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RESUMO 

 

O ventrículo direito (VD) vem se destacando na comunidade médica e 

científica, uma vez que alteração na sua função está relacionada à demonstração do 

valor prognóstico nas doenças cardiovasculares. A monocrotalina (MCT) é utilizada 

para indução de hipertensão pulmonar em roedores, nos quais a hipertrofia mal 

adaptativa é observada em cerca de duas a três semanas. Neste cenário, a 

inflamação é reconhecida como colaboradora na progressão da hipertrofia para 

insuficiência cardíaca direita (ICD); assim, indicando uma possível importância dos 

macrófagos neste cenário. Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a 

infiltração de macrófagos no VD de ratos machos Wistar, assim como sua associação 

com o remodelamento tecidual causado pela injeção intraperitoneal de MCT após 15 

dias. Para indução da hipertrofia adaptativa do VD, a MCT foi administrada em dose 

única intraperitoneal (60mg/kg) em ratos Wistar machos adultos. Aos animais do 

grupo controle foi administrada uma injeção única de veículo correspondente ao peso. 

Ao final da indução, os ratos foram submetidos à ecocardiografia e encaminhados à 

eutanásia, o coração foi removido, dissecado, o VD foi pesado e encaminhado para 

análises. O fenótipo dos macrófagos foi determinado por PCR em tempo real com 

sonda para macrófagos totais (Cd68) normalizadas com Actb. O peso do VD teve um 

aumento de 14% no grupo MCT comparado com o grupo CT. A pressão média da 

artéria pulmonar aumentou 76% no grupo MCT em comparação com o grupo CT. 

Apesar da hipertrofia tecidual, não se observou um aumento na infiltração de 

macrófagos totais no grupo MCT. A partir desses resultados, foi possível observar que 

o modelo de hipertrofia do VD em ratos induzida por MCT, nesta janela temporal, foi 

adequado para o desenvolvimento de disfunção ventricular direita, porém não foi 

possível detectar uma infiltração de macrófagos totais no VD de ratos tratados com 

MCT quando comparados ao grupo CT.  
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INTRODUÇÃO 

 

O ventrículo direito (VD) cada vez mais tem recebido a devida atenção por 

parte da comunidade médica e científica, uma vez que sua disfunção está associada 

com desenvolvimento da insuficiência cardíaca direita e esquerda (Haddad et al. 

2008; Julien Guihaire et al. 2015). Em contrapartida, a injúria miocárdica esquerda ou, 

menos frequentemente, displasia arritmogênicas do VD; doença cardíaca congênita e 

doença respiratória crônica, incluindo desordens vasculares pulmonares, também 

podem resultar em insuficiência cardíaca direita (ICD). A adaptação do VD à doença é 

complexa e depende de muitos fatores, tais como: o tipo e a severidade da injúria ou 

estresse miocárdico; o tempo de curso do evento (agudo ou crônico) e o momento do 

início do processo patológico (nascimento, infância ou idade adulta). Outros fatores 

relevantes podem incluir a ativação neuro-hormonal, expressão gênica alterada e o 

padrão do remodelamento ventricular.  

A principal causa da ICD são os danos vasculares nos pulmões, especialmente 

a hipertensão pulmonar (HP). Ao longo das últimas duas décadas, a disfunção do VD 

é considerada como fator determinante para os desfechos em longo prazo de 

pacientes com HP, sendo diretamente associada à taxa de sobrevivência e 

considerada mais importante do que a hemodinâmica pulmonar em si (Haddad et al. 

2008). Neste sentido, estudos relatam que uma média alta das pressões do átrio 

direito e reduzido débito cardíaco são consistentemente associados com menor 

sobrevivência em pacientes com HP, adicionalmente, a HP é um fator de risco para 

mortalidade em transplantados cardíacos, devido à elevada taxa de falência do VD no 

pós-operatório (Klotz et al. 2006). Apesar de haver melhoras na administração 

farmacológica ao longo dos últimos anos, pacientes com HP ainda morrem de ICD 

(Julien Guihaire et al. 2013, 2015).  

 A inflamação é reconhecida como importante colaboradora na patogênese da 

ICD (Mathew 2010; Schermuly et al. 2011; Groth et al. 2014); e, por isso, já foi 

estudada nos pulmões (Hashimoto-Kataoka et al. 2015) e no tecido vascular (El 

Kasmi et al. 2014). Um tipo celular importante na coordenação dos processos 

inflamatórios é o macrófago, os quais são células do sistema imunitário inato, que 

https://paperpile.com/c/4EMfqQ/e9gmh+UYJlX
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/e9gmh+UYJlX
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/e9gmh
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/e9gmh
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/IYyu1
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/XTeVT+UYJlX
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/SA2jp+dAsOY+3Ko8I
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/0oXGt
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/NI8ct
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/NI8ct
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residem e se acumulam em todos os órgãos, saudáveis e doentes, e sua ocupação 

no tecido pode mudar em horas ou meses (Gordon e Taylor 2005; Martinez e Gordon 

2014). Alguns fenótipos são prevalentemente inflamatórios, enquanto outros 

favorecem o reparo tecidual. Uma dicotomia tem sido proposta para ativação de 

macrófagos: clássica versus alternativa, também conhecida como M1 e M2, 

respectivamente. Apesar de essa dicotomia ser didática, um amplo número de 

estudos sustenta o conceito de diversidade de fenótipos intermediários entre os polos 

M1 e M2 (Mantovani et al. 2013; Nahrendorf e Swirski 2013). O subtipo M1 é descrito 

como pró-inflamatório, enquanto o subtipo M2 é anti-inflamatório. No pós-infarto, por 

exemplo, são essas células que irão guiar o processo de remodelamento cardíaco, a 

produção e liberação de citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias; assim, 

exercendo grande impacto sobre o processo de sobrevivência celular, cicatrização e 

contratilidade do cardiomiócito. O equilíbrio M1:M2 deve ser mantido, sob pena de 

agravamento processo de remodelamento mal adaptativo, pois tanto a ativação 

persistente do fenótipo pró-inflamatório, quanto do fenótipo pró-fibrótico pode ser 

prejudicial (Troidl et al. 2009; Hulsmans, Sam, e Nahrendorf 2016).  

Como forma de compreender desenvolvimento da ICD, os modelos 

experiemtais se fazem muito úteis. Para a avaliação do remodelamento mal-

adaptativo do VD, em ratos Wistar, a administração de monocrotalina (MCT), um 

alcaloide presente em sementes de plantas leguminosas da espécie Crotalaria 

spectabilis, é bastante explorada e representativa. Os animais apresentam hipertrofia 

progressiva do VD dentro de aproximadamente 12 dias após uma única injeção 

subcutânea de MCT. A disfunção do VD leva cerca de 3-4 semanas e a severidade 

depende principalmente da dose administrada, variando de 30 mg/Kg a 80 mg/Kg 

(Hessel et al. 2009). O modelo de MCT é particularmente informativo no contexto de 

inflamação. Além disso, a vasoconstrição pulmonar parece ser um mecanismo 

importante. A MCT atua causando lesão direta nas células endoteliais com 

subsequente acúmulo de células mononucleares inflamatórias na parede vascular, o 

que finalmente induz proliferação e migração de células musculares lisas vasculares 

(Behringer et al. 2016). 

https://paperpile.com/c/4EMfqQ/hv0Eq+6AkgD
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/hv0Eq+6AkgD
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/VW1Ur+7qnis
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/Z6lOA+vidHC
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/W8Tc
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/UQjv1
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Em contrapartida, existem modelos de hipertrofia adaptativa do VD, como a 

hipóxia crônica, usada comumente para induzir hipertensão pulmonar em uma ampla 

variedade de espécies animais. Este modelo, altamente reprodutível, leva a um 

significativo enrijecimento das grandes artérias pulmonares, especialmente em 

roedores e bezerros. Neste modelo, a hipertrofia adaptativa é observada em cerca de 

2-3 semanas. Em resumo, as características desses dois modelos podem ser 

comparadas na tabela 1. 

 

Tabela 1. Comparação de modelos de hipertrofia adaptativa e mal-adaptativa do 

ventrículo direito (adaptado de (Julien Guihaire et al. 2013)). 

Modelo 
Sobrecarga 

do VD 
Remodelamento 

do VD 
Reversibilidade da 
sobrecarga do VD 

 
Hipóxia 

 
 

 
Crônica 

 
Adaptativa 

(4 semanas) 

 
Espontaneamente 

 
Monocrotalina 

(MCT) 
 

 
Crônica 

 
Mal adaptativa 

(3 semanas) 

 
Após terapia específica 

para HP 

 

O papel do recrutamento de macrófagos na patogênese da ICD em HP ainda é 

incerto. Em um estudo realizado com camundongos submetidos à hipóxia foi possível 

observar que camundongos deficientes em óxido nítrico endotelial (eNOS-/-) 

apresentaram aumento na infiltração de macrófagos no VD, porém, naqueles 

resistentes à colagenase (ColR/R), a hipóxia não foi o suficiente para causar 

infiltração. Ainda, no mesmo estudo, foi possível observar o aumento de células 

marcadas com CD68 (macrófagos totais) positivas na parede do VD quando 

comparado ao controle (Nergui et al. 2014).  

 A infiltração de macrófagos em VD utilizando modelo de HP já foi demonstrada 

em estudo experimental com ratos tratados com sumatinib (J. Guihaire et al. 2017). 

Entretanto, se faz necessária a observação do tipo de macrófagos e seu papel 

específico no remodelamento do VD e no desenvolvimento da disfunção ventricular.  

https://paperpile.com/c/4EMfqQ/XTeVT
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/qlP88
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/7FbaR
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JUSTIFICATIVA 

 
O papel dos macrófagos sobre o miocárdio do ventrículo direito ainda é 

desconhecido e os mecanismos envolvidos na transição da hipertrofia adaptativa para 

ao remodelamento mal adaptativo são de grande interesse, porém ainda pouco 

compreendidos. A compreensão sobre a infiltração de macrófagos na hipertrofia do 

VD possibilitará o entendimento do mecanismo fisiopatológico da ICD, o que, 

futuramente, pode vir a ser utilizado para o desenvolvimento de fármacos específicos 

para a doença.  

 

 

OBJETIVO 

 
Avaliar a infiltração de macrófagos no VD de ratos machos Wistar e a sua 

correlação com o remodelamento tecidual 15 dias após injeção intraperitoneal de 

monocrotalina. 

  



13 
 

 
 

METODOLOGIA 

 
Delineamento 

 
Para a avaliação da infiltração de macrófagos, 16 amostras de VD de ratos 

foram obtidos pela parceria com o Laboratório de Fisiologia Cardiovascular da 

UFRGS. 

O estudo experimental, caso-controle, foi realizado utilizando-se ratos machos 

Wistar com 45 dias de vida e peso corporal de aproximadamente 180 gramas, 

divididos em dois grupos: grupo tratado com monocrotalina 15 dias (MCT n=8) e o 

grupo controle 15 dias (CT n=8). 

O experimento para a indução de insuficiência cardíaca deu-se da seguinte 

maneira: ratos machos Wistar foram tratados monocrotalina com dose única 

intraperitoneal de 60 mg/Kg (aproximadamente 320 µL) (Ludke et al. 2010). Para o 

preparo da monocrotalina, os ratos foram pesados, determinando-se a quantidade 

exata para cada animal e após se dissolveu a monocrotalina em HCl 0,1 M (pH 7,4) 

em concentração de 30 mg/mL. Os ratos dos grupos controle receberam dose única 

de veículo compatível com o seu peso. A mortalidade esperada neste modelo era de 

25% (Souza-Rabbo et al. 2008; Correia-Pinto et al. 2009). 

 

Análises morfológicas e ecocardiográficas  

 

 Antes da eutanásia, os animais foram pesados e posteriormente anestesiados 

para realização da ecocardiografia. As imagens foram obtidas com o auxílio do 

Ultrassom Philips HD7 com o transdutor S12-4. 

  

Coleta de tecidos e acondicionamento das amostras 
 

 
Após o tempo estipulado (15 dias) os animais foram eutanasiados e os 

corações coletados, os VD separados, pesados e acondicionados de maneira 

adequada em nitrogênio líquido até o final de todas as coletas. Por fim, o material foi 

congelado em freezer -80ºC até a realização da análise.  

https://paperpile.com/c/4EMfqQ/SiGp3
https://paperpile.com/c/4EMfqQ/oe7iw+SuCdS
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Infiltração de macrófagos por PCR em tempo real  
 

 
 O RNA total foi extraído das amostras de VD usando o método de 

fenol/clorofórmio conforme recomendações do fabricante (Life Technologies).  

Após, os RNAs extraídos foram analisados para avaliação da concentração no 

equipamento Nanodrop. Para a realização do PCR em tempo real, 2 μg de RNA 

extraído foi utilizado para a síntese de cDNA usando o kit de transcrição High 

Capacity® (Applied Biosystems/ Life Technologies) de acordo com as instruções do 

fabricante.  

A reação de PCR em tempo real foi realizada usando Master Mix© e sonda 

TaqMan® (ambos da Applied Biosystems) para Cd68 (macrófagos totais). O 

experimento seguiu as recomendações do fabricante e foi executado em triplicada 

(variações do Cq superiores à 0,26 foram excluídas). A média do Cq do gene alvo foi 

normalizado pela média do Cq do gene normalizador (Actb) (ΔCq), que foi usado 

como expoente na fórmula 2⁻ ΔCq. Os valores foram agrupados por média geométrica.  

 

Teste estatístico 

 

Para análise estatística o test T de Student não pareado com correção de 

Welch’s foi realizado com auxílio do Software GraphPrism. Por fim, os dados foram 

expressos em média e desvio padrão, sendo média geométrica + 95% de intervalo de 

confiança para os dados de PCR em tempo real, e média aritmética para os demais 

resultados. Valores considerados significativamente diferentes para P<0,05.  

 

 

ÉTICA 

 

 O projeto foi aprovado pela CEUA/UFRGS sob o número 26270 e conduzido 

considerando toda a legislação vigente, especialmente a Lei 11.794/2008 (Lei 

Arouca). 
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RESULTADOS 
 
Parâmetros ecocardiográficos, hemodinâmicos e morfométricos 

 

A indução de hipertensão pulmonar foi observada pelo aumento da PMAP, 

assim como a elevação do peso do ventrículo direito nos animais submetidos à 

administração de dose única de monocrotalina (P<0,05). Os dados não apresentaram 

diferença significativa entre os grupos.  
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Imagem 1: Parâmetros ecocardiográficos, hemodinâmico e morfométricos do ventrículo direito (VD). 

(A) volume sistólico; (B) área diastólica; (C) pressão média da artéria pulmonar (PMAP); (D) peso do 

animal; (E) peso do VD. Valores expressos como média ± DP (n=7), Análise realizada pelo software 

GraphPad Prism * representa diferença significativa com relação ao controle P < 0,05. 

 
Infiltração de macrófagos por PCR em tempo real 
  

Para o cálculo da média os valores dos Cq foram verificados considerando até 

20% de diferença entre as triplicatas. O valor de expressão gênica média do gene 

alvo (Cq Cd68) foi normalizado pelo valor médio do gene normalizador Actb (ΔCq), 

posteriormente, cada valor foi aplicado na fórmula: 2⁻ ΔCq e por último calculou-se a 

média geométrica tanto do grupo CT quanto do grupo MCT. Os valores das 16 

amostras estão descritos na tabela abaixo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

* 
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Tabela 2. Amostras com seus respectivos valores das médias dos Cqs e cálculos referente 

ao qPCR. 

Grupo Controle (CT) Cqm Actb Cqm Cd68 
∆Cq 

2-ΔCq 

CT1 22,388 28,006 5,617 0,020 

CT4 21,171 27,224 6,053 0,015 

CT5 21,029 27,359 6,330 0,012 

CT6 22,391 27,373 4,982 0,032 

CT7 23,685 28,754 5,068 0,030 

CT8 22,164 28,610 6,447 0,011 

CT9 22,610 28,718 6,108 0,014 

CT10 23,251 29,131 5,881 0,017 

Grupo Monocrotalina 

(MCT) Cqm Actb Cqm Cd68 
∆Cq 

2-ΔCq 

MCT1 20,481 26,537 6,057 0,015 

MCT5 22,049 27,345 5,296 0,025 

MCT6 20,571 26,800 6,229 0,013 

MCT7 21,571 27,133 5,562 0,021 

MCT8 22,141 27,760 5,619 0,020 

MCT9 24,046 29,599 5,553 0,021 

MCT10 23,606 28,662 5,057 0,030 

MCT11 23,639 29,906 6,267 0,013 

 
Os valores de 2-ΔCq foram utilizados para obter o gráfico representado na figura 

a seguir (Imagem 2). Os dados foram dispostos no software GraphPad Prism versão 5 

como média geométrica + intervalo de confiança de 95%. 
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      CT     MCT 
 
Imagem 2: Expressão gênica de macrófagos em VD por técnica de qPCR. CT - controle, MCT - 

monocrotalina, Cd68 – macrófagos totais. Dados expressos como média geométrico + intervalo de 

confiança 95%. Análise realizada pelo software GraphPad Prism. p=0,79. 

 
  

O resultado da avaliação da expressão gênica de Cd68 indica que não há 

diferença na infiltração de macrófagos de amostras de Vd de ratos tratados do grupo 

MCT quando comparados ao grupo CT.  
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DISCUSSÃO 

 

 De acordo com os dados hemodinâmicos foi possível observar que houve 

indução de HP pela administração de MCT, verificada pelo aumento da pressão 

média da artéria pulmonar. Além disso, ao analisarmos os dados morfométricos, nota-

se que houve hipertrofia pelo aumento da massa do VD. Contudo, os dados da 

expressão gênica demonstram que não há aumento na infiltração de macrófagos no 

grupo MCT neste período de remodelamento ventricular. 

A infiltração de macrófagos no VD já foi demonstrada em diversos estudos, em 

modelos com embolia pulmonar, tanto em humanos (Iwadate et al. 2003), quanto em 

ratos (Watts et al. 2006, 2009), em modelos animais de indução de HP com sumatinib 

(J. Guihaire et al. 2017), ICD desencadeada por bandagem arterial pulmonar em ratos 

(Yoshida et al. 2016) e inclusive em animais com HP (Nergui et al. 2014). 

 Por outro lado, o modelo de indução de HP por MCT leva ao remodelamento 

da vasculatura pulmonar e o desenvolvimento da HP durante um período 

aproximadamente de 14 dias, provocando o estabelecimento da hipertrofia do 

ventrículo direito. Além disso, é possível observar alterações relevantes nos dados 

morfométricos, tal como aumento da massa do VD, em animais submetidos à 

administração da MCT (Türck et al. 2018). Outro estudo já havia demonstrado 

hipertrofia do VD em modelo de MCT em períodos mais longos de tempo (Huang et 

al. 2016). 

Porém, nenhum estudo explorou a polarização dos macrófagos no miocárdio 

do VD em modelos de HP. Neste sentido, explorar perfil dos macrófagos e seu papel 

específico no remodelamento do VD e no desenvolvimento da ICD é necessário. O 

subtipo M1 é descrito como relacionado ao perfil pró-inflamatório, enquanto o subtipo 

M2, anti-inflamatório. Um balanço entre os polos seria o ideal para evitar o 

agravamento do remodelamento do VD (Troidl et al. 2009; Hulsmans, Sam, e 

Nahrendorf 2016). Com isso, mesmo não se observando um aumento total de 

macrófagos pelo perfil gênico, uma análise da dos subtipos poderia demonstrar um 

desequilíbrio entre M1 e M2. 
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Contudo, é necessário que se faça uma discussão sobre o momento da análise 

e sobre a metodologia utilizada para avaliar a presença de macrófagos (qPCR). É 

possível que a falta infiltração no grupo MCT se deva ao fato de que o processo 

inflamatório ainda não está estabelecido neste modelo. Outros processos, como 

estresse oxidativo, também não se apresentam consistentemente elevados neste 

momento da doença (Türck et al. 2018) e mesmo o remodelamento tecidual pode 

piorar até 31 dias de seguimento (Leichsenring-Silva et al. 2011). Por outro lado, é 

importante avaliar se a técnica utilizada neste trabalho é capaz de medir 

adequadamente o processo de infiltração de macrófagos. A avaliação histológica com 

anticorpos anti-CD68 é amplamente empregada para tecidos de ratos. É possível 

identificar a célula, a sua posição, e quantifica-la em diversos campos do tecido. 

Porém, a expressão gênica de CD68 tem se mostrado correlata à contagem 

histológica em diversos tecidos (Morgan-Bathke et al. 2017; Di Gregorio et al. 2005) e, 

portanto, mostra-se como uma técnica confiável. Porém, pretendemos executar 

análises histológicas em trabalhos futuros para validar os nossos resultados. 

Em pacientes com HP, a disfunção sistólica do VD prediz o desfecho adverso 

independentemente de alterações na resistência vascular pulmonar. Embora as 

intervenções terapêuticas na HP estejam focadas na vasculatura pulmonar, a 

sobrevivência está significativamente associada à melhora da função ventricular 

direita, enquanto resistência vascular pulmonar tem pouca relação com o desfecho 

(Frangogiannis 2017). Sendo assim, pela importância que o VD tem no aspecto da 

HP, faz-se necessário um aprofundamento do perfil inflamatório no desenvolvimento 

da ICD, tanto em análises histológicas quanto em expressão gênica, avaliar também a 

polarização dos macrófagos no VD, além de fibrose e por último a análise de citocinas 

relacionadas com os processos descritos acima. 
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CONCLUSÃO 
 
 
 A partir da análise da expressão gênica de Cd68, não foi possível observar 

uma infiltração de macrófagos totais no VD de ratos tratados com MCT quando 

comparados ao grupo CT. Porém, a avaliação da polarização, da fibrose e citocinas 

relacionadas são de fundamental interesse para compreensão tanto do 

desenvolvimento quanto do estabelecimento da ICD desencadeada por HP. 
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