27. It is possible that MSCs can facilitate neural development 

through this pathway by inducing extracellular matrix remodeling15. However, it has been 

hypothesized that MSCs differentiate into nerve cells52,53. Nevertheless, the mechanisms 

underlying the beneficial effects of MSCs are not completely understood. In addition, several 

important questions regarding the delivery method and route, the amount of injected cells and 

the timing for stem cell transplantation are among the factors that may limit cell-based 

therapies in the treatment of ischemic heart disease9,10,54. These issues, undoubtedly, requires 

further studies in order to optimize the cell therapy approaches, and represent a focus of future 

research in this field9,10,54. 

In summary, MSC therapy is an important approach for maintaining normal 

physiological mechanisms during the development of CHF. After five weeks of MI and four 

weeks after MSC transplantation, MSCs improved the baroreflex sensitivity, autonomic 
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modulation, DFA, extent of MI and collagen density in the heart, demonstrating the beneficial 

effects of MSC therapy on heart failure. 
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FIGURE LEGENDS 

 

FIGURE 1. Immunophenotypic profile and differentiation potential of the MSCs. Panel A: 

Flow cytometric analysis of MSCs showed that these cells were positive for the cell surface 

markers CD29, CD44 and CD90, which are typically expressed in mesenchymal stem cells. 

Panel B: Photomicrographs of the in vitro differentiation into osteoblasts of MSCs cultured in 

osteogenic inducing media (Osteogenic), and undifferentiated MSCs cultured in complete 

media, without osteogenic inductors (Osteogenic Control). Alizarin Red staining showed the 

presence of calcium deposits (red regions), indicating osteoblast differentiation. Panel C: 

Photomicrographs of the in vitro differentiation into adipocytes of MSCs cultured in 

adipogenic inducing media (Adipogenic), and undifferentiated MSCs cultured in complete 

media, without adipogenic inductors (Adipogenic Control). Oil Red-O staining showed the 

presence of prominent lipid deposits in the cytoplasm of cells (orange regions), indicating the 

differentiation of MSCs into adipocytes. Panel D: MSCs cultured in complete medium 

showed a homogeneous spindle-shaped population during subsequent passages. 

Representative photomicrograph of MSCs at passage 5 is shown. Magnifications of 100x 

(PANELS B and D; Bar = 200µm) and 400x (PANEL C; Bar = 50µm). 
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FIGURE 2. Quantification of myocardial infarcted area and measure of left ventricular 

function in chronic heart failure (CHF) rats. Panel A: Illustration of myocardial perfusion 

SPECT tomographic slices. The Polar Map represents the heart as a whole in the left column. 

Targeted cuts from base to apex of the heart are represented in the contiguous columns. The 

dark area enclosed in the silver circle denotes cardiac injury. Panel B: Quantitative data from 

SPECT showing similar extent of MI (% of Perfusion Defect), before treatment, in CHF 

(N=15) and CHF+MSC (N=9), and preserved myocardial perfusion in CONTROL (N=9). 

Panel C and D: Bar graphs showing LVEF (%), assessed by radionuclide ventriculography, 

before (Panel C) and after one month of (Panel D) treatment in CHF (N=9), CHF+MSC 

(N=7) and CONTROL (N=9). SPECT, single photon emission computed tomography; 

CONTROL, fictitious ligature of the left coronary artery; LVEF, left ventricular ejection 

fraction. The asterisk indicates a statistically significant difference between CHF and 

CONTROL, *p<0.05. Data are expressed as mean ± standard error of mean (SEM). 

 

FIGURE 3. Representative spectra of heart rate variability, in the frequency domain, from 

control (CONTROL) and chronic heart failure (CHF) rats treated or not with mesenchymal 

stem cells (MSC). The individual spectra show the LF and HF bands of CONTROL, CHF and 

CHF+MSC groups. CONTROL, fictitious ligature of the left coronary artery; LF, low 

frequency; HF, high frequency. 

 

FIGURE 4. Baroreflex sensitivity from control (CONTROL) and chronic heart failure (CHF) 

rats treated or not with mesenchymal stem cells (MSC) after one month of the treatment. 

Panel A: Bar graphs showing baroreflex sensitivity to bradycardia evoked by phenylephrine 

injection from CONTROL (N=5), CHF (N=7) and CHF+MSC (N=4); Panel B: Bar graphs 

showing baroreflex sensitivity to tachycardia evoked by sodium nitroprusside injection of 

CONTROL (N=6), CHF (N=5) and CHF+MSC (N=4). CONTROL, fictitious ligature of the 

left coronary artery. The asterisk indicates a statistically significant difference between CHF 

and CONTROL, *p<0.05; the dagger indicates a statistically significant difference between 

CHF+MSC and CHF, †p<0.05. Data are expressed as mean ± standard error of mean (SEM). 

 

FIGURE 5. Histopathological analysis and heart weight from control (CONTROL) and 

chronic heart failure (CHF) rats treated or not with mesenchymal stem cells (MSC). 

Histological assessment and heart weight measure was performed in a time frame established 

one month after the treatment with MSCs. Panel A: Bar graphs showing the infarct size (% of 
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LV Endocardial Circumference) in CHF (N= 11) and CHF+MSC (N=7). Panel B: 

Photographs of heart sections stained with hematoxylin and eosin in CHF and CHF+MSC 

group. Panel C: Bar graphs showing the percentage of interstitial collagen in surviving LV 

myocardium in CONTROL (N=9), CHF (N=9) and CHF+MSC (N=7). Panel D: 

Photomicrograph of hearts sections stained with Picrosirius Red in CONTROL, CHF and 

CHF+MSC (Magnifications of 400x, Bar = 30 µm). Panel E: Bar graphs showing the heart 

weight of the CONTROL (N=8), CHF (N=8) and CHF+MSC (N=6) group. CONTROL, 

fictitious ligature of the left coronary artery. The asterisk indicates a statistically significant 

difference between CHF and CONTROL, *p<0.05; the dagger indicates a statistically 

significant difference between CHF+MSC and CHF, †p<0.05. Data are expressed as mean ± 

standard error of mean (SEM). 
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Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
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TABLE 1: Electrocardiographic parameters from control (CONTROL) and chronic heart failure 

(CHF) rats treated or not with mesenchymal stem cells (MSC).  

 

The ECG parameters, from 12-lead ECG recording in anesthetized animals are the following: 

PRi = PR interval, Pd = duration of P wave, QRS = duration of QRS complex, QTi = QT 

interval, QTc = QT interval corrected by heart rate (Bazzet’s formula). CONTROL = fictitious 

ligature of the left coronary artery. The asterisk indicates a statistically significant difference 

between CHF and CONTROL, *p<0.05. Data are expressed as mean ± standard error of mean 

(SEM). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONTROL  

(n = 7) 

CHF  

(n = 7) 

CHF + MSC 

(n = 8) 

PRi (ms) 58 ± 1.4 61 ± 1.9 63 ± 2.5 

Pd (ms) 30 ± 1.2 29 ± 2.5 29 ± 3 

QRS (ms) 25 ± 1 30 ± 1.7 * 29 ± 1.7 

QTi (ms) 85 ± 2.4 96 ± 1.3 * 99 ± 2.8 * 

QTc (ms) 197 ± 3.2 228 ± 4.9 * 227 ± 5.6 * 
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TABLE 2: Heart rate variability from control (CONTROL) and chronic heart failure (CHF) 

rats treated or not with mesenchymal stem cells (MSC). 

Heart rate variability was examined using linear (time and frequency domain) and non-linear 

(DFA and Entropy) methods. ECG recording during 4 hours (2 hours each day), in conscious 

animals, provided the data for the analysis of heart rate variability using customized computer 

software, CardioSeries for linear methods and JBio for non-linear methods. RR = RR interval, 

SDNN = standard deviation of normal-to-normal RR intervals, RMSSD, square root of the 

mean of the squares of differences between adjacent RR intervals; LF and HF = power of the 

RR spectra in low- and high-frequency bands, DFA = stochastically detrended fluctuation 

analysis. CONTROL= fictitious ligature of the left coronary artery. The asterisk indicates a 

statistically significant difference between CHF and CONTROL, *p<0.05; the dagger 

indicates a statistically significant difference between CHF+MSC and CHF, †p<0.05. Data 

are expressed as mean ± standard error of mean (SEM). 

 

 

 

 

 

CONTROL 

(n = 9) 

 

CHF  

(n = 10) 

 

CHF + MSC 

(n = 6) 

Time domain    

RR (ms) 190 ± 4.4 187 ± 4 195 ± 4.3 

SDNN (ms) 7.7 ± 0.7 4.9 ± 0.4 * 6.8 ± 1.3 

RMSSD (ms) 5 ± 0.4 3.4 ± 0.4 * 4.7 ± 1 

Frequency domain  
   

LF abs (ms2) 1.6 ± 0.3 0.4 ± 0.1 * 1.6 ± 0.7 † 

HF abs (ms2) 6.5 ± 1 2.3 ± 0.6 * 5.3 ± 1.3 † 

LF/HF 0.29 ± 0.06 0.23 ± 0.03 0.32 ± 0.06 

Non-linear Methods 
   

DFA 1.12 ± 0.01 1.18 ± 0.01 * 1.12 ± 0.03 † 

Entropy 1.32 ± 0.06 0.98 ± 0.08 * 1.08 ± 0.15 
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TABLE 3: Arterial pressure variability from control (CONTROL) and chronic heart failure 

(CHF) rats treated or not with mesenchymal stem cells (MSC). 

 

CONTROL 

(n = 9) 

CHF  

(n = 12) 

CHF + MSC 

(n = 8) 

    
MAP (mmHg) 107 ± 4.5 88 ± 2.8* 94 ± 2* 

SAP (mmHg) 121 ± 5.1 100 ± 2.4* 104 ± 2.1* 

SDNN (mmHg) 4.6 ± 0.2 3.3 ± 0.1* 3.5 ± 0.2* 

LF (mmHg2) 4.3 ± 0.9 1.0 ± 0.2* 1.5 ± 0.3* 

 

Arterial pressure variability was examined in time (SDNN) and frequency (LF) domain. The 

AP recording of 1 hour, in conscious animals, was used for AP variability analysis, using a 

customized computer software CardioSeries. MAP and SAP = mean and systolic arterial 

pressure, respectively, SDNN = standard deviation of normal-to-normal intervals between 

successive SAP, LF = power of the SAP spectra in low-frequency band. CONTROL = 

fictitious ligature of the left coronary artery. The asterisk indicates a statistically significant 

difference between CHF and CONTROL, *p<0.05. Data are expressed as mean ± standard 

error of mean (SEM) 

 
 


