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Resumo

Moura Junior NB. Estudo anatomo-funcional de ganglios da cadeia simpatica
toracica na hiperidrose primaria. [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Séao Paulo; 2012. 63p.

Introducdo: A hiperidrose primaria (HP) é uma desordem que afeta
negativamente a qualidade de vida de seus portadores. A fisiopatologia da
HP ndo € bem compreendida e acredita-se que uma complexa disfuncéo do
sistema nervoso simpatico esteja relacionada com sua etiologia. A
ressec¢cdo de um ou mais ganglios da cadeia simpatica toracica constitui-se
como o meétodo mais eficiente de controle da HP; apesar disso, pouco se
sabe sobre o funcionamento dos ganglios simpaticos em individuos normais
e em portadores de HP. Objetivos: Analisar a expressao de acetilcolina e
das subunidades a3 e a; de seu receptor nicotinico neuronal em ganglios da
cadeia simpatica toracica de portadores de HP palmar e comparar estes
resultados com os obtidos de n&o portadores; avaliar se existe diferenca de
tamanho entre esses ganglios. Métodos: Estudo transversal, no qual foram
analisados dois grupos de 20 participantes: no grupo Hiperidrose, portadores
de HP palmar, candidatos a simpatectomia toracica; no grupo Controle,
doadores falecidos de 6rgaos sem histéria prévia de sudorese excessiva.
Em todos os individuos foram realizados: resseccéo do 3° ganglio simpatico
esquerdo; afericdo do maior diametro do ganglio; avaliacdo imuno-
histoquimica pela quantificacdo das areas de expressao forte e fraca de
anticorpos primarios contra acetilcolina e contra as subunidades oz e a7 de
seu receptor nicotinico neuronal. Resultados: A mediana da idade dos
participantes foi menor no grupo Hiperidrose em relacdo ao Controle; a
proporcao de homens e mulheres foi de 3:17 no grupo Hiperidrose e 9:11 no
Controle. A expressao da subunidade a; foi semelhante em ambos os
grupos (p = 0,78 para expresséao forte e p = 0,31 para expressao fraca). A
area de expressao forte da subunidade a; correspondeu a 4,85% da area
total em portadores de HP e a 2,34% nos controles (p < 0,001), enquanto a
area de expressao fraca foi de 11,48% no grupo Hiperidrose e de 4,59% no
Controle (p < 0,001). Expresséo forte da acetilcolina foi encontrada em
4,95% da area total no grupo Hiperidrose e 1,19% no Controle (p < 0,001);
expressao fraca foi encontrada em 18,55% e 6,77%, respectivamente (p <
0,001). O diametro dos ganglios ressecados foi de 0,7lcm no grupo
Hiperidrose e de 0,53cm no Controle (p < 0,001). Conclusfes: Existe um
aumento da expressao de acetilcolina e da subunidade a; do seu receptor
nos ganglios simpaticos de portadores de HP; a subunidade a3 do receptor
nicotinico de acetilcolina tem expressao semelhante em ganglios simpaticos
de portadores de HP e de néo portadores; ganglios da cadeia simpatica
toracica apresentam diametro maior em portadores de HP.



Descritores: Hiperidrose/fisiopatologia. Ganglios Simpaticos. Acetilcolina.
Receptores Nicotinicos. Imunoistoquimica. Morte Encefalica.



SUMMARY



Summary

Moura Junior NB. Anatomofunctional study of thoracic sympathetic chain
ganglia in primary hyperhidrosis. [thesis]. Sao Paulo: Medical School,
University of Sao Paulo; 2012. 63p.

Introduction:  Primary hyperhidrosis (PH) is a disorder that impairs the
quality of life of its bearers. The PH physiopathology is not well understood
and a complex sympathetic nervous system dysfunction seems to be related
with its etiology. The resection of one or more thoracic sympathetic chain
ganglia is the most effective PH treatment; however sympathetic ganglia
function in normal subjects and in PH patients is unknown. Objectives:
Analyzing the immunohistochemical expression of acetylcholine and its
neuronal nicotinic receptor's asz and a; subunits in thoracic sympathetic
ganglia of PH patients and compare the results with those obtained from
subjects without this disorder; identifying possible differences in size of these
ganglia. Methods: Cross-sectional study, in which two groups of 20 subjects
were analyzed: the Hyperhidrosis group, with palmar PH patients eligible to
thoracic sympathectomy and the Control group, with organ donators after
brain death without hyperhidrosis historical. For each subject it were
performed: resection of the third left sympathetic ganglion; measurement of
the ganglion’s diameter; immunohistochemical evaluation by quantification of
intense and mild expression areas of primary antibodies against
acetylcholine and its neuronal nicotinic receptor's az; and a7 subunits.
Results: The median of participants’ age was smaller in Hyperhidrosis group
than in Control; the male/female ratio was 3:17 in Hyperhidrosis group and
9:11 in Control. The az subunit expression was similar in both groups (p =
0.78 for intense expression and p = 0.31 for mild expression). Intense ay
subunit expression area was 4.85% in PH patients and 2.34% in controls (p <
0.001) whereas mild expression area was 11.48% in Hyperhidrosis group
and 4.59% in Control (p < 0.001). Intense acetylcholine expression was
found in 4.95% of total area in Hyperhidrosis group and in 1.19% in Control
(p < 0.001); mild expression was found in 18.55% and 6.77%, respectively (p
< 0.001). Ganglia diameter was 0.71cm in Hyperhidrosis group and 0.53cm
in Control (p < 0.001). Conclusions: There is a higher expression of
acetylcholine and its neuronal nicotinic receptor’'s a; subunit in sympathetic
ganglia of PH patients; the as subunit of the neuronal nicotinic acetylcholine
receptor shows similar expression in sympathetic ganglia of PH patients and
subjects without this disorder; thoracic sympathetic chain ganglia diameter is
bigger in PH patients.

Descriptors: Hyperhidrosis/physiopathology.  Ganglia, = Sympathetic.
Acetylcholine. Receptors, Nicotinic. Immunohistochemistry. Brain Death.



INTRODUCAO



1 Introducao

A sudorese € um processo fisiologico responsavel, sobretudo, pela
regulacdo da temperatura corporal, que pode aumentar em situacbées como
exercicio, calor excessivo no ambiente ou situacdes estressantes. As
glandulas sudoriparas sao classificadas em écrinas, quando langam o suor
diretamente na superficie cutanea, ou apocrinas, quando estdo associadas a
um foliculo piloso™®.

A hiperidrose, definida como sudorese excessiva das glandulas écrinas
em situacdes nao fisiologicas, € uma desordem que afeta negativamente a
qualidade de vida de seus portadores, desde o trabalho até as relacdes
afetivas. Pode ser generalizada ou focal, acometendo principalmente as
palmas das méaos, plantas dos pés, axilas e face™*®’.

Ocasionalmente, existe uma etiologia subjacente que justifica a
hiperidrose, como obesidade, doencas neuroldgicas, endocrinologicas e
metabdlicas; no entanto, em muitas pessoas, a sudorese excessiva ocorre
na auséncia de outras condi¢cdes que a justifiquem, quando é chamada de
hiperidrose primaria (HP)'32.

Sua prevaléncia pode chegar a 2,8% da populacdo, acomete ambos os
sexos de forma semelhante e em todas as faixas etarias, variando apenas a

idade de inicio dos sintomas de acordo com a parte do corpo mais atingida:

infancia para a hiperidrose palmar e plantar, adolescéncia para a axilar e



idade adulta para a cranio-facial. Existe histéria familiar associada entre

12,5% e 56,5% dos pacientes, segundo estudos epidemiolégicos®*.

1.1 Fisiopatologia da hiperidrose primaria

A fisiopatologia da HP ndo é bem compreendida. Estudos morfologicos
nas glandulas sudoriparas de portadores de HP nédo evidenciaram
alteracdes em seu numero ou histologia e acredita-se que uma complexa
disfuncéo do sistema nervoso autdnomo (SNA) simpatico, responsavel por
sua inervacdo, esteja relacionada com sua etiologia®®*>"*"2, Tal disfuncéo
pode ser demonstrada, por exemplo, a partir da menor variabilidade da
frequéncia cardiaca (as manobras de Valsalva e da imersdo da face em
agua fria) em portadores de HP comparada com individuos normais, que se
eleva a niveis considerados normais apés a simpatectomia®®.

Logo, uma adequada compreensdo da fisiopatologia da HP deve
passar pelo estudo dos aspectos funcionais das estruturas anatdbmicas que

compdem o sistema nervoso autbnomo.

1.1.1 Atividade simpatica cutanea

A atividade simpatica em determinada parte do corpo pode ser
estimada através da afericdo da resisténcia cutanea a conducao elétrica,
uma medida indireta da funcdo sudomotora simpatica. Estudos prévios

mostram resposta simpatica cutanea elevada em portadores de HP em



comparacdo com individuos sadios, embora alguns autores tenham
encontrado resposta proxima a normal; para esclarecer a duvida, foi avaliada
a curva de recuperacdo de excitabilidade da atividade simpatica cutanea
(duracéo do periodo de refratariedade a um segundo estimulo elétrico, apos
administracdo de um estimulo inicial), mais confiavel, confirmando o achado

de alteracdo da mesma em portadores de HP>1#141¢,

1.2 Breve histoérico do conhecimento sobre o sistema nervoso

autbnomo

Cabe a Galeno (130-200 AC) a primeira descricdo conhecida do
sistema nervoso autbnomo. Galeno chamou de “sexto nervo craniano” o
conjunto dos nervos glossofaringeo, vago e acessoério, aléem da cadeia
simpatica; aquela ocasido, consideravam-se 0s nervos que descendiam do
cérebro como “macios” e, necessariamente, sensitivos; além disso, Galeno
considerou-o como um nervo oco, permitindo aos espiritos animais transitar
de um orgao a outro, formando a cooperacao e coordenacédo dos diversos
orgaos, fendbmeno a época batizado de: “simpatia”.

Apenas no século XVII houve progresso significativo nessa area e
Thomas Willis (1621-1675), em 1664, sugeriu a diferenciacdo entre
movimentacao voluntaria (regida pelo cérebro) e involuntaria (comandada
pelo cerebelo e de onde o vago e a cadeia simpatica descenderiam); a

“simpatia” transitaria entre os dois sistemas pelos ramos comunicantes.



Ja no século XVIII, Francois Pourfour Du Petit (1664-1741), produziu
miose, ptose e enoftalmia em um céo (triade que seria identificada em
humanos no século seguinte e batizada como sindrome de Horner), através
da seccdo da cadeia simpatica, demonstrando que esta estrutura produzia
impulsos no sentido caudal-cranial e, portanto, ndo apenas descenderia a
partir do cérebro. Cinco anos depois, Jacobus Benignus Winslow (1669-
1760) sugeriu que a cadeia simpatica seria um produto dos ganglios, com
origem espinhal, logo, uma estrutura independente; os ganglios seriam
“pequenos cérebros” independentes.

No final do mesmo século, Marie Francois Xavier Bichat (1771-1802)
propés uma separacdo anatomo-funcional da vida (e do sistema nervoso)
em duas formas: a “vida organica”, caracterizada pela continuidade,
assimetria, desarmonia e independéncia em relacdo aos habitos e a
educacao, seria comandada pelos ganglios e chegaria ao fim com a morte
do coracdo; ja a “vida animal” seria caracterizada pela descontinuidade,
simetria, harmonia e influenciada pelo meio externo, seu comando proviria
do cérebro e terminaria com a morte deste, 0 que poderia acontecer antes
da morte de diversos outros 0rgaos; a cadeia simpatica ndo seria um nervo,
mas um conjunto de “pequenos cérebros” (assim como propés Winslow), por
fim, propds a denominacao: sistema nervoso ganglionar.

Em meados do século XIX, Robert Remak (1815-1865), reconheceu as
fibras amielinicas no sistema simpatico, justificando desta forma a existéncia
dos ramos comunicantes branco e cinzento, além de descobrir formacoes

ganglionares no coracao, batizadas de ganglios de Remak. Friedrich Bidder



(1810-1894) e Alfred Wilhelm Volkmann (1801-1877), ap0s exaustiva
contagem das fibras pré e pds-ganglionares ao microscépio, concluiram que
as ultimas sédo muito mais numerosas.

A acdo vasoconstritora do sistema simpatico foi demonstrada por dois
experimentos: Claude Bernard (1813-1878) demonstrou vasodilatacdo apos
simpaticotomia em 1851; no ano seguinte, Charles Edouard Brown-Séquard
(1817-1894) obteve vasoconstricdo ao estimular o coto simpatico. Claude
Bernard também induziu glicosuria através da puncéo do quarto ventriculo,
sugerindo a presenca de interacdo entre o sistema nervoso autbnomo e o
sistema nervoso central. Ludwig Julius Budge (1811-1884) e Augustus
Volney Waller (1816-1870) mostraram que a cadeia simpatica provéem
parcialmente da medula, confirmando os achados de Pourfour Du Petit e
Winslow. Albert Eulenburg (1840-1917) listou, entre outras, a hiperidrose
unilateral como doenca do sistema nervoso autdnomo®’.

O conhecimento anatdmico e a classificacdo atual do sistema nervoso
autbnomo baseiam-se nos trabalhos de John Newport Langley (1852-1925)
e Walter Holbrook Gaskell (1847-1914), que mostrou que a medula
comunica-se com a cadeia simpatica apenas através dos ramos
comunicantes brancos, que os impulsos simpaticos provém da coluna lateral
da medula e postulou a existéncia de um sistema antagonista ao simpatico.
Langley desenvolveu a idéia e batizou esse sistema de parassimpatico, além
de demonstrar os neurdnios pré e pos-ganglionares. Seu discipulo, Thomas
Renton Elliot (1877-1961) mostrou que a adrenalina produzia os mesmos

efeitos que a estimulacdo simpatica’’*2.



Walter Rudolf Hess (1881-1973) foi vencedor do prémio Nobel de
Medicina de 1949 pelos seus trabalhos demonstrando a influéncia do
hipotalamo sobre o sistema nervoso autbnomo e chamando de “trofotropico”
0 sistema parassimpatico e de “ergotropico” o sistema simpatico, baseado
nas suas funcdes. Otto Loewi (1873-1961) mostrou que a acetilcolina era
responsavel pela producdo de impulsos no nervo vago e Ulf Svante von
Euler (1905-1983) provou que o principal neurotransmissor nas fibras
simpaticas era a noradrenalina®’.

Coube a John Carew Eccles (1903-1997), prémio Nobel de Medicina
em 1963, um melhor conhecimento da fisiologia ganglionar, ao demonstrar
que a neurotransmissdo produzia tanto potenciais excitatorios quanto
inibitdrios pos-sinapse e que o0s ganglios autondmicos eram capazes de
modular o impulso nervoso, além de simplesmente transmiti-lo**%°,

A primeira simpatectomia com sucesso foi realizada por Thoma lonescu
(1860-1926) para tratamento de angina pectoris em 1916; no mesmo ano,
René Leriche (1879-1955) introduziu o método para tratamento de doencas
vasculares. Ja em 1954, Matthias Kux publicou a primeira série de pacientes

submetidos & simpatectomia videotoracoscépica'’?:.

1.3 Anatomia e fisiologia do sistema nervoso autdéno mo

O sistema nervoso autdbnomo, ou visceral eferente, € a porcao do

sistema nervoso responsavel pela homeostase e, portanto, pela regulacéo

da temperatura corporal, dentre outros®’. Seu funcionamento independe da



vontade do individuo, de onde provém sua denominacdo. Anatomicamente,
e formado por neurénios e fibras pré e pds-ganglionares; os primeiros estao
localizados no tronco encefalico, de onde originam alguns nervos cranianos
e na medula espinhal, do primeiro segmento toracico ao quarto segmento
sacral, formando uma parte da substancia cinzenta conhecida como coluna
lateral da medula em sua porcéo téraco-lombar®2,

Os corpos celulares dos neurdnios poés-ganglionares concentram-se
fora do sistema nervoso central (SNC) formando ganglios. Nestes corpos
celulares (pericéario), pode-se visualizar reticulo endoplasmatico rugoso
associado a polirribossomos livres em grande numero, formando os
chamados corpusculos de Nissl, cuja quantidade varia de acordo com o

estado funcional do neurdnio (figura 01)*,

Figura 01 — Representacédo esquematica de corplsculos de Nissl em neurbnio. A direita:
detalhe de sua ultraestrutura. Fonte: Fletcher TF. Neurohistology atlas [citado 18 nov 2011].
Disponivel em: http://vanat.cvm.umn.edu/neurHistAtIs/pages/neur0n7.html25



Conexfes dos neurdnios pré-ganglionares com o sistema limbico,
notadamente com o hipotalamo, justificam a interdependéncia das emocdes
com o seu funcionamento, produzindo, por exemplo, sudorese palmar
profusa em situacdo de estresse, mesmo em pessoa ndo portadora de
hiperidrose®*.

Classicamente, divide-se o0 SNA em simpéatico e parassimpatico. No
primeiro, 0s neurbnios pré-ganglionares localizam-se na coluna lateral da
medula téraco-lombar e os pos-ganglionares formam os ganglios das
cadeias simpaticas pré e paravertebral, estrutura esta formada pelos
diversos ganglios e seus respectivos ramos interganglionares que se
estende da regido cervical posterior, de cada lado, até o coccix, onde as
duas cadeias se fundem. No parassimpatico, os neurdnios pré-ganglionares
situam-se no tronco encefalico e na medula sacral, enquanto 0s pos-
ganglionares localizam-se préximo ou no interior da viscera efetora®*2°.

Funcionalmente, as fibras pds-ganglionares simpaticas caracterizam-se
pela producdo de noradrenalina (fibras noradrenérgicas ou, simplesmente,
adrenérgicas) ao passo que as parassimpaticas produzem acetilcolina (fibras
colinérgicas), produzindo efeitos antagdnicos na maioria dos Orgaos
efetores. As fibras pré-ganglionares, por outro lado, séo colinérgicas tanto no
sistema nervoso simpético quanto no parassimpatico (vide figura 02)%426%7,

Por sua vez, as glandulas sudoriparas sao inervadas por fibras pos-
ganglionares colinérgicas, apesar de fazerem parte do sistema simpatico,

além de nado recebem inervacdo parassimpatica; a excitacdo dessas fibras

estimula a producdo e excrecdo do suor. Além disso, 0s centros
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hipotalamicos relacionados com a sudorese sao considerados, em geral,

parassimpaticos®**2*%,

SISTEMA NERVOSO CENTRAL SISTEMA NERVOSO PERIFERICO
Meurdnios 4 C N
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inferiores s
Miscule
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Figura 02 — Neurotransmissores das fibras pré e pos-ganglionares dos sistemas simpéatico
e parassimpatico. Adaptado de: Netter FH. Atlas de anatomia humana. 22 Ed. Porto Alegre:
Artmed, 2000°®

As fibras pré-ganglionares simpaticas mielinizadas que emergem da
coluna lateral da medula através da sua raiz ventral formando os ramos
comunicantes brancos fazem sinapse com o neurbnio pés-ganglionar, que
por sua vez pode estar localizado em um ganglio paravertebral no mesmo

nivel vertebral da fibra, em um ganglio paravertebral localizado em niveis



11

acima ou abaixo do nivel da fibra (formando os ramos interganglionares da
cadeia simpatica) ou em um ganglio pré-vertebral através dos nervos
esplancnicos. Dos ganglios, partem as fibras pds-ganglionares amielinicas
que formam o ramo comunicante cinzento e dirigem-se ao 0Orgao efetor

podendo se associar ou ndo a um nervo espinhal®®%°.

1.4 Receptor nicotinico neuronal da acetilcolina

A acetilcolina exerce seu papel através da ligagdo com receptores pos-
sinapticos, desencadeando um potencial de acdo que transmitira o impulso
nervoso. Estes receptores podem ser classificados como nicotinicos ou
muscarinicos, de acordo com a molécula agonista utilizada para identifica-
los; os receptores nicotinicos, por sua vez, subdividem-se em neuronal e
muscular (encontrado nas placas motoras)?®®. Nos ganglios simpaticos, o
receptor de acetilcolina responsavel pela neurotransmissdo é do tipo
nicotinico (NAChR) neuronal®*%.

O nAChR é um canal ibnico transmembrana que, depois de ativado
pela ligagdo com a acetilcolina, media a transmissédo sinaptica rapida nos
ganglios simpaticos, formado por subunidades a e . Em humanos, tais
subunidades dividem-se em diversos subtipos, sendo reconhecidas oito
subunidades a (o, — a7, dg € 010) € trés B (B2 — B4) entre os receptores
nicotinicos neuronais. A ligagcdo com as moléculas agonistas € feita através

de dois residuos cisteina na extremidade das subunidades a, o que as

diferencia das subunidades B?**. Os receptores sdo formados por um
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pentamero de duas subunidades a e trés B, em diferentes combinacdes;
como excecdo, existem receptores formados apenas por subunidades a-,

conforme esquematizado na figura 03.

Figura 03 — Representacao esquematica do receptor
nicotinico neuronal da acetilcolina. A: conformagéo
habitual formada por 2 subunidades a e 3 subunidades
B. B: receptor formado apenas por subunidades a

Ganglios autondmicos expressam as subunidades as, 04, Os, a7, B2 €
B4, com predominio da subunidade a3 e as composi¢cdes prevalentes sdo os
heterdmeros asp4 e asp,, além do homdémero a;, embora sua distribuicdo néao
seja uniforme em diferentes ganglios, nem mesmo em diferentes neurdnios
do mesmo ganglio, e o papel funcional da maioria desses receptores ainda

seja incerto®#3033,

Os genes que codificam tais subunidades ja foram
identificados: o locus 15924 é responsavel pelas subunidades as as e Ba,
enquanto a subunidade a; é codificada na localizagdo 15914, sendo

parcialmente duplicada, o que dificulta sua analise genética®.

1.4.1 A subunidade as

Corresponde a subunidade predominante nos ganglios do sistema

nervoso autbnomo, mais frequentemente associada a subunidade 4,

formando o receptor conhecido como “tipo ganglionar”. E a principal



13

subunidade responsavel pela ligagdo das moléculas agonistas ao receptor,
desencadeando a transmissdo sinaptica e apresenta uma proliferacao

importante na fase de desenvolvimento do sistema nervoso®?32343°,

1.4.2 A subunidade ay

Apesar de poder se associar com outras subunidades a, a principal
forma de expressdo desta se da na forma de homémero, aberrante em
relacdo aos demais receptores. Caracteriza-se por dessensibilizacao rapida
e alta permeabilidade ao calcio, sendo crucial nos eventos céalcio-
dependentes nas células ganglionares. Localiza-se tanto na membrana pos
quanto na pré-sinaptica, modulando a liberacdo do neurotransmissor e
regulando o crescimento neuronal, além de, assim como a subunidade as,
também apresentar aumento substancial em seu numero nos ganglios

simpaticos durante o desenvolvimento do sistema nervoso%:32343°,

1.4.3 As subunidades a, € a5

Apesar de desenvolver um papel crucial no SNC, a subunidade a4
raramente é encontrada em ganglios autonémicos, com sua presenca em
tais estruturas sendo questionada por muito tempo. J4 a subunidade as
desempenha um papel mais estrutural do que de ligacéo a acetilcolina e, em
ganglios, estd sempre associada a subunidade as; seu numero nao varia de

forma significativa apés o nascimento®°3%34,
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1.4.4 As subunidades f

Ganglios autonémicos expressam as subunidades B, e B4, Sempre em
associacdo com uma subunidade a, sobretudo as; assim como a subunidade
as, também nao apresentam aumento significativo em seu nimero durante o

desenvolvimento pos-natal. O bloqueio especifico de uma subunidade é

([N

capaz de reduzir as correntes transmembrana até atingir um platd, mas
incapaz de aboli-las completamente, sugerindo a participacdo de multiplos

receptores com conformacdes diferentes nos ganglios autondmicos3*3%34,

O tratamento dos casos moderados / severos de HP baseia-se no
bloqueio clinico ou cirtrgico da estimulacdo simpatica, seja ele local (por
exemplo, utilizando-se toxina botulinica A) ou sistémico (por exemplo,
utilizando-se oxibutinina); a ressec¢ao endoscopica de um ou mais ganglios
da cadeia simpética toracica constitui-se hoje como o método mais eficiente
de controle da HP palmar, axilar e cranio-facial, sobretudo para a
primeiral'2'8'11'36'37.

Além disso, a acetilcolina e as subunidades de seu receptor podem ser
identificadas por imuno-histoquimica através de anticorpos especificos?*3238,

No entanto, a intensidade da expressdo dessas moléculas em ganglios

simpaticos de portadores de HP é desconhecida.



OBJETIVOS
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2 Objetivos

O objetivo principal deste estudo é analisar a expressao de acetilcolina
e das subunidades a3z e a; de seu receptor nicotinico neuronal em ganglios
da cadeia simpatica toracica de portadores de HP palmar e comparar estes
resultados com os obtidos de ndo portadores.

O objetivo secundario é avaliar se existe diferenca de tamanho entre

esses ganglios.



METODOS
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3 Métodos

3.1 Desenho da pesquisa

Estudo transversal, aprovado pela Comissao Cientifica do Instituto do
Coracdo (InCor) e pela Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP -
Apéndice 1). Os individuos elegiveis, ou seus responsaveis legais,
concordaram com a participacdo no estudo e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice 2) aprovado pela CAPPesq.

Os participantes foram divididos em 2 grupos: no grupo |, portadores de
HP palmar severa (exclusivamente palmar ou em associagdo com outras
localizacbes, desde que com predominancia palmar) conforme constatado
ao exame fisico, candidatos a simpatectomia toracica; no grupo Il, individuos
sem historia prévia de sudorese excessiva, doadores falecidos de 6érgéos e

tecidos, como controles.

3.2 Ambientacéo da pesquisa

As ressecc¢oes dos ganglios do grupo | foram realizadas no InCor e na

Santa Casa de Misericordia de Aracatuba.
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As resseccdes dos ganglios dos controles foram realizadas nos
hospitais contidos na area de atuacdo da Organizacdo de Procura de
Orgéos do Hospital das Clinicas (OPO-HC) da FMUSP, com o cuidado
especial de ndo atrasar a captacao dos 6rgdos para transplante, interferindo
0 minimo possivel no processo de captacao de 0rgaos.

A busca ativa de doadores, esclarecimento e obtencdo do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido junto as familias foi realizada pela equipe
da OPO-HC, apos orientacdo do pesquisador, de acordo com a legislacéo
brasileira vigente.

O processamento do material, as reag¢des histoquimicas e imuno-
histoquimicas, as microfotografias dos resultados e a quantificacdo da
expressdo dos anticorpos foram realizados no laboratorio de Patologia da

FMUSP.

3.3 Tamanho da amostra

Como nao existem estudos prévios sobre os ganglios simpaticos em
portadores de HP, foi realizada uma estimativa tomando por base uma
medida funcional indireta (atividade simpatica cutanea)'? desses ganglios. O
tamanho da amostra foi estimado assumindo um erro a de 0,05 e um erro 3
de 0,10 em uma comparacao bi-caudal. Foi encontrado um valor de 20

individuos em cada grupo.
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3.4 Critérios de inclusao e exclusao

Quadro 01 — Critérios de inclusao e exclusao
Grupo | Grupo |l

Critérios de incluséo Portadores de hiperidrose | Auséncia de histdria prévia

com predominéancia palmar de sudorese excessiva

Portadores de qualquer doenca neuroldgica,
. - endocrinoldgica ou metabdlica conhecida;

Critérios de exclusao
indice de Massa Corpérea > 25Kg/m2;

Recusa na participacdo do estudo.

No grupo |, os dados foram coletados a partir de entrevista direta e
exame fisico; no grupo Il, os dados foram colhidos de acordo com

questionario respondido pela familia (Anexo A).

3.5 Procedimentos cirargicos e analiticos

Em todos os participantes, foi realizada a abertura longitudinal da
pleura parietal sobre a cadeia simpatica toracica paravertebral esquerda. A
cadeia simpatica foi seccionada, utilizando-se tesoura endoscopica,
imediatamente abaixo do 2° ganglio simpatico e imediatamente acima do 4°
ganglio. Em seguida, foram seccionados os ramos comunicantes do 3°
ganglio, com posterior disseccdo gentil do tecido conjuntivo frouxo e

resseccdo do referido ganglio. Todos os procedimentos foram realizados sob
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anestesia geral, mantendo-se a pressao arterial média (PAM) entre 70 e
100mmHg e a temperatura ambiente proxima de 25°C.
Imediatamente apds a resseccao, foram realizados:
* seccao longitudinal do ganglio;
» afericdo do seu maior diametro;
» fixacdo em formalina por 24 horas, com posterior parafinizacao;
ApOs a coleta de toda a casuistica, foram realizados:
e avaliagdo imuno-histoquimica: quantificacdo, em Iaminas
silanizadas, de anticorpos priméarios contra acetilcolina e contra as
subunidades a3 e a; de seu receptor nicotinico neuronal
(respectivamente: ab37010, ab55773 e abl10096. Abcam, Inc.

Cambridge, MA);

3.6 Técnica de imuno-histoquimica

A diluicdo ideal dos anticorpos foi determinada através de diluicBes
progressivas. Foi achado um valor de 1:300 para o anticorpo contra
acetilcolina e de 1:100 para os anticorpos contra as subunidades a3 e a7 do
receptor nicotinico neuronal de acetilcolina. A técnica completa esta descrita

em detalhes no anexo B.

3.7 Quantificacao da expresséo dos anticorpos

Foram realizadas 10 microfotografias representativas e nao

coincidentes de cada uma das laminas em aumento de 400x, sendo que
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todas as imagens foram obtidas sequencialmente, utilizando-se a mesma
calibracdo do microscépio e a mesma intensidade de luz.

Para quantificac&o, foi utilizado o software Image-Pro Plus 6.0 (° Media
Cybernetics), capaz de identificar e calcular a area de determinada cor ou
grupo de cores, em um?® No presente estudo, as areas em marrom das
microfotografias correspondem a positividade da presenca do anticorpo em
guestao.

Para cada anticorpo estudado, foram criadas trés “mascaras-padrao”:
area total (excluidas as areas com presenca de artefatos de preparacéo das
laminas), area de marcacéao forte (correspondente as areas com tons mais
escuros de marrom) e area de marcacdo fraca (correspondente as areas
com tons mais claros de marrom) pelo anticorpo em questdo. Em seguida,
essas “mascaras” foram aplicadas as imagens obtidas das laminas,
calculada a média aritmética de cada uma das areas para cada lamina e
consideradas para efeito de resultado a propor¢cdo de marcacao forte e
fraca, respectivamente, em relacdo a area total (Anexo C, figura 14).

As areas com artefatos de preparacéao das laminas foram excluidas da
analise, conforme exemplificado no anexo D, figura 15.

3.7.1 Cegamento:

Para cada uma das laminas estudadas, foi atribuido um numero
aleatério. No momento da quantificacdo, o pesquisador nao teve acesso a

informacéo de qual grupo pertencia cada lamina analisada.

Os dados foram anotados de acordo com o quadro a seguir:
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Quadro 02 — Fichas de dados dos participantes

GRUPO |

Nome (iniciais):

Idade (anos completos):
Sexo: ()M ()F

Data da resseccao:

Diametro:

Atividade de acetilcolinesterase:
Expresséao forte de acetilcolina:
Expresséao fraca de acetilcolina:
Expresséao forte da subunidade as:

Expressao forte da subunidade ay:

Expressao fraca da subunidade as:

Expresséo fraca da subunidade a-:

GRUPO I

Nome (iniciais):

Idade (anos completos):
Sexo: ()M ()F

Data da resseccdo:

Diametro:

Atividade de acetilcolinesterase:
Expresséo forte de acetilcolina:
Expresséao fraca de acetilcolina:
Expresséo forte da subunidade as:
Expressao fraca da subunidade as:
Expressao forte da subunidade a;:
Expresséao fraca da subunidade a-:

3.8 Anélise estatistica

O pressuposto da distribuicdo normal das varidveis quantitativas foi

avaliado pelo teste de Shapiro-Wilk, com achado de distribuicdo assimétrica

para as variaveis: idade, diametro e expressao forte dos anticorpos contra

acetilcolina e contra as subunidades az e a; do receptor de acetilcoling;

distribuicBo gausiana foi encontrada nas variaveis: expressdo fraca dos

anticorpos contra acetilcolina e contra as subunidades a3 e a7 do receptor de

acetilcolina.

3.8.1 Analise estatistica descritiva:

A analise descritiva da variavel qualitativa nominal estudada (sexo) foi

realizada e apresentada como propor¢do. As varidveis quantitativas foram

expressas através das medianas e intervalos interquartis (1Q2s.75%).
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3.8.2 Anélise estatistica inferencial:

Foram utilizados: o teste de Mann-Whitney para analise das variaveis
guantitativas e o teste exato de Fisher para a variavel qualitativa.

Assumiu-se um nivel de significancia a de 0,05 com intervalo de
confianca de 95% em uma distribuicéo bicaudal.

Utilizou-se o software SPSS 13.0 para Windows (° IBM) na andlise

estatistica.



RESULTADOS
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4 Resultados

Foram incluidos 47 individuos entre dezembro de 2008 e marco de
2010, sendo 20 no grupo | (portadores de hiperidrose) e 27 no grupo i

(controle); na figura 04, observa-se o diagrama de fluxo dos participantes:

Grupo | — Hiperidrose Grupo Il — Controle

20 casos incluidos 27 casos incluidos

4 excluidos por IMC > 25kg/m

2 excluidos por diabetes

1 excluido por histéria de hiperidroseg
20 casos analisados 20 casos analisados

Figura 04 — Diagrama de fluxo dos participantes

No grupo controle, foram excluidos 4 doadores por IMC > 25kg/m?, dois
devido a antecedente de diabetes e um por histéria prévia de hiperidrose.
Vinte casos elegiveis foram analisados em cada grupo.

Os dados demograficos estao sintetizados na Tabela 01.

Tabela 01 — Dados demograficos

GRUPOS Hiperidrose Controle p
Idade 26 (24 - 30,25) 46,5 (28,25 -53) 0,006
Proporcao de homens / mulheres 3/17 9/11 0,034

NOTA: Idade apresentada em mediana e interm&oguartil (1Qs 7509
A mediana da idade foi de 26 anos (IQ2s.75%: 24 — 30,25 anos) para o
grupo | — Hiperidrose e de 46,5 anos (1Q2s.75%: 28,25 — 53 anos) para o grupo

Il — Controle (p = 0,006). Quanto ao género, 12 individuos eram do sexo
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masculino e 28 do sexo feminino; no grupo | — Hiperidrose, a distribuicéo foi

de 3 homens e 17 mulheres e no grupo Il — Controle, foi de 9 homens e 11

mulheres (p = 0,034).

N&o houve complica¢des cirargicas nos sujeitos da pesquisa, assim

como ndo aconteceu atraso significativo na captacdo dos demais 6rgdos no

caso dos controles. Da mesma forma, nao houve perda de dados.

A maioria dos participantes do grupo | — Hiperidrose referia outros sitios

de hiperidrose além da palmar, conforme explicitado na tabela 02, sendo que

apenas um (5%) apresentava hiperidrose palmar isolada.

Tabela 02 — Distribuicado dos sitios de hiperidrose

SITIO

n (%)

Palmar

20 (100)

Plantar

15 (75)

Axilar

10 (50)

Por outro lado, todos referiram a hiperidrose palmar como a mais

intensa e com maior impacto negativo as suas atividades diarias.

A expressdao do anticorpo contra a subunidade oz do receptor da

acetilcolina foi semelhante nos dois grupos, conforme figura 05.
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A
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Figura 05 — Expresséo do anticorpo contra a subunidade a3 do receptor nicotinico neuronal
da acetilcolina no ganglio simpatico (em marrom). A: hiperidrose. B: controle

Houve marcacdo forte pelo anticorpo contra a subunidade a; do
receptor de acetilcolina em 5,91% (1Q2s.750%: 3,29 — 9,14%) da area estudada
no grupo | — Hiperidrose e em 6,55% (1Q25.75%: 2,77 — 7,55%) no grupo Il —

Controle (p = 0,779), conforme ilustrado na figura 06.

(Wl 2T S LB T T T e
o e, 5 . x - W )
y s okt T r O 3 fhdin W . { Sl 7 s h}
receptor
nicotinico neuronal da acetilcolina no ganglio simpatico (em vermelho). A: hiperidrose. B:
controle

|
F

igura 06 — Area de expressao forte do

O gréfico 01 ilustra a semelhanca dessa distribuicdo entre os grupos.
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Gréfico 01 - Quantificacdo da area de
expressao forte do anticorpo contra a
subunidade a; do receptor nicotinico
neuronal da acetilcolina no ganglio
simpatico, por grupo
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A area com marcacao fraca deste anticorpo correspondeu a 7,23%
(I1Q25.7500: 4,98 — 9,50%) da area total estudada no grupo Hiperidrose e a
6,47% (1Q25.750%: 3,65 — 7,52%) no grupo Controle (p = 0,314), vide figura 07

e grafico 02.

Figura 07 anticorpo contra a subunidade az do receptor
nicotinico neuronal da acetilcolina no ganglio simpatico (em vermelho). A: hiperidrose. B:
controle
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Gréfico 02 — Quantificacdo da area de
expressao fraca do anticorpo contra a
subunidade a; do receptor nicotinico
neuronal da acetilcolina no géanglio
simpdtico, por grupo
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Os ganglios simpaticos dos portadores de hiperidrose primaria

expressaram 0 anticorpo contra a subunidade a; do receptor nicotinico

neuronal da acetilcolina de forma mais intensa, como pode-se observar na

figura 08.

Figura 08 — Expressao do anticorpo contra a subunidade a; do receptor nicotinico neuronal
da acetilcolina no ganglio simpatico (em marrom). A: hiperidrose. B: controle.
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Apb6s a quantificacdo, observou-se expressao forte do anticorpo contra
a subunidade a; em 4,85% (1Q25.750: 4,01 — 6,09%) da area total analisada
nos portadores de HP e em 2,34% (1Q2s5.75%: 1,96 — 2,77%) nos controles (p

< 0,001), conforme ilustrado na figura 09 e grafico 03.

Figura 09 — Area de expressdo forte do anticorpo contra a subunidade a; do receptor
nicotinico neuronal da acetilcolina no ganglio simpatico (em vermelho). A: hiperidrose. B:
controle

Gréfico 03 — Quantificacdo da area de
expressédo forte do anticorpo contra a
subunidade a; do receptor nicotinico
neuronal da acetilcolina no géanglio
simpatico, por grupo
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Expresséo fraca por este anticorpo foi observada em 11,48% da area
total (1Q25-750: 8,97 — 15,87%) nos portadores de HP contra 4,59% (1Q25-75%:

2,74 — 6,19%) nos controles (p < 0,001), conforme figura 10 e grafico 04.

Figura 10 — Area de expressdo fraca do anticorpo contra a subunidade a; do receptor
nicotinico neuronal da acetilcolina no ganglio simpatico (em vermelho). A: hiperidrose. B:
controle

Gréfico 0 4 — Quantificacdo da area de
expressédo fraca do anticorpo contra a
subunidade a; do receptor nicotinico
neuronal da acetilcolina no ganglio
simpatico, por grupo
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Também foi observada expressdo intensa do anticorpo contra

acetilcolina nos ganglios simpaticos do grupo | — Hiperidrose, em relacao aos

controles, como pode-se notar na figura 11.

Figura 11 — Expresséo do anticorpo contra acetilcolina no ganglio simpatico (em marrom). A:
hiperidrose. B: controle

Apébs a andlise das imagens e quantificacdo da expressdo do anticorpo
contra acetilcolina, foi encontrada area de expressdo forte maior nos
ganglios de portadores de hiperidrose primaria em relacdo aos controles,

conforme ilustrado na figura 12:

Figura 12 — Area de expressao forte do anticorpo contra acetilcolina no ganglio simpatico
(em vermelho). A: hiperidrose. B: controle

A mediana da area de expressao forte pelo anticorpo contra acetilcolina

foi de 4,95% (1Q25.75%: 3,5 — 6,67%) no grupo | — Hiperidrose e de 1,19%
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(1Q25-75%: 0,86 — 1,51%) no grupo Il — Controle (p < 0,001). A distribuigéo

entre 0s grupos encontra-se ilustrada no grafico 05.

Gréfico 0 5 — Quantificacdo da area de
expressao forte do anticorpo contra
acetilcolina no géanglio simpatico, por
grupo
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Expressdo fraca pelo anticorpo contra acetilcolina também foi mais

prevalente em ganglios de portadores de HP, conforme figura 13.

Figura 13 — Area de expressdo fraca do anticorpo contra acetilcolina no ganglio simpatico
(em vermelho). A: hiperidrose. B: controle
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Expressao fraca foi encontrada em 18,55% (I1Q25.75%: 15,12 — 20,64%)
da area total analisada dos ganglios de portadores de HP em comparacéo
com 6,77% (1Qzs-75%: 4,84 — 8,25%) dos ganglios de controles (p < 0,001),

conforme grafico 06.

Gréfico 06 — Quantificacdo da area de
expressao fraca do anticorpo contra
acetilcolina no ganglio simpético, por
grupo
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O diametro dos ganglios simpaticos ressecados apresentou mediana
de 0,71cm (IQ25.750. 0,63 — 0,76cm) no grupo | — Hiperidrose, em
comparacao ao grupo Il — Controle, com mediana de 0,53cm de diametro
(1Q2s.75%: 0,48 — 0,54cm), com diferenca estatisticamente significativa (p <

0,001), conforme gréfico 07.



Gréfico 07 — Distribuicdo
dos diametros dos
ganglios ressecados, por

grupo
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5 Discussao

O tratamento cirdrgico da hiperidrose primaria através da
simpatectomia toracica videotoracoscopica tém sido responsavel por
melhoria importante da qualidade de vida de um numero crescente de
pessoas em todo o mundo, a cada ano. Este procedimento ja responde por
parcela significativa da atividade de grande parte dos servicos de Cirurgia
Toracica; no entanto, pouco se sabe sobre o 6rgédo alvo desta operacdo: o
ganglio simpatico, sobretudo entre os portadores de hiperidrose primaria, o
subgrupo de individuos que seré operado™**#3:37:3940 "5 presente estudo é
0 primeiro a demonstrar expressao elevada de acetilcolina e da subunidade
a; do seu receptor em ganglios simpaticos de portadores de HP, além do
diametro aumentado destes ganglios, em relacdo a ndo portadores.

Uma dificuldade que se impde a estudos que tenham como objetivo a
andlise de possiveis altera¢cdes ganglionares nesses individuos € a escolha
de um grupo controle adequado, em um modelo de pesquisa exequivel do
ponto de vista ético. Nesse interim, fica impossibilitada a ressec¢do de um
orgao normal (no caso, o ganglio simpatico) de um individuo saudavel. A
alternativa natural seria a utilizacdo de 6rgaos ressecados de cadaveres; no
entanto, a degeneracao celular e humoral iniciada a partir do momento do
Obito tornaria impossivel uma avaliacdo confiavel, ainda mais se levarmos

em consideracao o dificil controle do tempo transcorrido entre o 6bito e a
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resseccdo do ganglio para analise. Dentro desse contexto, os doadores de
orgaos para transplante revelam-se como os melhores controles possiveis,
desde que haja o devido consentimento da familia para tal, uma vez que a
perfusdo tecidual € mantida até instantes antes da resseccéo do érgao.

Apesar de nao haver consenso na literatura, a maioria dos trabalhos de
melhor padrdo metodoldgico mostra que a ressecc¢do do terceiro ganglio da
cadeia simpatica toracica € a que traz maior eficacia na resolucdo da
hiperidrose priméaria palmar®>37:3%42,

Além disso, a relacdo entre a cadeia simpatica paravertebral e a
terceira veia intercostal posterior, proximo a sua desembocadura na veia
intercostal superior, € mais favoravel a esquerda, uma vez que ha divisao do
territdrio de drenagem venosa (terceira veia intercostal posterior esquerda
drenando para veia intercostal superior esquerda com trajeto ascendente e
quarta veia intercostal posterior esquerda drenando para veia hemiazigos
acessoria, com trajeto descendente), enquanto a direita ha confluéncia
venosa (terceira veia intercostal posterior direita drenando para veia
intercostal superior direita proximo a sua desembocadura na veia azigos e
quarta veia intercostal posterior direita drenando diretamente para veia
azigos, proximo ao seu arco para finalmente desembocar na veia cava
superior), o0 que torna a resseccdo do terceiro ganglio a esquerda
tecnicamente mais facil e com menor risco de complicacdo relacionada a
sangramento ao participante do estudo. Isto posto, aliado ao fato de a
hiperidrose primaria apresentar-se de forma bilateral e simétrica, motivou a

escolha do referido ganglio para fins de estudo®***,



40

A distribuicdo dos sitios de hiperidrose referidos pelos participantes do
presente estudo foi semelhante ao descrito na literatura, mostrando
associacdo da hiperidrose palmar com outros sitios, sobretudo plantar, na
maioria dos portadores, sendo rara a hiperidrose palmar isolada®**4%4°,

Nossos resultados demonstraram a viabilidade da utlizacdo de
anticorpos primarios contra epitopos especificos presentes nos ganglios da
cadeia simpatica toracica através de imuno-histoquimica, além da viabilidade
da utilizacdo de orgaos de doadores como controles em estudos deste tipo.
O simples fato de ter havido coloracdo adequada das laminas com a técnica
empregada e a padronizacao da diluicdo dos anticorpos (utilizados com esta
finalidade pela primeira vez), per se, jA correspondem a um avango
significativo, uma vez que abre um leque muito grande de possibilidades de
estudos futuros, tanto do sistema simpatico propriamente dito, quanto de
outras partes do sistema nervoso.

Uma preocupacéo foi a possibilidade de interferéncia do processo de
morte encefalica na ultra-estrutura anatbmica analisada. No presente estudo,
a expressdao da subunidade a3 do receptor nicotinico neuronal da
acetilcolina, a subunidade predominante nos ganglios simpaticos de
humanos, foi semelhante em ambos o0s grupos estudados, mostrando que a
escolha dos controles e a técnica empregada na captacdo dos 6rgaos para
estudo foi adequada e néo interferiu de forma significativa com os
resultados, garantindo a comparabilidade entre os grupos®3%343°,

Outro possivel viés seria uma potencial variabilidade excessiva da

amostra do grupo controle, dada a heterogeneidade dos seus participantes,
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que, mais uma vez, ndo foi observada; as medidas de dispersdo da amostra
mostraram-se inclusive menores no grupo controle, para todas as variaveis
estudadas. Tal achado € corroborado com a experiéncia clinica, que mostra
uma variacdo razoavel da intensidade dos sintomas nos portadores de
hiperidrose primaria®%**.

Apesar de néo ser facilmente perceptivel na pratica operatoria diaria, foi
encontrado diametro ganglionar significativamente maior em portadores de
hiperidrose. Esta divergéncia justifica-se pelo tamanho reduzido do ganglio
simpatico, em que pequenas variacdes (menos de dois milimetros de
diferenca de mediana entre 0s grupos, em nosso estudo) sédo significativas
em relacdo ao diametro do grupo controle, mas dificeis de serem percebidas
a olho nu.

A expressao aumentada de acetilcolina nos ganglios de portadores de
HP, encontrada na presente pesquisa, pode estar relacionada a presenca de
hiperativacdo da porcdo central do sistema nervoso simpatico (neurbnios
pré-ganglionares localizados na coluna lateral da medula espinhal),
liberando uma quantidade elevada do neurotransmissor nas fendas
sinapticas existentes no ganglio, ou pode estar relacionada a uma maior
producdo de acetilcolina pelos corpos celulares dos neurdnios pos-
ganglionares (corpusculos de Nissl) que, por fluxo anterégrado do pericario
ao axobnio, chegam as glandulas sudoriparas. No entanto, o fato de
havermos encontrado aumento tanto da area de expresséao forte (marcando,

sobretudo, os corpusculos de Nissl) quanto da area de expressao fraca
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(marcacdo difusa, analoga a distribuicdo das fendas sinapticas) parece
demonstrar uma combinacdo de ambos os eventos (vide Figura 10)%.

Individuos portadores de HP apresentam hiperatividade do sistema
simpatico, demonstrada através da atividade simpéatica cutanea, ao mesmo
tempo em que a variacdo do fluxo sanguineo cutaneo subseqiente a
variacdo de temperatura ambiente mostrou-se semelhante a de individuos
normais (com reducdo apdés simpatectomia) sugerindo que, apesar de
fazerem parte do sistema termorregulador, recebem inervacdo de grupos
distintos de fibras simpaticas®>'24334647,

As glandulas sudoriparas sdo inervadas de modo bastante sui generis:
por fibras colinérgicas do sistema nervoso simpatico, além de n&o possuirem
inervacao parassimpatica, apesar de estarem relacionadas com nucleos
hipotalamicos considerados parassimpaticos®’?*%42627: nossos resultados
mostraram que o receptor de acetilcolina envolvido na transmissao sinaptica
ao nivel ganglionar também nédo obedece a regra. A conformacao habitual
do receptor nicotinico neuronal da acetilcolina € formada por duas
subunidades a e trés B. A excecdo: um receptor formado apenas por
subunidades a7, sem nenhuma subunidade [ em sua composicao,
exatamente a subunidade cuja expressdo encontrou-se aumentada nos
portadores de HP?2°,

Desde a caracterizacdo anatdbmica do sistema nervoso autbnomo por
Langley, acreditava-se que o ganglio simpatico funcionava apenas como relé

de um impulso gerado no sistema nervoso central, no seu trajeto até o 6rgao

efetor; no entanto, a partir dos trabalhos de Eccles, percebeu-se que o
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ganglio autondmico possui papel ativo na modulacdo e distribuicdo deste
impulso, seja através da sinapse propriamente dita ou por potenciais
excitatérios ou inibitérios pés-sinapse'®?°. Nossos resultados ratificaram a
hipétese atualmente aceita, de que o0s ganglios simpaticos modulam os
estimulos nervosos provenientes do SNC, apresentando concentracdes
elevadas tanto de acetilcolina quanto de uma linhagem especifica de seus
receptores, desempenhando funcdo importante na fisiopatologia da HP. Ao
mesmo tempo, reafirmam-se as teorias dos “pequenos cerebros” de Winslow
e da “vida organica” de Bichat, ao passo em que foi demonstrada alteracéo
anatomo-funcional ganglionar  produzindo patologia  autondémica
localizada®**"%,

Como limitacdo do presente estudo, pode-se citar a idade mais elevada
entre os controles em relagcdo aos pacientes submetidos a simpatectomia
toracica e uma maior predominancia do sexo feminino neste grupo em
relacdo ao primeiro. Isto pode ser explicado pelo fato de, apesar da
hiperidrose primaria acometer igualmente ambos os sexos em todas as
idades, ha uma procura maior pelo tratamento cirargico por mulheres jovens,
justamente o grupo de pessoas cujo impacto negativo da hiperidrose é mais
acentuadol'9’10'21’39’40.

Ja o perfil dos doadores de 6rgédos, utilizados como controles neste
estudo, mostra igualdade na distribuicdo entre os sexos e maioria dos
individuos na faixa dos 41 aos 60 anos de idade, dados estes corroborados

na presente amostra*®. Contudo, devido & escassez de doadores de 6rgaos,

aliada ao fato de néo ser esperada variacao da hiperidrose devido a idade e
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ao género, considerou-se como o melhor grupo controle disponivel®*?;

adicionalmente, em nossa amostra, ndo houve correlacéo entre idade, sexo

e as variaveis estudadas, o que corrobora este fato.
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6 Conclusodes

A partir dos resultados obtidos com o presente estudo, foi possivel
concluir que:
» Existe um aumento da expresséao de acetilcolina e da subunidade a; do
seu receptor nos ganglios simpaticos de portadores de HP.
e A subunidade a3z do receptor nicotinico de acetilcolina tem expresséo
semelhante em portadores de HP e em né&o portadores.
* Ganglios da cadeia simpatica toracica sdao maiores em portadores de

hiperidrose primaria.
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Anexo A

QUESTIONARIQ PARA O ESTUDO ANATOMO-
FUNCIONAL DE GANGLIOS DA CADEIA SIMPATICA
TORACICA NA HIPERIDROSE PRIMARIA

1. Seu familiar suava excessivamente (mesmo sem estar em locais
guentes) principalmente nas maos, pés, axilas e face?

[] sim [ ] Nso

2. Seu familiar tinha alguma doenca neurolégica conhecida (paralisia
cerebral, convulsdes, mal de Parkinson, doenca de Alzheimer, por
exemplo)?

[] sim [ ] Nso

3. Seu familiar tinha alguma doenca endocrinolégica ou metabdlica
conhecida (diabetes, hipotireoidismo, hipertireodismo, fibrose cistica
por exemplo)?

[] sim [ ] Nso



49

Anexo B

Técnica de imuno-histoguimica

- Desparafinizacéo:

» Foram montados conjuntos de laminas silanizadas contendo os cortes
de tecido em suporte adequado;

* Os conjuntos foram colocadas em xilol a quente, em estufa a 60 —
65°C, durante 10 minutos;

» Passados rapidamente em 3 banhos de xilol frio.

- Hidratacé&o:

» As laminas foram colocadas, sequencialmente, em 2 banhos de alcool
absoluto, um banho de alcool 95°e um banho de alco ol 705

» Lavadas sucessivamente em agua corrente e com agua deionizada.

- Digestao ou recuperacao antigénica:

* A digestdo ou recuperacdo dos antigenos foi feita por alta
temperatura, colocando-se as laminas em solucéo de citrato 10mM, pH 6,0
na panela de presséo (Pascal) por um minuto a 125°C .

- Blogueio da peroxidase endégena:

* As laminas foram colocadas em &gua oxigenada de 10 volumes (3%)
e metanol volume a volume, durante 10 minutos; apés, foram lavadas em

agua corrente e feito um banho em agua destilada;
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» Colocadas em agua oxigenada de 10 volumes (3%) com azida sddica
a 1%, durante 10 minutos, lavadas em agua corrente e feito um banho em
agua destilada;

* Lavadas trés vezes com solucao tampao fosfato-salino (PBS), por 3min.

- Blogueio de 1Gq inespecificas:

* Em seguida, as laminas foram colocadas em banho de caseina 2,5%
por 5min, para bloqueio de reacdes inespecificas.

- Incubacdo com os anticorpos:

» Os anticorpos primarios, previamente titulados, foram diluidos em
BSA (albumina sérica bovina):

0 Acetilcolina: diluicdo 1:300

o Subunidade a3 do receptor de acetilcolina: diluicdo 1:100

o Subunidade a7 do receptor de acetilcolina: diluicdo 1:100

* As laminas foram secas ao redor dos cortes e colocadas em camara
umida;

* O anticorpo diluido foi pipetado sobre os cortes, utilizando-se uma
micropipeta;

* As laminas foram incubadas em camara umida overnight (18 horas),
em geladeira;

» Lavadas trés vezes com PBS, por 3 minutos.

* Incubadas em camara Umida com polimero Novolink Max Polymer,
(RE7280-K, Novocastra Leica Biosystem Newcastle Ltd, Newcastle, UK),
deixadas 30min a 37°C cada etapa (pOs-primario e polimero) e novamente

lavadas trés vezes com PBS, por 3 minutos;
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» Foram colocadas em solugédo de cromdgeno (70mg de DAB p/ 100mL
de tris-HCI ¢/ 30uL de 4gua oxigenada de 30 volumes);

* Apos a revelacdo (5min), foram lavadas em agua corrente por 10
minutos;

» Contra-coradas em hematoxilina de Harris, por um minuto e
novamente lavadas em agua corrente por 5 minutos.

- Montagem:

» As laminas foram colocadas em suporte;

 Desidratadas em banho de alcool 70°por um minuto;

» Colocadas em banho de alcool 95Yor um minuto;

* Colocadas em trés banhos de alcool absoluto, sendo um minuto cada
banho;

* Diafanizadas em trés banhos de xilol por um minuto cada banho;

* Montadas com laminula e resina sintética.
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Quantificacao da expressao dos anticorpos

Figura 14 - Método de
quantificacdo da expressao do
anticorpo contra acetilcolina.
A: microfotografia de um
campo de grande aumento
(400x) de ganglio simpatico. B:
aplicacdo da mascara de area
total (em vermelho). C:
aplicacdo da mascara de area
de marcagcdo forte (em
vermelho). D: aplicacdo da
mascara de area de marcacao
fraca (em vermelho).
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Anexo D

Controle de artefatos

; - A o RsE SRS
Figura 15 — Controle de artefatos na quantificacdo da
expressdo dos anticorpos. A: microfotografia de um
campo de grande aumento (400x) de ganglio simpatico
apresentando artefato de preparacdo da lamina no canto
superior esquerdo. B: aplicagcdo da mascara de area
total (em vermelho), excluindo as areas de artefato.
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Apéndice 1 — Oficio de aprovacao do projeto pela CA  PPesq

co. She S\ /ow/e5?

APROVACAO

A Comissdio de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de
Medicina da Universidade de S@o Paulo, gem sessdio de 19/11/2008, APROVOU o
Protocolo de Pesquisa n° 0585/08, intitulado: "ESTUDO ANATOMO-FUNCIONAL DE
GANGLIOS DA CADEIA SIMPATICA TORACICA NA HIPERIDROSE PRIMARIA "
apresentado  pela COMISSAO CIENTIFICA DO INCOR, inclusive o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar & CAPPesq, os
relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do Conselho Nacional de
Saude n° 196, de 10/10/1994, inciso IX.2, letra "c").

Pesquisador (a) Responsdvel: José Ribas Milanez de Campos
Pesquisador (a) Executante: Nabor Bezerra de Moura JUnior
CAPPesq, 19 de Novembro de 2008

Prof. Dr. Eduardo Massad
Presidente da Comissdo de
Etica para Andlise de Projefos
de Pesquisa
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| Comissao de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP Diretoria Clinica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo Rua Ovidio Pires de Campos,
225, 5° andar - CEP 05403 010 - S&o Paulo — SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011 3069 6492 e-mail:

|
| cappesq@hcnet.usp.br/ secretariacappesq2@hcnet.usp.br



Apéndice 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclare  cido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RE SPONSAVEL LEGAL
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2. RESPONSAVEL LEGAL .ooeeeeeee oottt ea et e e e et e e e e e e aneaeaeans
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUrador €1C.) .......couiaiiuiiiiieiiiiiieee e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ...oovovieiieeeeieeeeeeeeeseeseeeeenns sexo: MO F O
DATA NASCIMENTO: .....leccuid......

ENDERECO: ...ttt eeeeeeee ettt et ettt ettt n s NO e, APTO: oo,
BAIRRO: ..ottt ettt et n et CIDADE: ..ottt
CEP: oot TELEFONE: DDD (............ ) s

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA

ESTUDO ANATOMO-FUNCIONAL DE GANGLIOS DA CADEIA SIMPATICA TORACICA NA
HIPERIDROSE PRIMARIA

2. PESQUISADOR :
NABOR BEZERRA DE MOURA JUNIOR
CARGO/FUNCAO: POS-GRADUANDO INSCRICAO CRM-SP N° 114903
UNIDADE DO HCFMUSP: DISCIPLINA DE CIRURGIA TORACICA
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O objetivo deste estudo é compreender melhor as causas da hiperidrose (suor excessivo)
através da analise de ganglios da cadeia simpéatica toracica em portadores de hiperidrose palmar
e comparar estes resultados com os obtidos de individuos normais. Sera feita uma analise
minuciosa do ganglio da cadeia simpatica (6rgéo retirado durante a cirurgia para o tratamento da
hiperidrose) para conhecer melhor suas alteragdes. Nao havera nenhuma alteragdo na cirurgia
proposta e explicada para vocé, apenas o material retirado sera utilizado para esta analise. Ndo
havera beneficio ou risco adicional direto, mas os resultados desta pesquisa poderéo, no futuro,
ajudar a melhorar o tratamento oferecido a pessoas que sofrem com a mesma doenca.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais dividas. O principal investigador € o Dr. Nabor
Bezerra de Moura Junior que pode ser encontrado no endereco: Ambulatério de Cirurgia
Toracica — R. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 155, Prédi o dos Ambulatorios, 6° andar, bloco
7B. Telefone(s) 3069-7998/3069-7999. Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a
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Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442
ramal 26 — E-mail: cappesq@hcnet.usp.br

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicdo;
Direito de confidencialidade — As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros
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atualizado sobre os resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores.
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fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacdo financeira
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SIMPATICA TORACICA NA HIPERIDROSE PRIMARIA
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nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacdo € isenta de
despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo
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