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Resumo




Oliveira IM. Analise anatomopatologica do sistema nervoso autdbnomo cardiaco
intrinseco na fibrilacdo atrial permanente [tese]. Sdo Paulo: Universidade de Sao

Paulo, Faculdade de Medicina; 2010.126p.

Eventuais alteragdes no substrato miocéardico, no sistema nervoso auténomo (SNA)
cardiaco intrinseco, envolvendo os plexos ganglionares (PG) presentes nos fat-pads
(FP) ou a expressdo dos receptores muscarinicos, poderiam ser responsaveis pela
génese e manutencgdao da fibrilagédo atrial (FA). Com o objetivo de analisar a relagcéo
entre fibrilacdo atrial permanente (FAP) e possiveis alteracdes anatbmicas e
micromorfologicas do coragdo, do SNA cardiaco intrinseco e da expressdo dos
receptores muscarinicos miocéardicos, foram estudados 13 corac¢des de autépsias de
portadores de FAP e cardiopatia crénica definida (grupo 1) e 13 casos pareados pela
mesma doenca cardiaca, porém sem esta arritmia (grupo Il). Foram analisados a
anatomia da drenagem venosa do atrio esquerdo (AE), peso do coracdo, espessura
do septo ventricular e didmetro dos FP epicardicos. Foram ressecadas duas
amostras no atrio direito (AD1 e AD2), trés no atrio esquerdo - no trajeto médio da
VoAe (AEl), na juncdo da veia pulmonar superior esquerda (AE2) e na auricula
(AE3), trés em FPs, atrial esquerdo superior (FP1), atrial direito posterior (FP 2) e no
atrial esquerdo postero-medial (FP 3) e uma amostra do septo ventricular (SIV),
como controle. As alteracdes estruturais das fibras miocardicas, as espessuras do
epicardio, endocardio e miocardio e o percentual de colageno intersticial no
miocardio foram analisados através de histomorfometria computadorizada sob
coloracdo de tricromio de Masson. O SNA cardiaco intrinseco foi analisado atravées
imuno-histoquimica para S-100 e tirosina-hidroxilase quanto a: quantidade e area

das fibras nervosas, quantidade e area média de fibras simpaticas, quantidade e



area média de fibras parassimpaticas e  proporcdo de fibras
simpaticas/parassimpaticas. A expressao miocardica dos receptores muscarinicos 1
a 5 (M1 a M5) foi avaliada pela proporcdo positiva no miocardio nos cortes AD1,
AEl, AE2 e FP1l. Nao houve diferencas entre 0s grupos quanto as variaveis
anatbmicas e ao percentual de colageno intersticial. A analise do SNA revelou fibras
nervosas com menor area no grupo I, reducdo do numero de fibras nervosas totais e
parassimpaticas nos cortes AD1 e SIV, aumento de fibras totais e parassimpaticas
AE2 e FP2 e aumento do numero de fibras simpaticas nos cortes AD2, AE1, AE2 e
AE3. Quanto a expressdo dos receptores muscarinicos, houve aumento significante
na porcentagem positiva para M1 em todas as regides, exceto na AE1 (média de
todos os cortes, grupo | 5,84 e grupo 1l 2,92, p=0,002); o M2 e M3 apenas junto ao
FP1 (M2 grupo | 5,67 e grupo Il 3,63, p=0,037; M3 grupo | 30,95 e grupo Il 20,13,
p=0,026) e o M4 foi aumentado no grupo | na regido AE1 (grupo | 9,90 e grupo I
4,45, p=0,023); nao houve alteracao estatisticamente significante no M5. A anatomia
e a disposicdo das fibras musculares atriais, bem como a fibrose intersticial n&o
parecem estar relacionadas a FAP nos grupos estudados. Altera¢cdes no niumero de
fibras nervosas bem como e alteragBes na expressdo dos receptores muscarinicos
atriais, especialmente o M1, particularmente em regides proximas aos PG, parecem
estar relacionadas a FAP, indicando a importancia da modulagdo autonémica nesta
arritmia.

Descritores: Fibrilagéo atrial; sistema nervoso autbnomo, receptores muscarinicos.



Abstract




Oliveira IM. Pathologic analysis of the intrinsic cardiac autonomic nervous system in
permanent atrial fibrillation [thesis]. Faculty of Medicine, University of Sao Paulo, SP

(Brazil); 2010.126 p.

Possible changes in myocardial substrate, in the intrinsic cardiac autonomic nervous
system (ANS), involving the ganglionated plexus (GP) present in fat-pads (FP) or the
expression of muscarinic receptors could be responsible for the genesis and
maintenance of atrial fibrillation (AF). Aiming to analyze the relationship between
permanent atrial fibrillation (PAF) and possible anatomical and micromorphological
heart changes, intrinsic cardiac ANS and expression of myocardial muscarinic
receptors, 13 hearts from autopsies of patients with PAF and chronic heart disease
(group 1) were studied; and 13 cases matched by the same heart disease, but without
this arrhythmia (group II). It was analyzed the anatomy of the venous drainage of the
left atrium (LA), heart weight, ventricular septal thickness and diameter of epicardial
FP. Two samples were taken in the right atrium (RA1 and RA2), three in the left
atrium - in the middle portion of the left atrium oblique vein (LaOv LA1l), at the
junction of left superior pulmonary vein (LA2) and in the auricle (LA3), three FPs, left
atrial superior (FP 1), right atrial posterior (FP 2) and the left atrial posteromedial (FP
3) and one sample of the ventricular septum (VS), as control. The structural changes
of the myocardial fibers, thickness of the epicardium, endocardium and myocardium,
and the percentage of interstitial collagen in the myocardium were analyzed by
computerized histomorphometry on Masson trichrome staining. The intrinsic cardiac
ANS was analyzed through immunohistochemistry for S-100 and tyrosine

hydroxylase regarding the: amount and area of nerve fibers, amount and average



area of sympathetic fibers, number and average area of parasympathetic fibers and
sympathetic/parasympathetic fiber proportion. The myocardial expression of
muscarinic receptors 1-5 (M1 to M5) was evaluated by positive ratio in the
myocardium in sections RA1, LA1, LA2 and FP1. There were no differences between
groups regarding the anatomical variant and the percentage of interstitial collagen.
Analysis of the ANS revealed nerve fibers with the smallest area in group I, reduction
in the number of total and parasympathetic nerve fibers of sections RA1 and VS,
increase of total and parasympathetic fibers LA2 and FP2 and increased numbers of
sympathetic fibers in sections RA2, LA1, LA2 and LA3. Regarding the expression of
muscarinic receptors, there was a significantly increase in the positive percentage for
M1 in all regions except for LA1 (average of all the sections, group | 5.84 and group Il
2.92, p = 0.002), M2 and M3 just adjacent to the FP1 (M2 Group | 5.67 and Group Il
3.63, p = 0.037; M3 Group | 30.95 and Group Il 20.13, p = 0.026) and the M4 was
increased in group | in the region LAL (group | 9.90 and group Il 4.45, p = 0.023) and
there was no statistically significant change in the M5. The anatomy and arrangement
of atrial muscle fibers, as well as the interstitial fibrosis did not appear to be related to
PAF in both studied groups. Changes in the number of nerve fibers as well as
changes in expression of atrial muscarinic receptors, specially the M1, particularly in
regions close to the GP appear to be related to PAF, indicating the importance of

autonomic modulation in this arrhythmia.

Descriptors: Atrial fibrillation, autonomic nervous system, muscarinic receptors.



1. Introducao




1.1 FIBRILACAO ATRIAL

1.1.1 Definicdo e Epidemiologia da Fibrilacdo Atria |

A fibrilacédo atrial (FA) é uma taquiarritmia supraventricular caracterizada
por ativacdo elétrica atrial cadtica com consequente deterioracdo da atividade
mecanica, ndo gerando sistole atrial. Essa desorganizacdo elétrica inibe a atividade

do né sinusal enquanto a FA persistir. 12

E a arritmia supraventricular mais comum, ocorrendo em
aproximadamente 1% na populacéo geral®*, atingindo até 5% em pacientes acima
de 65 anos® e 9% entre os octagenarios>®. Em dados norte-americanos,
aproximadamente 2,3 milhdes de pessoas sao portadoras de FA no pais, e €

estimado o aumento para 10 milhdes em 2054°.

Podem-se observar diferentes incidéncias entre os sexos. De acordo com
o estudo de Framingham, a FA é 1,5 vezes mais frequente em homens, entretanto,
em individuos acima de 70 anos, as prevaléncias tendem a se igualarem’. Neste
mesmo estudo, a sobrevida das mulheres (Odds ratio-OR 1,9) com FA é 40% menor
que a dos homens (OR 1,5)". Outro estudo ainda demonstrou uma maior prevaléncia

em mulheres idosas, com 60% dos casos em pacientes acima de 75 anos®.

Embora o aumento do percentual de idosos na populacéo geral explique

parcialmente o aumento da prevaléncia da FA, o estudo de Framingham demonstrou



aumento significante de 3,2% para 9,1% na prevaléncia ajustada para idade desta
arritmia em homens e de 2,8 para 4,7% em mulheres entre 65 e 74 anos, entretanto
neste Gltimo grupo sem significancia estatistica®. O incremento da OR é de 2,1 para
homens e 2,2 para mulheres a cada década de vida em analise multivariada®. Outro
estudo longitudinal norte-americano realizado em Minnesota revelou aumento da

prevaléncia ajustada para idade com o tempo de observacdo em ambos os sexos.**

A importancia da epidemiologia da FA é observada em sua morbidade e
mortalidade: eventos tromboembadlicos, insuficiéncia cardiaca, disturbios da cognicao
e aumento do indice de internacdes®. Em 1990, a FA foi a terceira causa dentre as
arritmias cardiacas responsaveis por internamento nos Estados Unidos da América,

somente menor que a taquicardia ventricular e a fibrilacdo ventricular'®.

Também na coorte de Framingham, foi demonstrado um aumento no risco
de desenvolver FA em pacientes com diabetes (OR 1,4 para homens e 1,6 para
mulheres), hipertensdo arterial (OR 1,5 para homens e 1,4 para mulheres),
insuficiéncia cardiaca congestiva (OR 4,5 para homens e 5,9 para mulheres) e
doenca valvar (OR 1,8 para homens e 3,4 para mulheres). Infarto do miocéardio &

associado com aumento da FA em homens (OR 1,4).*°

Em estudo de base populacional, 1.524 participantes (921 mulheres e 603
homens) com idade acima de 65 anos moradores de S&o Paulo, Brasil, foram
submetidos a exame eletrocardiografico em repouso, evidenciando uma prevaléncia
de FA de 2,0% em mulheres e 3,2% em homens (p=0,20)**. Entretanto, faltam
estudos brasileiros mais abrangentes para melhor avaliar a prevaléncia e o impacto

da FA na morbi-mortalidade populacional.



1.1.2 Classificacdo Atual da Fibrilacao Atrial

A atual classificacdo proposta pelas Diretrizes Brasileiras de Fibrilacdo
Atrial®, editadas pela Sociedade Brasileira de Cardiologia, baseia-se no aspecto

temporal e pode ser: inicial, paroxistica, persistente e permanente.

A inicial ou novo diagnostico refere-se a primeira vez em que é feito o

diagndstico ou ao diagndstico de novos episodios desta arritmia.

A paroxistica € aquela que termina espontaneamente, sem acdo de
farmacos ou necessidade de cardioversao elétrica. Geralmente sdo episodios que
duram menos de sete dias e frequentemente menos que 24 horas, podendo ou néo

apresentar recorréncias.

A FA persistente é aquela que se instala e ndo se interrompe
espontaneamente, a menos que seja realizada cardioversao elétrica ou com
farmacos. Incluida nesta categoria, a FA com duracdo superior a um ano pode ser

chamada de FA persistente de longa duragao

A FA permanente (FAP) é aquela onde as tentativas de reversao ao ritmo
sinusal falharam ou quando se faz a opgéo por nao tentar a reversao da arritmia, por

guaisquer meios.



1.1.3 Patogenia da Fibrilacao Atrial

A fisiopatologia da FA baseia-se em reentradas intra-atriais multiplas e
continuas, tendo seu principal determinante o comprimento de onda elétrica. Este é

determinado pelo produto do periodo refratario e da velocidade de conducéo?.

A génese e manutencao da FA ainda é fonte de diversos estudos atuais

da literatura, mas varios fatores sdo implicados e diversas areas sao apontadas
- . . . 14-16 ~

como focos ectopicos de sua origem (disparadores ou triggers) . Alteracdes no

substrato miocardico susceptivel seriam os responsaveis pela manutencéo do ritmo

caotico**®.

A fibrose - responsavel pela heterogeneidade da conducdo - e a
apoptose - que leva a substituicio de miocardiocitos por fibroblastos - sdo as

principais alteracdes histopatolégicas encontradas™”.

Estudos com modelos animais também observaram que a conducéo
lenta, reducé@o do periodo refratario e maior tamanho atrial sdo todos associados a
um aumento da perpetuacdo da FA'’. Outros estudos também descreveram que em
seres humanos a dilatacao biatrial (considerando o volume), a hipertenséo arterial
sistémica, a doenca valvar, a reducdo da conducdo do atrio direito e a reducéo do
periodo refratario global com aumento da heterogeneidade estdo diretamente

relacionadas com o substrato arritmogénico da FA™*".

Tan et al'® demonstraram que a presenca de descontinuidades da
musculatura cardiaca na juncado entre as veias pulmonares e o atrio esquerdo pode

promover atividade reentrante. Haissaguerre et al*®?' demonstraram que as veias



pulmonares sdo a principal origem dos focos ectdpicos deflagradores da fibrilacado
atrial em humanos. A ablacdo das bandas musculares no interior das veias
pulmonares com radiofrequéncia ou seu isolamento empirico controla 70% dos
pacientes com FA paroxistica?®. Entretanto, 20% a 30% dos pacientes continuam
com recorréncia de FA, possivelmente com origem fora das veias pulmonares®. A
parede posterior do atrio esquerdo, a veia cava superior, a crista terminalis e 0

ligamento de Marshall podem também estar envolvidos neste processo.'®#%

Estudos anatdmicos em coracdes humanos tentaram demonstrar
alteracdes micromorfologicas e ultraestruturais na FA, entretanto apresentam
pequeno nimero de casos, bem como a auséncia de grupo controle sem FA%,
Assim, permanece incerto se as alteracdes encontradas, possivelmente decorrentes

das doencas de base, guardam algum tipo de relacdo com a FA?'.

Finalmente, o fator primordial para que a FA se origine e se perpetue é a
perda da homogeneidade elétrica e anatdbmica atrial. Com isso, alteracfes
morfoldgicas tais como cardiopatias crbnicas e aumento atrial, e ainda altera¢cfes
eletrofisiolégicas como presenca de triggers e atividades reentrantes promovem a
FA. Estes podem estar associados ou modulados por outros fatores a serem

descritos a seguir, como 0 sistema nervoso autbnomo e 0s receptores muscarinicos.



1.1.4 Fibrilacédo Atrial e Fibrose Miocardica

A fibrose intersticial resulta do depdésito de colageno, decorrente de um
processo de reparacdo, que substitui o miocardio degenerado®®. Provoca
remodelamento estrutural, que, juntamente com outras alteracdes ultraestruturais e
da matriz extracelular, estdo potencialmente envolvidos na patogénese da FA?'. As
alteracdes incluem a midlise, hipertrofia celular, acumumulo de glicogénio,
mudancas na cromatina e desdiferenciacdo celular. As modificacbes na matriz
extracelular, além da fibrose e aumento de depdsito do colageno tipo I, envolvem

aumento do TGF-B1, fibrilina e receptor da angiotensina Il (subtipo 1)*".

A fibrose intersticial provoca atraso na conducdo atrial e
consequentemente pode fazer com que um impulso elétrico se propague atraves de
vias alternativas que ja tenham recuperado sua excitabilidade, provocando

reativacéo. Isto pode aumentar o nimero de circuitos de reentrada®.

Dentre os primeiros artigos que descreveram associacdo entre fibrilagdo
atrial, degeneracéo celular e fibrose, estd um trabalho observacional de amostras
atriais cirdrgicas de 14 pacientes portadores de doenca valvular mitral®. Neste
mesmo estudo, os autores descrevem que a propria fibrilagdo atrial e sua contracédo
descoordenada poderia piorar a degeneragdo do musculo atrial; conceito que ainda

permeia como duvidas entre causa e efeito em estudiosos no assunto.

A FA é multicausal, e o remodelamento estrutural permanece com

importante contribuicdo na sua perpetuacdo. Com isso, a fibrose atrial



aparentemente segue o0 desenvolvimento da arritmia e ainda permanece sem
esclarecimento o fato de alteracbes estruturais preexistentes serem responsaveis
pela iniciacdo da FA. Desta forma, é possivel que doencas cardiacas subjacentes
delineiem alteracbes teciduais que favorecam esta arritmia sob efeito do

remodelamento elétrico, focos disparadores (triggers) ou alteragdes autonémicas?’.



1.2 SISTEMA NERVOSO AUTONOMO CARDIACO INTRINSECO

1.2.1 Anatomia Fisiologica do Sistema Nervoso Autdn ~ omo

As fibras nervosas sdo formadas pelos prolongamentos dos neurdnios
(dendritos ou axdnios) e seus envoltérios. E envolvida por uma camada conjuntiva
denominada endoneuro. As fibras nervosas organizam-se em feixes e cada feixe é
envolvido por uma bainha conjuntiva denominada perineuro. Varios feixes
agrupados paralelamente formam um nervo. O nervo também é envolvido por uma
bainha de tecido conjuntivo chamada epineuro. Tanto a bainha de mielina, quanto as
células de Schwann (envolvem os axdnios dos neurdnios e produzem mielina) séo
coradas para proteina S-100 pela técnica de imuno-histoquimica, porém os axénios

n&o tém esta propriedade.>!

7

O sistema nervoso autbnomo (SNA) é dividido didaticamente em

simpatico e parassimpatico.

As fibras nervosas do SNA fazem sinapse num ganglio (aglomerado de
corpos neuronais fora do sistema nervoso central) antes de atingirem o 6rgao-alvo,
sendo assim chamadas de fibras pré-ganglionares e fibras pds-ganglionares. As
fibras pré-ganglionares do SNA liberam o neurotransmissor acetilcolina no ganglio
autonémico e sdo chamadas de fibras colinérgicas. As fibras pds-ganglionares

parassimpaticas sdo também colinérgicas, entretanto as fibras pds-ganglionares



simpaticas podem ser tanto colinérgicas como adrenérgicas (liberam o

neurotransmissor adrenalina), sendo estas Ultimas a grande maioria.*?

O SNA simpéatico apresenta os corpos neuronais das chamadas fibras
simpaticas na medula espinhal e sua porcdo téraco-lombar. Estas fibras fazem
sinapses com ganglios simpaticos paravertebrais ou ainda com os dois ganglios pré-
vertebrais (celiaco e hipogastrico) e entdo seguem para inervar o O0rgao-alvo. No

coracao, as fibras simpaticas sdo originarias dos segmentos vertebrais de T3 a T6.%

O SNA parassimpatico possui fibras pré-ganglionares longas que
emergem do encéfalo ou dos segmentos sacrais. As fibras pré-ganglionares do SNA
parassimpatico seguem até o 6rgdo-alvo, encontrando ganglios bastante préximos
ao Orgdo, e ali fazem sinapse com a fibra pos-ganglionar. As fibras pos-
ganglionares inervam a propria estrutura do Orgdo. No coracdo, as fibras

parassimpaticas sdo provenientes do par X (vago). *?

1.2.2 Sistema Nervoso Autbnomo Cardiaco Intrinseco

7

O sistema nervoso autdbnomo (SNA) cardiaco intrinseco é uma rede
neural composta de neurdnios, fibras nervosas, nervos e plexos ganglionares (PG),
simpéticos e parassimpaticos, encontrados no coracdo e nas grandes veias
adjacentes®. E distribuido na gordura epicardica atrial e ventricular, primariamente
localizado na superficie atrial posterior e adjacente a origem da aorta e artéria
pulmonar®,
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Os PG sédo pontos de convergéncia tipicamente encontrados em
concentracbes de gordura epicardica conhecidos como fat-pads (FP). Os FP
descritos no coracdo humano estéo localizados na juncao da veia pulmonar superior
esquerda-atrio (PG atrial esquerdo superior), na juncdo da veia pulmonar superior
direita-né sinoatrial (PG atrial direito posterior) e na juncdo da veia cava inferior-
atrios (atrial esquerdo postero-medial)?®**. Outros PG também sdo descritos: atrial
direito superior, atrial direito posterior, atrial esquerdo péstero-lateral, aortico direito,
aortico esquerdo, adrtico posterior, aortico anterior, descendente anterior,

descendente posterior, marginal direito agudo e marginal obtuso*® (Figuras 1 e 2).

Armour et al®® estudaram a anatomia do sistema nervoso cardiaco
intrinseco parassimpatico (colinérgico), estimando a presenca de mais de 14.000
neurénios distribuidos em aproximadamente 554 ganglios. A funcédo de todos esses
neurdnios ainda € incerta, mas algumas evidéncias indicam que parte deles séo vias
aferentes as quais podem estar envolvidos na regulacdo cardiaca. A origem da
inervacdo cardiaca simpatica (adrenérgica) ainda ndo esta definitivamente descrita,
mas estudos apontam que pode estar entre T1 e T4, com 5.000 neurdnios por cada

segmento>.
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OF Atrial Esquerdo
Postero-lateral

PG Obtuso Marginal ' | PG Atrial Posterior Direito

)7 PG Atral Esquerdo
Postero-medial

7~ vel

Figura 1 — Desenho do aspecto posterior de um coragdo humano e o0s plexos

ganglionares (amarelo). VCI: veia cava inferior, VCS: veia cava superior, VE:

ventriculo esquerdo, VD: ventriculo direito. Adaptado de Armour et al*.

GP Adrtico

[

GP Obtuso Marginal =GP Marginal Agudo Direfto

GP Atrial Esguerdo
Superior
P Adtrial Direito Posterior

GP Atrail Esquerdo Postero-
lateral

GP Atrial Esquerdo Postero-medial

GP Pistero-inferior

Figura 2.- Desenho do aspecto superior do coragcdo humano e o0s plexos
ganglionares (amarelo). VCI: veia cava inferior, VCS: veia cava superior, VE:

ventriculo esquerdo, VD: ventriculo direito. Adaptado de Armour et al*,
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1.2.3 Sistema Nervoso Autbnomo e Fibrilacdo Atrial

O SNA é de importante papel fisiopatolégico no desenvolvimento da FAZ.
Recentemente, verificou-se que a estimulacdo do SNA cardiaco intrinseco por
eletricidade ou por injecdo de parassimpatomiméticos nos PG pode ter importante
papel na dinamica de iniciacdo e manutencdo da FA®*. Diversos estudos tém
demonstrado que uma alteracdo do balanco entre a funcdo simpatica e
parassimpatica do SNA estd envolvida na iniciacdo da FA e ndo somente uma
ativacdo de uma ou outra via®>*’. Sharifov et al demonstraram que a administracdo
de acetilcolina e catecolaminas na artéria do no sinoatrial causa FA espontanea

originada da prépria area sinoatrial®®.

Dados recentes demonstraram que a eliminacdo de nervos autondmicos
em ablacOes por cateter em veias pulmonares pode aumentar o indice de sucesso
do procedimento, sugerindo um importante papel da inervacdo autonémica na
fisiopatologia da fibrilacéo atrial paroxistica'®?*3%"38 Estes dados sugerem que as
areas circunvizinhas das veias pulmonares sdo importantes vias de inervacao pos-
ganglionares para o atrio esquerdo e que podem estar ligados as ativacdes

simpaticas e vagais da FA*>%,

Diversos estudos sugerem uma modulacdo autondmica na FA. A
descarga colinérgica é importante fator nas arritmias supraventriculares contribuindo
para iniciacdo e perpetuacdo da FA. Em outros estudos, a ativacdo do nervo vago
determina a reducdo do periodo refratario e o aumento da dispersdo da

%37 pPo et al*® demonstraram que o remodelamento autonémico
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causado pela hiperatividade do SNA cardiaco intrinseco pode explicar

despolarizacdes prematuras espontaneas e o inicio e manutencéo da FA.

Hopkins et al**

descreveram degeneracdes dos PG em amostras de FP
retiradas de pacientes submetidos a revascularizacdo do miocardio. Entretanto, as
alteracdes patolégicas do sistema nervoso cardiaco intrinseco e na isquemia

miocardica ainda necessitam de mais estudos.

1.2.4 Sistema Nervoso Auténomo e Veia Obliqua do At  rio Esquerdo

O ligamento de Marshall, descrito como uma dobra vestigial de pericardio,
envolve a veia obliqua do atrio esquerdo (VoAe), também chamada de veia de
Marshall. Doshi et al®® mostraram que o ligamento de Marshall, em coracées
caninos, € rico em inervacdo simpatica sensivel a catecolaminas e que esta
estrutura pode estar relacionada com a taquiarritmia atrial adrenérgica®. Estes
achados sugerem que esta estrutura pode ser foco de batimentos ectopicos
deflagradores de FA**?>. Em estudo recente, Ulphani et al*’ descreveram que este
ligamento é rico em fibras nervosas colinérgicas em céaes, o que pode ser implicado
na génese e perpetuacdo da FA. Makino et al*® descreveram aumento de fibras
nervosas simpaticas e ganglios parassimpaticos nessa regido em um estudo

morfolégico de 28 cora¢des humanos.
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1.3 RECEPTORES MUSCARINICOS

1.3.1 Fisiologia dos Receptores Muscarinicos

A estimulacdo dos neurbnios parassimpaticos pos-ganglionares libera
acetilcolina (colinérgicos) que age nos receptores muscarinicos da membrana celular
nos orgaos-alvo (no caso do coragdo, nos midcitos). Cinco subtipos foram descritos
por Bonner et al em 1989**. Classificados como receptores muscarinicos subtipos 1,
2, 3, 4 e 5; os receptores M2 e M4 agem através da inibicdo da adenil-ciclase,
sendo o primeiro predominantemente encontrado no miocardio***°. Os receptores

M1, M3 e M5 agem através da estimulacdo da fosfolipase C**°.

Inicialmente foi descrito que o mecanismo de acdo dos receptores
muscarinicos se dava através do fechamento dos canais de calcio e aumento da
hiperpolarizacdo da membrana, refletindo em cronotropismo e inotropismo
negativos. Entretanto, estudos sugerem que os efeitos contrarios do M1, tais como
hipertensdo, taquicardia, se déem através da liberacdo de catecolaminas nas
terminacbes nervosas simpaticas, tendo efeito estimulatério catecolamina-
dependente**. Também foi demonstrado que os receptores M1, M2 e M4 sdo

expressos nos ganglios simpaticos**.

Os receptores M1 sdo encontrados especialmente no cérebro (cortex e
hipocampo), glandulas exdcrinas, epitélio do epididimo e ganglios simpaticos e
possuem dentre seus efeitos funcionais a bronconstricdo e secrecado de glandulas
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salivares. Os M2 séo principalmente descritos no coragcdo, rombencéfalo, musculo
liso e canais de potassio. Fisiologicamente, os receptores M2 determinam
inotropismo e cronotropismo negativos, bem como inibem os canais de calcio e
reduzem a liberacdo pré-sinaptica de neurotransmissores. Os receptores M3 sao
comumente encontrados no musculo liso, glandulas e cérebro e determinam a
secrecdo glandular e reduzem a liberagcéo pré-sinaptica de neurotransmissores. Os
receptores M4 sdo descritos em maior concentragcdo no prosenceéfalo e no nucleo
estriado e inibem os canais de célcio. Os receptores M5 sdo descritos nas células

endoteliais e substancia nigra e ndo ainda possuem resposta funcional descrita.*

A expressao dos diversos subtipos dos receptores muscarinicos (M1 a

I*” em um estudo descritivo de

M5) no coracdo humano foi descrita por Wang et a
amostras atriais direitas de quatro pacientes submetidos a cirurgia de
revascularizacdo miocardica, demonstrando a presenca de todos 0s subtipos no

coragao humano, incluindo receptores M5.

1.3.2 Receptores Muscarinicos e Fibrilacdo Atrial

I*® descreveram o aumento da

Em modelo experimental, Soares et a
concentragcdo dos receptores muscarinicos apds a denervacado sinoadrtica, levando
a hiperresponsividade a estimulacdo por acetilcolina. Shi et al*®* demonstraram que

em atrios com FA em coragfes caninos portadores de insuficiéncia cardiaca, as

densidades dos receptores M2 e M4 estdo reduzidas e dos receptores M3 estao

16



aumentados quando comparados aos atrios sem FA. Estas alteracdes foram
encontradas juntamente com as concentracdes dos canais de potassio referentes a

cada receptor.

Embora suas acdes possam estar diretamente relacionadas com a
fisiopatologia da FA, a literatura carece de trabalhos em coracbes humanos

relacionados a esta arritmia.
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1.4 OBJETIVOS

Descrever e analisar em seres humanos a relacdo entre FAP e possiveis
alteracbes anatbmicas e micromorfolégicas do coracdo, do sistema nervoso
autbnomo cardiaco intrinseco e da expressao dos diversos subtipos de receptores

muscarinicos miocardicos.

1.4.1 Objetivos Especificos:

1. Descrever as possiveis alteracdes da anatomia macroscopica do seio
coronariano e da veia obliqua do atrio esquerdo (drenagem venosa do atrio

esquerdo) relacionadas a FAP.

2. Quantificar e comparar o percentual de fibrose intersticial em coracdes com

e sem FAP.

3. Quantificar e caracterizar a inervacdo simpatica e parassimpatica no
coracao humano alterado, com e sem FAP, bem como identificar possiveis

alteracdes do SNA cardiaco intrinseco.

18



4. Quantificar e caracterizar a presenca de possiveis alteracdes na expressao
dos diversos receptores muscarinicos no miocardio atrial humano e sua

relacdo com a FAP.

19



2. Material e Métodos
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2.1 DEFINICAO E DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo retrospectivo, observacional, analitico e
transversal, realizado em cora¢c6es humanos, com o intuito de descrever e analisar a
relacdo da FAP e possiveis alteracdes anatbmicas e micromorfolégicas do coracao,

do sistema nervoso autbnomo cardiaco intrinseco e dos receptores muscarinicos do

miocardio atrial.
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2.2 CASUISTICA

Foram estudados ao total vinte e seis coracfes de cadaveres humanos,
procedentes de necropsias realizadas no Laboratorio de Anatomia Patolégica do
Instituto do Coracdo do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo (InCor/[FMUSP).

A selecdo dos casos foi realizada retrospectivamente, em ordem inversa
no tempo, que obedeceram aos critérios de inclusédo e ndo apresentaram um dos
critérios de exclusdo (abaixo). Este processo visa obter casos mais recentes, com
melhor estado de preservacao das pecas. Estas estavam armazenadas em solucao

de formol a 10% e identificadas pelo nimero da autopsia.

Com o objetivo de reduzir os vicios de selecdo e aumentar o poder do
estudo de detectar alteracdes exclusivamente envolvidas na FA, os corac¢des foram
divididos em dois grupos. No Grupo | foram selecionados corac¢des de individuos
portadores de FAP documentada e cardiopatia crénica e o Grupo Il de individuos
gue nao portavam qualquer taquiarritmia supraventricular, pareados com o grupo |
em etiologia da cardiopatia. Foram utilizados mais de um tipo de cardiopatia com o
objetivo de aumentar o niumero de coracfes envolvidos no estudo, bem como avaliar
a presenca das possiveis alteracdes a serem encontradas, considerando as diversas
cardiopatias estruturais selecionadas. Para tal, foram revistos 0s prontuarios
eletrénico (Sistema SI3), digitalizado e escrito dos pacientes, bem como a descricédo
do laudo de necropsia e definida a FA permanente como descricdo com duracéo

acima de dois anos antes do 0bito do paciente.
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Foram definidas como cardiopatias estruturais as cardiopatias cronicas

conforme classificacdo da Il Diretriz Brasileira de Cardiopatia Grave:*® cardiopatias

isquémica, congénita e hipertensiva, miocardiopatias dilatadas primaria (idiopatica)

ou secundaria (valvar, alcodlica, etc.), restritiva, chagasica e hipertréfica e cor

pulmonale crénico.

2.2.1 Ciitérios de Inclusao:

Grupo I:

Grupo Il

CoragOes de cadaveres humanos, acima de 18 anos, portadores
de FA permanente descrita e documentada em prontuario, sendo
realizada revisdo retrospectiva com base no prontuario eletrénico

Ou escrito.

Coragbes com menos de cinco anos de preservacao em formol a

10%.

Coracoes de cadaveres humanos, acima de 18 anos, sem historia
de fibrilacdo atrial permanente ou qualquer taquiarritmia
supraventricular descrita, obtidos em necropsias realizadas no

Laboratério de Anatomia Patoldgica do Incor/HCFMUSP. A histéria
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prévia foi pesquisada com base no prontuario eletrénico ou escrito

e descricdo do laudo de necropsia.

e Cardiopatias pareadas com o Grupo I.

* Pecas com menos de 5 anos de preservagéo em formol a 10%.

2.2.2 Critérios de Exclusao:

» Pacientes submetidos a procedimentos que promovam alteracoes

estruturais no coracao que prejudiguem sua avaliacao.

» Cardiopatias congénitas.

» Coragles com cortes que prejudiqguem a analise adequada da peca.

2.2.3 Sumario da Sele¢édo dos Casos

Durante o periodo compreendido entre os anos de 2002 e 2008, foram
realizadas 1244 autdpsias no Laboratério de Anatomia Patolégica do Instituto do
Coracdo da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo. Destas, 112
casos tinham fibrilacdo atrial permanente documentada (9%), sendo excluidos 90

por preencherem os critérios de exclusdo ou ndo preencherem os critérios de
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inclusdo descritos anteriormente. Vinte e dois casos foram estudados, sendo dois

excluidos por inconsisténcia dos dados entre prontuario e relatério de autopsia

guanto ao tempo de FA e dois outros casos por problemas técnicos dos cortes

realizados. Outros cinco casos foram excluidos pelo pareamento das doencas entre

portadores e ndo portadores da arritmia, totalizando ao final 13 casos estudados

com FAP, conforme descrito na figura 3.

1244 autbpsias

1132 excluidos sem FAP
documentada/ confirmada

Fibrilacédo Atrial Permanente

112 casos com

documentada

exclusao

90 excluidos por
preencherem critérios de |=

22 casos
estudados

dos dados

2 excluidos por inconsisténcia |_I | 5 casos excluidos pelo pareamento 2

casos por limitagdo numérica do
estudo — sorteio randomizado

2 excluidos por problemas
técnicos dos cortes

—1 13 corac¢des com FAP estudados

Figura 3: Representacdo esquematica e resumida da selecéo dos casos estudados.
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As descri¢cdes dos casos excluidos por pareamento, problema técnico dos
cortes e limitacdo numérica do estudo encontram-se na Tabela 2.1, seguindo as
observacdes de sexo, idade e cardiopatia. Os casos excluidos por inconsisténcia

dos dados foram suprimidos.

Tabela 2.1: Descrigdo dos casos excluidos por parea  mento, problema

técnico dos cortes e limitacdo numérica

Cardiopatia/Miocardiopatia Sexo Idade Motivo

Isquémica F 70 Limitacdo Numérica
Cor pulmonale crdnico F 81 Limitacdo Numérica
Dilatada Valvar M 72 Pareamento
Dilatada Valvar F 72 Pareamento
Dilatada Primaria M 30 Pareamento
Dilatada Primaria F 60 Pareamento
Dilatada Valvar F 75 Problema técnico dos cortes
Hipertensiva F 89 Problema técnico dos cortes
Hipertréfica M 41 Pareamento

F: feminino; M masculino; idade em anos
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2.3DADOS DOS PACIENTES

Durante a revisdo dos prontuarios dos pacientes, bem como da ficha de
necropsia, foram compiladas as variaveis clinicas e ecocardiograficas que pudessem
interferir na fisiopatologia da fibrilagdo atrial, conforme ficha do coracédo no anexo I, a

seqguir:

2.3.1 Variaveis Clinicas:

Idade, em anos.

e Sexo.

» Altura do paciente no momento da realizagdo do ecocardiograma
analisado, em metros.

* Peso do paciente no momento da realizagdo do ecocardiograma
analisado, em quilogramas.

» Diagndstico de diabetes mellitus (“sim” ou “ndo”) ou hipertensao

arterial sistémica (“sim” ou “nao”).

» Etiologia da cardiopatia crénica subjacente.

2.3.2 Variaveis Ecocardiograficas:

» Espessura do septo interventricular, em milimetros;

* Fracao de Ejecao (percentagem de 0 a 100).
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» Diametro do atrio esquerdo, em milimetros;

2.3.3 Dados Demograficos, Clinicos e Ecocardiografi  cos da Amostra

As caracteristicas demograficas, clinicas e ecocardiograficas dos
pacientes de ambos 0s grupos estdo demonstradas comparativamente na Tabela

2.2.

Tabela 2.2: Comparacdes entre os grupos em relacdo  as

caracteristicas demograficas e clinicas dos pacient  es

Grupo
Variaveis | (com FAP) Il (sem FAP) p-valor
(n=13) (n=13)
Sexo — n (%)
Masculino 5 (38,5) 8 (61,5) 0,239
Feminino 8 (61,5) 5 (38,5)
Idade (anos) — média (dp) 67,5 (15,4) 65,5 (11,4) 0,710
Etiologia — n (%)
Isquémica 4 (30,8) 4 (30,8) -
Cronica/lAM prévio 3 2
Aguda 1 2
Dilatada Valvar 4 (30,8) 4 (30,8)
Reumética mitral 2 1
Insuficiéncia mitral 1 2
Estenose/Insuficiéncia adrtica 1 1
Hipertensiva 2 (15,4) 2 (15,4)
Dilatada Priméaria 2 (15,4) 2 (15,4)
Chagasica 1(7,7) 1(7,7)
Peso (kg) 66,5 (14,1) 63,8 (15,0) 0,673
Altura (m) 162,4 (14,7) 160,8 (8,8) 0,780
IMC (kg/m?) — média (dp) 25,0 (2,9) 24,5 (4,2) 0,738
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Tabela 2.2: Comparag6es entre os grupos em relacdo  as
caracteristicas demograficas e clinicas dos pacient  es

(continuacao)

Diabetes Mellitus — n (%) 3(23,1) 3(25,0) (n=12) >0,999
Hipertensdo Arterial Sistémica — n (%) 9 (69,2) 4 (33,3) (n=12) 0,073*
Volume do &trio esquerdo** (cm®) - média
83,2 (38,4) 47,9 (40,8) 0,033**

(dp)
Espessura do septo ventricular*** (mm) -

_ 10,3 (2,4) 10,4 (1,6) 0,94
média (dp)
Fracéo de ejecdo*** — média (dp) 49,8 (20,1) 46,1 (19,8) 0,666

dp=desvio padrdo; * 1 paciente sem informacdo (porcentagem em relacdo a 12 pacientes); ***
medida pelo ecocardiograma.



2.4 FASE MACROANATOMICA

Para o completo estudo morfolégico dos coracdes, apos a selecdo de
cada peca através de uma rigorosa inspecdo, deu-se seguimento a disseccéo

anatdmica.

2.4.1 Drenagem Venosa do Atrio Esquerdo:

Foi analisada a drenagem venosa da parede posterior do atrio esquerdo
para o estudo das relacbes anatbmicas da VoAe. Para isso, foi primeiramente
identificado o oOstio do seio coronario (OSC) e medido o seu diametro através de
insercdo de uma bugia de diametro adequado, sendo seccionada longitudinalmente
a parede livre do seio coronario com exposicao dos 6stios de suas tributarias. Foram
identificadas e caracterizadas as valvulas de Viesseuns, medindo através de
paquimetro universal sua distancia com o OSC e observando a quantidade de
cuspides. ApoOs identificar o Ostio da VoAe, foi introduzido um guia metalico
milimetrado no Ostio da VoAe para determinacdo do seu diametro, bem como sua
progressao pela parede do atrio esquerdo macroscopicamente, estabelecendo o seu

trajeto (Figura 4).

« Distancia entre o0 OSC e a VoAe, em milimetros

+ Diametro do 6stio da VoAe, em milimetros
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 Diametro do OSC, em milimetros

« Distancia entre a valvula de Vieussens e OSC, em milimetros

Figura 4 — Detalhes dos cortes anatdmicos da drenagem venosa da parede atrial

esquerda posterior. A - identificado o 6stio do seio coronario (OSC). B - medido o
seu diametro através de insercdo de uma bugia de diametro adequado. C -
seccionada longitudinalmente a parede livre do seio coronario com exposi¢cao dos
ostios de suas tributarias. D — identificacdo do 6stio da VoAe (seta vermelha) e
valvulas de Viesseuns e observada a quantidade de cuspides (setas pretas).
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2.4.2 Atrio esquerdo, septo ventricular e Fat-pads

Também foram determinados os diametros do atrio esquerdo e seu
volume calculado, tendo como medida transversal a maior distancia entre o septo
atrial e o inicio da auricula esquerda e como medida sagital a maior distancia entre o
assoalho e a parede posterior atrial. O septo ventricular foi mensurado em sua
espessura na porcdo medial, sendo considerado como normal a espessura de

17+2mm para homens e 13+2mm para mulheres®°.

Foram identificados os fat-pads (FP) atrial esquerdo superior (FP1), atrial
direito posterior (FP2) e atrial esquerdo postero-medial (FP3) no epicardio,
individualizando sua estrutura e registrando seu diametro no epicardio no anexo |I,
com o objetivo de observar uma possivel alteracdo em suas dimensdes em coracoes

com FAP.

2.4.3 Cortes Anatdbmicos:

Para analise microanatdmica, foram ressecadas 9 amostras teciduais, em

3 setores principais: atrios, fat-pads e ventriculo.

Cinco cortes atriais transmurais, abrangendo o epicardio, miocardio e
endocardio em sua completa extensédo, sendo dois no atrio direito, na parede

posterior (AD1) e no istmo cavo-tricuspideo, proximo ao 6stio do seio coronario
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(AD2) e trés no atrio esquerdo, no trajeto médio da VoAe (AE1), na juncao da veia

pulmonar superior esquerda (AE2) e na auricula (AE3).

Outros trés cortes transmurais em FP epicardicos, sendo no atrial
esquerdo superior (FP 1), atrial direito posterior (FP 2) e no atrial esquerdo péstero-
medial (FP 3). Como controle das alteracbes estruturais, foi seccionada uma

amostra da porcao medial septo ventricular (SIV).
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2.5 FASE MICROANATOMICA

Nesta fase, foram analisadas as possiveis alteracdes histopatologicas. As
laminas foram estudadas sem que o observador tivesse conhecimento de que grupo
ou caso estava sendo realizado, bem como das caracteristicas dos pacientes. Foi
utilizada histomorfometria computadorizada através do sistema de analise de
imagens Axiovision 4.6 (Carl Zeiss, Alemanha), acoplado a microscopio Axio imager

Al da mesma marca.

2.5.1 Processamento Histologico

ApoOs processamento histologico habitual com embebicdo em parafina,
cortes sucessivos de 4 micrometros de espessura das amostras teciduais foram
corados pelo método do tricromio de Masson e submetidos a reacbes de imuno-
histoquimica, conforme sera descrito adiante, para analise da inervacédo do sistema
nervoso autdbnomo intrinseco cardiaco e dos receptores muscarinicos presentes no

miocardio.

Todos os nove cortes de todos os coracbes foram analisados por esta
técnica. Qualquer corte que tenha apresentado problemas em sua analise
arquitetural foi descartado e na impossibilidade de ter sido realizado um novo do

mesmo coracao, este foi considerado nulo.
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2.5.2 Técnica de imuno-histoquimica

Das amostras teciduais previamente parafinadas em blocos foram
realizados os cortes de 4 micrometros e processados pela técnica da estreptavidina-

biotina-peroxidase para os diversos anticorpos descritos a seguir.

* Desparafinizagdo em estufa.

» Desparafinizagao em xilol.

* Reidratacdo em alcool absoluto, em alcool a 95%, em alcool a 70%,
lavagem em agua corrente e em agua deionizada.

* Recuperacao antigénica com solugéo Tris citrato, pH 7,2, em panela
de presséao por 1 minuto.

* Blogueio da peroxidase enddégena com uma solucao de peréxido de
hidrogénio (H.0,), 10 volumes, por trés ciclos de 4 minutos, seguida
por lavagem em agua corrente.

* Blogueio de reacéo inespecifica através de banho de caseina 2,5%
em cloreto de sédio por 5 minutos.

* Incubagdo em camara Umida em geladeira com o0s anticorpos
primérios nas diluicbes descritas a seguir, durante a noite (18 a 20
horas).

* Lavagem em tampao.

* Incubacdo em camara umida com o anticorpo secundario polimero
HRP SuperPicture (Invitrogen, EUA), em temperatura de 37T, por
30 minutos.

* Lavagem em tampao.
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* Incubagdo em solucdo de cromoégeno. Esperar revelacdo por 5
minutos.

» Lavagem em agua corrente por 10 minutos.

» Contracoloracdo com hematoxilina de Harris.

» Lavagem em agua corrente por 5 minutos.

* Montagem das laminas.

2.5.3 Andlise Estrutural das Fibras Miocéardicas

Cada corte corado em tricomio de Masson foi sistematicamente
examinado para se identificar caracteristicas estruturais associadas a potencial

reentrante, a saber:

e Desconexdes / Interrupcdes entre segmentos musculares (variavel

categorizada em “sim” ou “nao”)

e« Mudangas abruptas, acima de 90° do trajeto das fibras musculares

(variavel categorizada em “sim” ou “n&@o”)

e Presenca de deflexdes pericardicas (variavel categorizada em “sim” ou

unaon)

e Cruzamentos complexos de fibras musculares que microscopicamente
possam ser substrato de reentrancia (variavel categorizada em “sim”
ou “nao”)
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Na figura 5, sdo demonstradas exemplos de presenca de fibras

miocardicas desconexas.

Figura 5: Corte do tecido do fat-pad atrial direito posterior corado pelo Masson.

Exemplo de fibras desconexas (setas). Aumento da objetiva 5x.

Os dados acima, categorizados em “sim” ou “ndo”, foram analisados em
percentagem de cortes com a presenca da alteragdo em cada coragao. Desta forma,

foi obtida uma variavel continua de 0 a 1.

» Espessura da parede endocardica, miocardica e epicardica médias,

obtida através da anadlise de duas medidas realizadas na intersecéo
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dos trés tercos do corte histologico na lamina estudada (variavel

continua entre 0 e infinito)

2.5.4 Anadlise da Fibrose Miocardica

Com o objetivo de avaliar o grau de fibrose tecidual nos diversos cortes
analisados, foi determinado o percentual de area do tecido analisado positivo para
colageno a coloracdo pelo método de Masson em cada campo (variavel continua
percentual entre 0 e 100). A mensuracao foi feita através de deteccado automatica de
cores de area positiva para colageno (azul) sobre éarea miocardica total, em
micrometros quadrados, pelo sistema de andlise de imagens Axiovision 4.6 (Carl

Zeiss, Alemanha), acoplado a microscopio Axio imager A1 da mesma marca.

Com o objetivo de analisar a consisténcia entre os diversos segmentos do
coracao, foi realizada uma subanalise dos cortes supraventriculares (todos, exceto o
septo ventricular: AD1, AD2, AE1l, AE2, AE3, FP1, FP2 e FP3) e dos cinco cortes

atriais separadamente (AD1, AD2, AE1, AE2, AE3).

Os cortes histologicos que apresentaram mais de dois centimetros de
extensdo foram analisados até o segundo centimetro, tendo como ponto inicial a
etiqueta fosca da lamina. No corte do atrio esquerdo no trajeto médio da VoAe, a
area analisada foram os dois centimetros do corte que centralizem esta estrutura,

guando visualizada.
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Figura 6: Desenho esquematico do método utilizado na leitura das laminas na

andalise estrutural.

2.5.5 Sistema Nervoso Autbnomo Cardiaco Intrinseco

Todos os cortes determinados foram submetidos a reacdo de imuno-
histoquimica através da técnica da imunoperoxidase para tirosina-hidroxilase (TH)
(Anti-Tyrosine Hydroxylase, clone LNC1 — MAB318 Chemicon, EUA) para deteccao
das fibras simpaticas pdés-ganglionares (adrenérgicas) e S-100 (Z0311
Dakocytomation, A/S, Dinamarca) para deteccao de todas as fibras nervosas (bainha

de mielina e células de Schwann) do SNA.

Para tal, os cortes histolégicos foram incubados com o0s respectivos
anticorpos em diluicdo de 1:54 para TH e 1:300 para S-100 , seguindo 0 processo ja

descrito anteriormente.

A contagem das fibras nervosas foi determinada através da utilizacao de

histomorfometria computadorizada nos cortes histolégicos, bem como o tamanho em
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area de cada fibra identificada com tirosina-hidroxilase (TH) e S-100, comparando os

grupos envolvidos.

1[ x‘ﬂ -'“" 4

o

Figura 7: Foto em aumento de 400x de fibras nervosas coradas fortemente para
tirosina-hidroxilase. Foto da tela do sistema de analise de imagens Axiovision 4.6
(Carl Zeiss, Alemanha), acoplado a microscopio Axio imager A1 da mesma marca.

As fibras pos-ganglionares adrenérgicas (simpaticas) sdo corados tanto
pelo S-100 como pela TH e as fibras pds-ganglionares colinérgicas
(parassimpaticas) séo coradas apenas pelo S-100. Desta forma, foram consideradas
as fibras S-100 positivas e TH positivas para determinagdo da inervacdo simpatica e
fiboras S100 positivas e TH negativas para determinacdo da inervagao

parassimpatica, avaliando as variaveis abaixo:
40



* Quantidade e area meédia de fibras nervosas S-100 positivas na
sua totalidade.

* Quantidade e area média de fibras nervosas S-100 positivas e TH
positivas.

¢ Quantidade e area média de fibras nervosas S-100 positivas e TH
negativas.

* Proporgéo de fibras nervosas TH positivas/S-100 positivas.

Figura 8: Foto da tela do sistema de andlise de imagens Axiovision 4.6 (Carl Zeiss,

Alemanha), acoplado a microscopio Axio imager A1l da mesma marca. Foto em
aumento de 200x de fibras nervosas coradas para proteina S-100. Notar

individualizagdo em vermelho.
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2.5.6 Receptores Muscarinicos

O preparo das reacOes para receptores muscarinicos foi idéntico ao das
reacoes de imunoperoxidase ja descritas. Foram utilizados os seguintes anticorpos
com as respectivas diluicbes: receptor muscarinico tipo 1 1:100 (Anti-Muscarinic
Acetylcholine Receptor M1 - AB5164 Chemicon, EUA); receptor muscarinico tipo 2
1:800 (Anti-Muscarinic Acetylcholine Receptor M2 - AB9452 Chemicon, EUA);
receptor muscarinico tipo 3 1:200 (Anti-Muscarinic Acetylcholine Receptor M3 -
AB9453 Chemicon, EUA); receptor muscarinico tipo 4 1:400 (Anti-Muscarinic
Acetylcholine Receptor M4 - AB9219 Chemicon, EUA); receptor muscarinico tipo 5

1:400 (Anti-Muscarinic Acetylcholine Receptor M5 - AB9453 Chemicon, EUA).

Os receptores muscarinicos (subtipos 1, 2, 3, 4 e 5) foram analisados em
quatro dos nove cortes, sendo dois cortes do atrio esquerdo, (no trajeto médio da
VoAe — AE1 e na juncdo da veia pulmonar superior esquerda — AE2), um no &trio
direito (na parede posterior — AD1) e um no FP atrial esquerdo superior (FP1). A
limitagdo de reagentes e a viabilidade financeira e logistica do trabalho adotado

foram os determinantes para se estudar menos cortes.

A escolha se deu pela evidéncia cientifica em regides ja apontadas como
coadjuvantes na FA. Desta forma, o corte AE1 se por conter a VoAe. O corte AE2 foi
estudado para os receptores muscarinicos pela presenca da veia pulmonar superior
esquerda. O FP1 pela presenca de um plexo ganglionar anexo ao atrio esquerdo. A
decisdo de analisar a parede posterior do atrio direito foi de ter uma referéncia ao

atrio esquerdo e observar se as possiveis alteracfes eram somente encontradas em
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areas ja determinadas como foco de origem e perpetuacdo da FA ou se seriam

alteracdes difusas nos atrios.

A determinacdo da concentracdo de cada um dos receptores
muscarinicos foi feita através de deteccao automatica pelo equipamento de area

positiva para o cromégeno sobre area miocardica total, em micrémetros quadrados.

(Figura 9)
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Figura 9: Foto sequencial da tela do sistema utilizado na deteccdo automatica de
cores do sistema de andlise de imagens Axiovision 4.6 (Carl Zeiss, Alemanha),
acoplado a microscopio Axio imager A1 da mesma marca. A: Foto em aumento de
200x de receptor muscarinico subtipo 3. B: Preparo da imagem para deteccéo
automatica de cores. C: Deteccdo de tecido miocardico positivo para o receptor
muscarinico subtipo 3. D: Deteccao de todo o tecido miocardico
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Foram adquiridos trés campos de cada corte, obedecendo a regra de uma
foto por campo visual, partindo da parte do tecido oposta a etiqueta da lamina. Na
eventual ocorréncia de artefatos, um novo campo seria analisado seguindo a mesma

regra (Figura 10).

Figura 10: Desenho esquematico do método utilizado na leitura das laminas para os

receptores muscarinicos.

Os casos também foram comparados pelos dados percentuais obtidos e
pela diferenca entre a maior e menor propor¢cdo de area miocardica positiva
(variacéo), esta ultima visando avaliar o grau de dispersao da positividade entre os

casos do grupo | e Il.
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2.5.7 Concentracédo dos Anticorpos:

Para determinacdo das diluicdes utilizadas, foram feitas reacdes em
tecido controle (glandula salivar). Como houve intensa marcacdo no miocardio,
optou-se por diluicdes supra-6timas (o dobro da diluicdo definida no controle), de
modo a realcar eventuais diferencas entre os casos e aumentar a sensibilidade da

reacdo na quantificacdo da &rea positiva para o anticorpo estudado®.
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2.6 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Para as caracteristicas dos pacientes e variaveis macroscopicas, 0S
grupos foram comparados utilizando-se o teste t de Student ou Mann-Whitney no
caso de variaveis quantitativas e o teste qui-quadrado ou exato de Fisher para
variaveis qualitativas. Adicionalmente, nas comparacfes referentes a variaveis
macroscopicas, foram utilizados modelos lineares generalizados (MLG) com o intuito

de controlar efeitos de outras covariaveis.

Os dados microscopicos observados em diferentes campos dos cortes
foram analisados por modelos de equacdes de estimacdo generalizadas (EEG), o
que permitiu levar em conta as correlagdes entre as medidas realizadas dentro de
um mesmo coracdo. A distribuicdo utilizada em cada modelo dependeu do tipo de
variavel dependente. Foram considerados modelos com distribuicdo binomial para
as variaveis binarias, Poisson para dados de contagem e normal para as demais
variaveis continuas. Nas analises em que para os valores dos cortes foram
considerados as médias ou medidas Unicas, foi utilizado o teste t de Student n&o-

pareado.

Como na descricdo amostral a hipertensao arterial sistémica e o volume
do atrio esquerdo se revelaram diferentes entre os grupos, foram feitos testes de
correlacdo para verificar eventual influéncia desses fatores nos resultados. Para as
variaveis que apresentavam evidéncia cientifica de relacdo direta ou teste de

correlacéo linear significativo, os resultados foram ajustados de modo a eliminar tal
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influéncia. Foram considerados nesta situacdo testes de correlacdo linear maiores

de [0,40].

Os dados com distribuicdo normal serdo apresentados em valor meédio e
desvio padréo (dp) e dos dados sem distribuicdo normal em mediana e intervalo

interquartil (11Q).

O nivel de significancia adotado neste estudo foi 0,05 e o programa

estatistico para efetuar os calculos foi o0 SPSS for Windows, versédo 17.0.
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2.7 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi realizado de acordo com os critérios regulamentados pelo
Conselho Nacional da Saude (CNS) Resolucdo n® 196 de 10 de outubro de 1996.
Foi aprovado pela Comissdo Cientifica e de Etica do Instituto do Coracdo sob
nimero 499/06/13 e pela Comisséo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa

do Hospital das Clinicas da FMUSP (CAPPesq) sob numero 0890/07 (anexos).
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3. Resultados
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3.1 FASE MACROANATOMICA

Os resultados da analise da drenagem venosa da parede do atrio
esquerdo, bem como das medidas do atrio esquerdo, septo ventricular e dos fat-
pads se encontram na Tabela 3.1. Ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos
em nenhuma das variaveis analisadas: distancia entre o OSC e a VoAe, diametro do
ostio da VoAe, diametro do OSC e distancia entre a valvula de Vieussens e OSC.
Entretanto, o didametro do OSC demonstra uma tendéncia estatistica a ser maior no

grupo portador de FA (grupo II).

Tabela 3.1: Comparacdes entre 0s grupos em relacdo  a variaveis

macroscopicas

Grupo
| (c/ FAP) Il (s/ FAP) p-valor
(n=13) (n=13)
Peso do coracéo (g) 554,9 (111,8) 598,0(158,5) 0,431
Volume do &trio esquerdo (cm®) média (dp) 72,6 (21,6) 56,4 (15,1) 0,043**
Diametro do 6stio do seio coronariano — média (dp) 10,9 (2,0) 9,6 (1,4) 0,066
Diametro do 6stio da veia obliqua do atrio esquerdo — 1,54 (1-2) 1,25 (1-1,5) 0,406
mediana (11Q)
Distancia entre o éstio do seio coronariano e a veia 27,0 (6,5) 28,4 (7,0) 0,621
obliqua do atrio esquerdo — média (dp)
Espessura medida do septo ventricular — média (dp) 14,9 (4,2) 16,6 (4,1) 0,292
Diametro em centimetros do fat-pad atrial esquerdo 21,5 (4,3) 18,6 (5,0) 0,123
superior — média (dp)
Diametro em centimetros do fat-pad atrial direito 26,7 (7,0) 24,1 (7,8) 0,407

posterior — média (dp)
Diametro em centimetros do fat-pad atrial direito 26,7 (4,8) 27,2 (6,7) 0,839

postero-medial — média (dp)

dp=desvio padrao, IIQ=intervalo interquartil
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3.2 FASE MICROANATOMICA

3.2.1 Analise Estrutural das Fibras Miocardicas

O resultado da analise estrutural dos cortes € demonstrado na Tabela 3.2.

Houve diferenca estatisticamente significante (p=0,023) na presenca de cruzamento

de fibras entre os grupos, sendo maior nos coragdes sem FA (grupo Il). E importante

observar que as alteracdes microscopicas de cruzamento e interrup¢cdes de fibras

miocardicas eram presentes integralmente nos diversos cortes atriais, indicando uma

possivel desorganizacao generalizada do tecido miocardico atrial.

Foram realizadas subanalises por corte e com analise multivariada

(Tabelas 3.3 a 3.11). Por apresentarem teste de correlacéo linear menor que 0,15

nao foram realizados ajustes para as co-variaveis hipertenséo arterial e volume do

atrio esquerdo.

Tabela 3.2 — Comparacgdes entre os grupos em relagéao

fibras miocardicas

a analise estrutural das

Variavel Grupo Odds Ratio p-valor
| (c/ FAP) Il (s/ FAP) (1C95%)
Mudanca na orientacdo das 43,6 (6,3) 45,3 (5,7) 0,933 (0,473; 1,839) 0,841
fibras acima de 90°
Deflex6es pericardicas 9,4 (2,1) 14,5 (2,5) 0,610 (0,329; 1,134) 0,118
Cruzamento de fibras 79,5 (4,1) 91,5(2,9) 0,362 (0,151; 0,868) 0,023*
Interrupgdes de fibras 70,1 (3,5) 61,5 (3,7) 1,464 (0,940; 2,280) 0,092
miocérdicas

Dados em estimativas de porcentagens com erros padrao entre parénteses; IC=intervalo de

confianca. *diferenca significativa.
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Tabela 3.3 — Comparacdes entre os grupos em relacdo  a andlise estrutural das
fibras miocardicas, por corte — AD1

Grupo Odds Ratio
Variavel | (c/ FAP) Il (s/ FAP) (IC 95%) p-valor
Mudanca na orientacdo das 1 (7,7%) 2 (15,4%) 0,458 (0,036; 5,789) 0,547
fibras acima de 90°
Deflex8es pericardicas - - - -
Cruzamento de fibras 10 (76,9%) 13 (100%) nc 0,220"
Interrupcdes de fibras 10 (76,9%) 9 (69,2%) 1,481 (0,258; 8,499) 0,659

miocardicas

Dados em frequéncias simples e porcentagens; F= teste exato de Fisher; IC=intervalo de confianca;

nc= modelo ndo convergiu.

Tabela 3.4 — Comparacdes entre os grupos em relacdo  a analise estrutural das

fibras miocardicas, por corte — AD2

Grupo Odds Ratio
Variavel | (c/ FAP) Il (s/ FAP) (IC 95%) p-valor

Mudanca na orientagdo das 6 (46,2%) 3 (23,1%) 2,857 (0,528; 15,473) 0,223

fibras acima de 90°
Deflex8es pericardicas - 3 (23,1%) - 0,220F
Cruzamento de fibras 12 (92,3%) 13 (100%) nc > 0,999 F
Interrupgdes de fibras 12 (92,3%) 8 (61,5%) 7,540 (0,733; 76,773) 0,090

miocardicas

Dados em frequéncias simples e porcentagens; F= teste exato de Fisher; IC=intervalo de confianca;

nc= modelo ndo convergiu.
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Tabela 3.5 — Comparacdes entre os grupos em relacdo  a analise estrutural das

fibras miocardicas, por corte — AE1

Grupo Odds Ratio
Variavel | (c/ FAP) Il (s/ FAP) (IC 95%) p-valor
Mudanca na orientagdo das 7 (53,8%) 8 (61,5%) 0,729 (0,153; 3,474) 0,692
fibras acima de 90°
Deflexdes pericardicas - 1(7,7%) - > 0,999 F
Cruzamento de fibras 12 (92,3%) 13 (100%) nc > 0,999 F
Interrupgdes de fibras 8 (61,5%) 9 (69,2%) 0,711 (0,140; 3,606) 0,681

miocéardicas

Dados em frequéncias simples e porcentagens; F= teste exato de Fisher; IC=intervalo de confianca;

nc= modelo ndo convergiu.

Tabela 3.6 — Comparacdes entre os grupos em relacdo  a andlise estrutural das

fibras miocardicas, por corte — AE2

Grupo Odds Ratio
Variavel | (c/ FAP) Il (s/ FAP) (IC 95%) p-valor

Mudanca na orientacdo das 8 (61,5%) 5 (38,5%) 2,560 (0,527; 12,431) 0,244

fibras acima de 90°
Deflex8es pericardicas - 1(7,7%) - >0,999
Cruzamento de fibras 8 (61,5%) 9 (69,2%) 0,711 (0,140; 3,606) 0,681
Interrupcdes de fibras 10 (76,9%) 8 (61,5%) 2,083 (0,378; 11,482) 0,399

miocérdicas

Dados em frequéncias simples e porcentagens; F= teste exato de Fisher; IC=intervalo de confianca;

nc= modelo ndo convergiu.
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Tabela 3.7 — Comparacdes entre os grupos em relacdo  a andlise estrutural das

fibras miocardicas, por corte — AE3

Grupo Odds Ratio
Variavel | (c/ FAP) Il (s/ FAP) (IC 95%) p-valor
Mudanca na orientacdo das 4 (30,8%) 6 (46,2%) 0,519 (0,104; 2,581) 0,423
fibras acima de 90°
Deflex8es pericardicas - - - -
Cruzamento de fibras 11 (84,6%) 13 (100%) nc 0,480"
Interrupcdes de fibras 12 (92,3%) 9 (69,2%) 5,333 (0,546; 56,236) 0,164

miocardicas

Dados em frequéncias simples e porcentagens; F= teste exato de Fisher; IC=intervalo de confianca;

nc= modelo ndo convergiu.

Tabela 3.8 — Comparacdes entre os grupos em relacdo  a analise estrutural das

fibras miocardicas, por corte — FP1

Grupo Odds Ratio
Variavel | (c/ FAP) Il (s/ FAP) (IC 95%) p-valor
Mudanca na orientagdo das 7 (53,8%) 10 (76,9%) 0,354 (0,065; 1,895) 0,223
fibras acima de 90°
Deflexdes pericardicas 1(7,7%) 2 (15,4%) 0,458 (0,036; 5,789) 0,547
nc
Cruzamento de fibras 11 (84,6%) 12 (92,3%) 0,458 (0,036; 5,789) 0,547
Interrupgdes de fibras 9 (69,2%) 6 (46,2%) 2,625 (0,527; 13,068) 0,239
miocérdicas

Dados em frequéncias simples e porcentagens; F= teste exato de Fisher; IC=intervalo de confianca;

nc= modelo ndo convergiu.
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Tabela 3.9 — Comparacdes entre os grupos em relacdo  a andlise estrutural das

fibras miocardicas, por corte — FP2

Grupo Odds Ratio
Variavel | (c/ FAP) Il (s/ FAP) (IC 95%) p-valor
Mudanca na orientacdo das 8 (61,5%) 9 (69,2%) 0,711 (0,140; 3,606) 0,711
fibras acima de 90°
Deflex8es pericardicas 6 (46,2%) 5 (38,5%) 1,371 (0,288; 6,535) 0,692
Cruzamento de fibras 10 (76,9%) 12 (92,3%) 0,278 (0,025; 3,104) 0,298
Interrupcdes de fibras 10 (76,9%) 11 (84,6%) 0,606 (0,083; 4,405) 0,621
miocardicas

Dados em frequéncias simples e porcentagens; F= teste exato de Fisher; IC=intervalo de confianca;

nc= modelo ndo convergiu.

Tabela 3.10 — Comparacdes entre os grupos em relagd 0 a analise estrutural

das fibras miocardicas, por corte — FP3

Grupo Odds Ratio
Variavel | (c/ FAP) Il (s/ FAP) (IC 95%) p-valor

Mudanca na orientagdo das 8 (61,5%) 10 (76,9%) 0,480 (0,087; 2,645) 0,399

fibras acima de 90°
Deflexdes pericardicas 4 (30,8%) 5 (38,5%) 0,711 (0,140; 3,606) 0,681
Cruzamento de fibras 13 (100%) 12 (92,3%) nc >0,999
Interrupgdes de fibras 11 (84,6%) 12 (92,3%) 0,458 (0,036; 5,789) 0,547

miocardicas

Dados em frequéncias simples e porcentagens; F= teste exato de Fisher; IC=intervalo de confianca;

nc= modelo ndo convergiu.
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Tabela 3.11 — Comparacdes entre 0os grupos em relacd o a analise estrutural
das fibras miocardicas, por corte — SIV

Grupo Odds Ratio
Variavel | (c/ FAP) Il (s/ FAP) (IC 95%) p-valor
Mudanca na orientacdo das 2 (15,4%) - - 0,480 "
fibras acima de 90° - - - -
Deflex8es pericardicas - - - -
Cruzamento de fibras 6 (46,2%) 10 (76,9%) 0,257 (0,047; 1,393) 0,115

Interrupcdes de fibras - - - -

miocardicas

Dados em frequéncias simples e porcentagens; F= teste exato de Fisher; IC=intervalo de confianca;

nc= modelo ndo convergiu.

Os dados resultantes da analise das espessuras médias do endocardio,
miocardio e pericardio encontram-se na Tabela 3.12. A espessura média do
endocéardio foi maior no Grupo Il (sem FAP) e as demais medidas foram iguais para

os dois grupos estudados.

Tabela 3.12 — Comparacdes entre 0os grupos em relacd 0 a espessura media do

endocardio, miocérdio e epicéardio.

) Grupo Diferenga média
Variavel p-valor
| (c/ FAP) Il (s/ FAP) (1C95%)
Espessura média do 399,9 530,6 -130,6 0,048*
endocérdio (27,2) (59,8) (-259,9; -1,4)
Espessura média do 3410,4 3698,7 -288,3 0,273
miocérdio (208,5) (159,9) (-803,5; 226,8)
Espessura média do 1626,0 1630,6 -4.5 0,988
epicéardio (198,5) (227,7) (-596,5; 587,5)

Dados em médias e erros padrao entre parénteses; IC=intervalo de confianca. *teste significativo.
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Ao analisarmos todos os cortes separadamente, foi encontrada uma
diferenca estatisticamente significante apenas quanto a espessura do endocardio na
regido FP1 (menor média no grupo I, p=0,035). No entanto, ap0s ajuste para as
covariaveis determinadas em todos os cortes (hipertensao arterial e volume do atrio
esquerdo), o efeito deixou de ser significante especificamente no FP1 (p=0,189). O

coeficiente de correlacéo linear neste caso foi de r =-0,47.

3.2.2Fibrose Miocardica

Os dados da analise do percentual médio de fibrose (colageno) no
miocardio entre os dois grupos sdo demonstrados na Tabela 3.13. Nao houve

diferenca estatistica entre os grupos analisados.

Adicionalmente, também foram realizados testes utilizado o percentual
médio por coragdo e por corte como subandlise, resultando na mesma auséncia de
diferenca estatistica entre os grupos estudados (Tabela 3.14). Também foram
realizados calculos com ajustes para hipertensao arterial e volume do atrio esquerdo

conforme evidéncia cientifica como fatores de risco?’'?2.
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Tabela 3.13 - Comparacdes entre os grupos em relaca

fibrose no miocardio

0 a percentagem de

% Colageno

Percentual da area de colageno p-valor
Grupo | (c/ FAP) Grupo Il (s/ FAP)

Todos os cortes* 25,99 23,16 0,345
(8,68) (6,08)

Cortes supraventriculares - AD1, AD2, AE1, 26,75 23,47 0,317
AE2, AE3, FP1, FP2 e FP3** (9,38) (6,76)

Cortes atriais - AD1, AD2, AE1, AE2 e AE3*** 26,13 22,51 0,290
(10,23) (6,29)

* em todos o0s cortes analisados; ** em todos os cortes, exceto o septo ventricular, *** em todos os

cortes atriais. Valores expressos em média (desvio padréo).

Tabela 3.14 - Comparacdes entre os grupos em relaca

fibrose no miocardio — por corte

0 a percentagem de

% Colageno

Corte Grupo | (c/ FAP) Grupo Il (s/ FAP) p-valor
AD1 26,86 22,52 0,200
(2,64) (1,96) 0,101*
AD2 28,93 21,85 0,087
(3,46) (1,94) 0,257*
AE1l 21,94 20,01 0,718
(4,74) (2,36) 0,760*
AE2 27,84 28,69 0,893
(4,84) (3,96) 0,592*
AE3 21,11 20,37 0,842
(2,93) (2,20) 0,868*
FP1 28,98 22,79 0,190
(3,38) (3,10) 0,583+
FP2 29,99 27,23 0,623
(4,22) (3,58) 0,921*
FP3 25,35 24,89 0,916
(3,69) (2,27) 0,694*
SIvV 21,84 20,61 0,719
(3,07) (1,43) 0,981*

Valores expressos em média (desvio padrao) ; * incluindo as covariaveis volume de atrio esquerdo e HAS
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3.2.3Sistema Nervoso Autdnomo Cardiaco Intrinseco:

O SNA cardiaco intrinseco, analisado através da tirosina-hidroxilase e S-
100 em observacdes por coracdo, apresentou diferenca significativa na area por
fibra nervosa S-100 positivo, o que sugere fibras nervosas com menor relacéo
area/nervo nos coragbes do grupo portador de FAP, conforme a Tabela 3.15.
Também foram realizadas subanalises por cada corte, conforme demonstradas na

Tabelas 3.16.

Por ndo haver na literatura trabalhos que analisassem possiveis
interacOes entre volume do atrio esquerdo e hipertenséo arterial com inervacao do
SNA cardiaco intrinseco, optamos por realizar testes de correlacdo linear entre as
variaveis volume do atrio esquerdo e hipertensdo arterial com inervacdo do SNA
cardiaco intrinseco, resultando o coeficiente r com valores entre -0,10 e 0,14. Desta

forma, estes resultados nao foram ajustados para estas co-variaveis.

Algumas amostras tiveram mais fibras positivas para TH que para S-100.
Isso decorreu de diferengcas entre os cortes, ainda que estes fossem adjacentes.
Nesses casos, considerou-se todos as fibras como adrenérgicas, em propor¢édo de

100%.
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Tabela 3.15 - Comparacgdes entre os grupos em relaca

cardiaco intrinseco

0 ao sistema nervoso

) Grupo Diferenca média
Variavel p-valor
| (c/ FAP) Il (s/ FAP) (IC95%)
Nuamero de fibras nervosas S- 22,9 (2,4) 21,3 (2,3) 1,6 0,639
100 positivas (unidades) (-5,0;8,1)
Area total de fibras nervosas 157.248,3 184.720,5 -27.472,1 0,377
$-100 positivas (Lm?) (18.969,8) (24.651,9) (-88.438,5; 33.494,2)
Média da area por fibras S- 5.791,5 7.719,7 -1.928,2 0,029*
100 positivas (um?) (421,3) (779,2) (-3664,4; -192,1)
NUmero de fibras nervosas 4,8 (1,3) 3,2 (0,6) 1,5 0,246
TH positivas (simpaticas) (-1,3; 4,4)
Area total de fibras nervosas 43.523,8 52.093,8 -8.570,0 0,648
TH positivas (um?) (11.160,2) (15.124,8) (-45.410,5; 28.270,5)
Média da area por fibras 5.213,9 6986,5 -1.772,6 0,237
nervosas TH positiva (um?) (633,0) (1.360,2) (-4.713,2;1,167,9)
Diferenca entre 0 nimero 18,2 (2,1) 18,1 (2,2) 0,1 0,973
de fibras nervosas S-100+ (-5,9; 6,1)
e TH+ (parassimpaticas)
Diferenca entre a area de 115.824,5 133.656,1 -17.831,6 0,416
fioras nervosas S-100+ e (16.064,8) (14.933,8) (-60.821,3; 25.158,1)
TH+ (um?)
Média da area por fibras 6,104,7 7.416,6 -1.311,9 0,220
nervosas TH negativa (845,0) (654,4) (-3406,6; 782,8)
(Hm?)
Percentual de fibras 19,8 13,9 5,9 0,321
nervosas simpaticas (TH+) (5,1) (3,0) (-5,7; 17,5)
Percentual da area de fibras 22,9 15,8 7,1 0,214
nervosas simpaticas (TH+) (4,8) (3,0) (-4,1; 18,3)

nervosas (TH, S-100 e diferenca) e modelo misto com distribuicdo Normal para as demais variaveis.

TH: tirosina-hidroxilase. Dados em estimativas de médias e erros padrdo entre parénteses; IC=intervalo de

confianca. Métodos estatisticos utilizados: EEG com distribuicdo de Poisson para o nimero de fibras
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Tabela 3.16 - Comparacgdes entre os grupos em relaca

cardiaco intrinseco — por corte

0 ao sistema nervoso

Variavel Grupo p-valor
| (c/ FAP) Il (s/ FAP)

AD1

Numero de fibras nervosas S-100 positivas (unidades) 4,77 (1,29) 6,69 (1,24) 0,042

Numero de fibras nervosas TH positivas (simpéaticas) 0,23(0,17) 0,31(0,17) 0,706

Diferenca entre o nimero de fibras nervosas S-100+ e 4,54 (1,32) 6,38 (1,24) 0,045
TH+ (parassimpaticas)

AD2

Numero de fibras nervosas S-100 positivas (unidades) 20,31 (4,01) 19,46 (3,05) 0,629

Numero de fibras nervosas TH positivas (simpaticas) 4,54 (1,41) 2,77 (0,91) 0,019

Diferenca entre o numero de fibras nervosas S-100+ e 15,77 (3,63) 16,69 (2,94) 0,559
TH+ (parassimpaticas)

AE1l

Numero de fibras nervosas S-100 positivas (unidades) 36,62 (5,30) 37,38 (7,19) 0,747

Numero de fibras nervosas TH positivas (simpéaticas) 12,85 (4,66) 9,92 (3,55) 0,028

Diferenca entre o nimero de fibras nervosas S-100+ e 23,77 (3,63) 27,46 (6,88) 0,063
TH+ (parassimpéticas)

AE2

Ndmero de fibras nervosas S-100 positivas (unidades) 20,85 (3,84) 10,23(1,42) <0,001

Numero de fibras nervosas TH positivas (simpéaticas) 454 (2,05) 1,46(0,82) <0,001

Diferenga entre o numero de fibras nervosas S-100+ e 16,31 (2,73) 8,77 (1,5) < 0,001
TH+ (parassimpaticas)

AE3

Numero de fibras nervosas S-100 positivas (unidades) 8,54 (1,96) 6,77 (1,22) 0,104

Numero de fibras nervosas TH positivas (simpaticas) 1,46 (0,69) 0,54 (0,18) 0,024

Diferenca entre o nimero de fibras nervosas S-100+ e 7,08 (1,81) 6,63(1,23) 0,403
TH+ (parassimpéticas)

FP1

Ndmero de fibras nervosas S-100 positivas (unidades) 38,92 (5,81) 38,00 (5,46) 0,704

Numero de fibras nervosas TH positivas (simpéaticas) 8,23 (2,36) 6,42 (1,73) 0,096

Diferenca entre o nimero de fibras nervosas S-100+ e 30,69 (5,17) 33,54 (4,56) 0,215
TH+ (parassimpaticas)

FP2

Numero de fibras nervosas S-100 positivas (unidades) 40,54 (6,34) 34,62 (5,92) 0,014

Numero de fibras nervosas TH positivas (simpaticas) 5,33(1,80) 4,54 (1,10) 0,371
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Tabela 3.16 - Comparacdes entre os grupos em relacd 0 ao sistema nervoso

cardiaco intrinseco — por corte (continuacao)

Diferenca entre o nimero de fibras nervosas S100+ e 37,42 (5,78) 30,08 (5,68) 0,002

TH+ (parassimpéticas)

FP3
Numero de fibras nervosas S-100 positivas (unidades) 32,54 (3,14) 33,23 (6,19) 0,758
Numero de fibras nervosas TH positivas (simpaticas) 4,92 (1,31) 3,54(0,71) 0,088

Diferencga entre o numero de fibras nervosas S-100+ e 27,62 (3,54 29,69 (5,98) 0,323

TH+ (parassimpaticas)

SIvV
Numero de fibras nervosas S-100 positivas (unidades) 2,92 (0,51) 4,54 (1,30) 0,034
Numero de fibras nervosas TH positivas (simpaticas) 0,92 (0,42) 0,31(0,17) 0,057

Diferenca entre o nimero de fibras nervosas S-100+ e 2,00 (0,47) 4,23(1,29) 0,002

TH+ (parassimpéticas)

TH: tirosina-hidroxilase. Dados em estimativas de médias e erros padrdo entre parénteses. Métodos
estatisticos utilizados: EEG com distribuicdo de Poisson para 0 niumero de fibras nervosas

(TH, S-100 e diferenca) e modelo misto com distribuicdo Normal para as demais variaveis.

3.2.4 Receptores Muscarinicos:

As amostras de todos os coragcbes tiveram todos 0s receptores
muscarinicos analisados. Entretanto, um corte do atrio esquerdo (AE1) do coracao
namero 13 do grupo |, ndo pdde ser analisado. Seguem abaixo as tabelas com os
resultados da porcentagem de miocéardio positivo para cada subtipo de receptor,

bem como da variagdo de miocéardio positivo no mesmo corte.

Por ndo haver trabalhos que analisassem possiveis interacdes entre
volume do atrio esquerdo com a expressao dos receptores muscarinicos, foram

realizados testes de correlagéo linear entre as variaveis volume do atrio esquerdo e
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hipertensédo arterial com a percentagem de miocardio positivo para 0s receptores
muscarinicos, com resultados do coeficiente entre 0,01 e 0,27. Desta forma, estes

resultados ndo foram ajustados para estas co-variaveis.

Os receptores muscarinicos subtipo 1 demonstram um aumento quase
difuso, exceto pelo corte AE2. Entretanto ao analisarmos o atrio esquerdo em
conjunto (AE1 + AE2), bem como o total dos cortes, ha aumento significativo da
expressdo dos receptores muscarinicos subtipo 1. N&o houve alteracoes
significativas na variacdo da percentagem de miocardica positiva para receptor M1,
exceto no corte FP1. Tais resultados sdo apresentados na Tabela 3.17 e na Figura

11; exemplo de reacao de imuno-histoquimica aparece na Figura 12.

Tabela 3.17 - Comparacdes entre 0s grupos em relacd 0 a expressao dos

receptores muscarinicos subtipo 1 (M1).

% de miocardio positivo Variacdo de % de miocardio
Corte positivo

| (c/ FAP) 1l (s/ FAP) p-valor 1(c/ FAP) 1l (s/ FAP) p-valor

Atrio direito — parede

*
bosterior — ADL 6,47 (3,39) 2,77 (1,38) 0,001* 4,55 (4,96) 2,52 (2,20) 0,110

Atrio esquerdo — trajeto

*
edio da VoAe . apy 550 (464) 222(148) 0021*  298(306) 172(1,29) 0,189

Atrio esquerdo - na jungdo
da veia pulmonar superior 6,39 (5,30) 4,30 (4,03) 0,286 5,00 (7,45) 3,14 (3,33) 0,424
esquerda — AE2

Atrio esquerdo — cortes

*
AEL o AED 6,09 (3,61) 3,33 (2,15) 0,028* 8,57 (7,88) 5,24 (5,04) 0,213

FP atrial esquerdo superior o 4 g9 512 (0,03) 0,038* 500 (599) 1,20 (0.72) 0,041*

-FP1
Todos os cortes (4) 5,84 (2,60) 2,92 (1,31) 0,002* 6,66 (5,59) 3,63(3,53) 0,113
Dados em estimativas de porcentagens e desvio-padrédo entre parénteses. FP — “fat-pad”. | — Grupo |

com FAP e Il — Grupo Il sem FAP. * - Teste estatisticamente significativo.
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Figura 9 - Comparagoes entre os grupos em
relacdo a expressao dos receptores muscarinicos

ipol (M1
subtipo 1 (M1) W (c/FA) mIl(s/ FA)

6,47 6,39
6,09 5,84
5,15
3,33
2,92
2,12

AD1 AEl AE2 AE1+AE2 FP1 Todos os
cortes (4)

Figura 12 — Exemplo de fotomicroscopia com coloragdo para receptor muscarinico

subtipo 1. Aumento da objetiva 20x.
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Os resultados referentes aos receptores muscarinicos subtipo 2 séao
apresentados na Tabela 3.18. Houve diferenca estatistica em suas expressdes entre
os dois grupos estudados nos cortes do FP1 com aumento no grupo | (com FAP). Os

demais cortes ndo apresentaram diferencas significantes.

Tabela 3.18 - Comparacdes entre 0s grupos em relagdi o0 a expressdo dos

receptores muscarinicos subtipo 2 (M2).

% de miocardio positivo Variacdo de % de miocardio
Corte positivo

| (c/ FAP) Il (s/ FAP) p-valor | (c/ FAP) Il (s/ FAP) p-valor

Atrio direito — parede

posterior — ADL 7,38 (6,61) 6,69 (6,01) 0631 544 (6,16) 6,13(553) 0,765

Atrio esquerdo — trajeto

médio da Voae . apy 566 (355) 374(213) 0109 461(633) 275(241) 0,338

Atrio esquerdo - na juncdo
da veia pulmonar superior7,85 (4,31) 14,25 (16,88) 0,207 4,84 (2,73) 11,31 (10,76) 0,055
esquerda — AE2

Atrio esquerdo — cortes

AEL o AED 7,11 (3,58) 10,11 (10,23) 0,333 9,52 (6,22) 19,00 (18,77) 0,105

FP atrial esquerdo sUperior o .7 » 39y 363 (2,32) 0037 452 (2,77) 3.84(390) 0,611

- FP1
Todos os cortes (4) 6,77 (2,94) 7,75(5,96) 0,598 10,88 (5,06) 13,68 (15,59) 0,172
Dados em estimativas de porcentagens e desvio-padrédo entre parénteses. FP — “fat-pad”. | — Grupo |

com FAP e Il — Grupo Il sem FAP. * - Teste estatisticamente significativo.
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Os receptores muscarinicos subtipo 3 apresentaram seus resultados
conforme a Tabela 3.19. Assim como o0s receptores M2, os casos do grupo |
apresentaram aumento significativo de sua expressdo no miocardio subjacente ao

FP1. Os demais cortes nao apresentam diferenca.

Tabela 3.19 - Comparacdes entre 0s grupos em relacgd o a expressdo dos
receptores muscarinicos subtipo 3 (M3).

% de miocardio positivo Variacao de % de miocardio
Corte positivo
| (c/ FAP) Il (s/ FAP) p-valor | (c/ FAP) Il (s/ FAP) p-valor

Atrio direito — parede

posterior — ADL 43,54 (19,08) 31,05 (18,61) 0,105 16,68 (11,38) 22,96 (16,15) 0,272

Atrio esquerdo — trajeto

edio da VoAe - apy 3761 (20.97) 20,10 (18,38) 0,298 18,55 (13,64) 20,82 (14,39) 0,690

Atrio esquerdo - na
juncédo da veia
pulmonar superior
esquerda — AE2

42,38 (18,45) 46,55 (19,61) 0,582 25,53 (14,55) 17,64 (10,73) 0,130

Atrio esquerdo — cortes

AEL o AED 40,29 (18,38) 38,66 (15,52) 0,802 35,23 (14,82) 43,02 (17,03) 0,226

FP atrial esquerdo

*
superior . FP1 30,95 (13,27) 20,13 (9,58) 0,026* 28,06 (16,95) 17,97 (7,82) 0,068

Todos os cortes (4) 34,29 (10,47) 30,16 (9,44) 0,302 31,26 (12,94) 38,22 (13,21) 0,187

Dados em estimativas de porcentagens e desvio-padrédo entre parénteses. FP — “fat-pad”. | — Grupo |

com FAP e Il — Grupo Il sem FAP. * - Teste estatisticamente significativo.
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Os receptores muscarinicos subtipo 4 apresentaram somente diferenca
estatistica com aumento em suas expressdes miocardicas e nha variagdo do
percentual do miocardio positivo no grupo | nos cortes do AE1, com aumento no
grupo 1. Os demais cortes ndao apresentaram diferencas significantes, embora
houvesse tendéncia estatistica na avaliacao total dos cortes (dados presentes na

Tabela 3.20).

Tabela 3.20 - Comparacdes entre 0s grupos em relacgd o a expressdo dos
receptores muscarinicos subtipo 4 (M4).

% de miocardio positivo Variacao de % de miocardio
Corte positivo

| (c/ FAP) Il (s/ FAP) p-valor | (c/ FAP) Il (s/ FAP) p-valor

Atrio direito — parede

posterior — ADL 9,14 (5,48) 5,76 (7,48) 0,202 8,10 (4,94) 5,61 (6,99) 0,307

Atrio esquerdo — trajeto

* *
edio da Vore - apy 990 (668) 445 (457) 0023 826(806) 300(222) 0042

Atrio esquerdo - na
juncéo da veia pulmonar
superior esquerda —
AE2

7,64 (4,00) 8,42 (566) 0,689 6,03(4,65 10,92(9,89) 0,125

Atrio esquerdo — cortes

AEL o AED 8,79 (4,32) 6,77(3,66) 0,212 13,53 (8,03) 14,09 (10,32) 0,879

FP atrial esquerdo

superior  FP1 8,18 (11,73) 3,76 (1,96) 0,203 4,07 (3,67) 2,86(1,82) 0,301

Todos os cortes (4) 8,70 (4,91) 5,72(3,08) 0,0783 11,42(9,82) 8,70(6,88) 0,422

Dados em estimativas de porcentagens e desvio-padrédo entre parénteses. FP — “fat-pad”. | — Grupo |

com FAP e Il — Grupo Il sem FAP. * - Teste estatisticamente significativo.
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Ndo houve alteracdo estatisticamente significante na expressao
miocardica dos receptores muscarinicos subtipo 5 entre os grupos analisados,
conforme demonstrado na Tabela 3.21. Este resultado se deve a um grande desvio

padrdo nas observacdes em cada corte.

Exemplo da reacdo por imuno-histoquimica para o subtipo 5 dos
receptores muscarinicos € apresentado na Figura 13. Também foi observado um
padrao diferente de marcacdo para o receptor M5, aparentemente delineando os
discos intercalares. Esta alteracdo € mais evidente em cortes longitudinais a fibra

miocardica (Figura 14).

Tabela 3.21 - Comparacgdes entre 0s grupos em relagd o0 a expressao dos
receptores muscarinicos subtipo 5 (M5).

% de miocardio positivo Variacao de % de miocardio
Corte positivo
| (c/ FAP) Il (s/ FAP) p-valor | (c/ FAP) Il (s/ FAP) p-valor

Atrio direito — parede

posterior — ADL 18,94 (11,94) 14,51 (9,37) 0,303 16,12 (13,54) 18,67 (15,74) 0,662

Atrio esquerdo — trajeto

edio da VoAe - apy 1292 (11,34) 8,68(1215) 0369 840(719) 9,16(1376) 0,863

Atrio esquerdo - na
juncéo da veia
pulmonar superior
esquerda — AE2

20,93 (22,81) 18,31 (15,92) 0,738 9,69 (10,02) 17,18 (15,47) 0,158

Atrio esquerdo — cortes

AEL o AED 18,08 (16,67) 14,58 (13,18) 0,559 20,82 (17,54) 24,32 (18,65) 0,627

FP atrial esquerdo

superior  FP1 12,06 (9,32) 9,83 (10,40) 0,570 10,65 (10,41) 9,96 (10,98) 0,871

Todos os cortes (4) 16,10 (11,08) 13,35(9,69) 0,546 19,53 (18,81) 15,83 (10,65) 0,544

Dados em estimativas de porcentagens e desvio-padrédo entre parénteses. FP — “fat-pad”. | — Grupo |

com FAP e Il — Grupo Il sem FAP. * - Teste estatisticamente significativo.
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Figura 13 — Exemplo de fotomicroscopia com coloracdo para receptor muscarinico

subtipo 5. Aumento da objetiva 20x. Notar intensa marcacao.
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Figura 14 — Exemplo de fotomicroscopia com coloragdo para receptor muscarinico

subtipo 5. Aumento da objetiva 40x. Notar padréo de disco intercalado (setas).

3.2.5 Sumario dos Resultados referentes ao Sistema Nervos o Autbnomo e

Receptores Muscarinicos:

A figura 15 demonstra sumariamente o0s resultados das alteragbes
encontradas na inervacao total, simpatica e parassimpatica, bem como na expresséo

dos receptores muscarinicos no Grupo |I.
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AD1 N2 NS N N NS NS NS NS
AD2 NS N NS - - - - -
AE1 NS N NS N NS NS N NS
AE2 AN N N NS NS NS NS NS
AE3 NS N NS - - - - -
FP1 NS NS NS N N N NS NS
FP2 N NS AN - - - - -
FP3 NS NS NS - - - - -
SIv N) NS N) - - - - -

Figura 15 - Quadro resumo dos resultados na andlise das fibras nervosas e de
subtipos muscarinicos significativamente alterados nos diversos segmentos atriais
analisados. S- fibras do sistema nervoso simpatico; PS- fibras do sistema nervoso
parassimpatico; T- total de fibras nervosas; M1 a M5- subtipos de receptores
muscarinicos; M - aumento estatisticamente significante; ¥ reducdo estatisticamente
significante; NS - ndo significante estatisticamente; - corte ndo examinado.
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4. Discussao
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O presente estudo, um dos poucos da literatura a analisar
simultaneamente varios aspectos morfologicos relacionados a FAP em coracoes
humanos, objetivou descrever e analisar a relacdo desta arritmia e possiveis
alteracbes anatbmicas e micromorfolégicas do coracdo, do sistema nervoso
autbnomo cardiaco intrinseco simpatico e parassimpatico e da expressao dos

receptores muscarinicos miocardicos.

Desde as primeiras descricdes cientificas da FA no século XV, os
diversos trabalhos eram feitos de forma a descrever apenas as alteracdes de pulso
ou da ausculta cardiaca. Apenas no inicio do século XX, Einthoven comecou a
analisar as ondas de pulsos, juntamente com o0 novo registro elétrico cardiaco, o
eletrocardiograma. Isto permitiu que Hering, em 1903 interpretasse e nomeasse as
ondas f da atividade atrial durante a FA e um ano ap6s Lewis correlacionasse o0s
achados eletrocardiograficos do ritmo irregular e das alteracbes hemodinamicas
encontradas na FA%*?. Desde entdo, a procura definicdo da fisiopatologia desta

arritmia tao prevalente veio despertando a curiosidade de diversos pesquisadores.

Existem evidéncias suficientes para definir que a FA esta diretamente
relacionada as reentradas intra-atriais multiplas e continuas, tendo seu principal
determinante o comprimento de onda elétrica®!’. Este é determinado pelo produto
do periodo refratério e da velocidade de conducéo, e desta forma, diversos estudos
foram elaborados com a finalidade de definir quais fatores poderiam influenciar o
periodo refratario e a velocidade de conducdo. O presente estudo teve em seus
objetivos analisar exatamente os dois fatores morfoldégicos mais relacionados a
iniciagdo e perpetuacdo da FA: o substrato, representado nas possiveis alteraces

anatdbmicas e micromorfologicas do coracdo e a modulacdo autonémica,
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representada pelo do SNA cardiaco intrinseco simpatico e parassimpatico e a
expressdo dos receptores muscarinicos miocardicos. Desta forma, num mesmo
estudo, foram reunidos os fatores morfolégicos definidos como mais importantes na
FAP, sendo analisados em coracdes humanos em uma analise em grupos pareados

pela doenca cardiaca subjacente.
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4.1 CONSIDERACOES SOBRE A SELECAO DA AMOSTRA

Conforme descrito na figura 3, a prevaléncia de FAP apresentada nos
casos de autopsias realizadas no Laboratério de Anatomia Patolégica do
INCor/HCFMUSP, foi de 9%. Destes 112 casos de FAP analisados, 13 (11,6%)
foram incluidos no estudo para realizacdo da pesquisa. Entretanto, vale salientar a
distribuicdo aleatdria da amostra e de que apenas 9 casos (8%) foram descartados
por problemas técnicos ou de inconsisténcia de dados, demonstra uma amostra

bastante representativa da populacéo estudada.

Makino et al*®

descreveram fielmente a presenca de conexdes entre o
ligamento de Marshall e o miocardio atrial esquerdo, fibras nervosas simpaticas na
juncdo entre o atrio esquerdo e as veias pulmonares, bem como uma maior
presenca de nervos simpaticos e ganglios parassimpaticos na juncdo do seio
coronariano. Entretanto, como descrito nas limitacbes do estudo em questdo, a
presenca dos achados encontrados ndo poderia ser correlacionada com arritmias
atriais. A auséncia de um grupo controle com coracdes alterados ou portadores de

FA ndo permitiu uma analise das implicacdes fisiopatoldgicas dos achados

encontrados.

A deciséo de incluir no grupo controle coracdes com as mesmas doencas
cardiacas do grupo referéncia garantiu fazer uma analise das alteracoes
relacionadas diretamente a arritmia em questao. Isto reduziu uma possivel influéncia

das diversas cardiopatias cronicas pareadas entre os grupos nos dados analisados.
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As cardiopatias crbnicas presentes nos dois grupos estdo dentre as
principais causas subjacentes a FAP em nosso meio: isquémica, dilatada valvar,
hipertensiva, dilatada idiopéatica e chagasica, conforme demonstrado na Tabela 2.1.
Alteracbes do substrato miocardio como fibrose e desconexfes miocardicas
comumente relacionadas a FAP poderiam ser estudadas sem a possivel

interferéncia das alteracdes decorrentes da propria doenca cardiaca.

A presenca de diversas cardiopatias neste estudo se deu pela limitacéo
técnica de se obter casos da mesma cardiopatia em numero suficiente de se obter
um poder estatistico aceitavel. Além disso, esta decisdo nos permitiu analisar
alteracdes presentes na FAP em cardiopatias cronicas em geral e ndo em uma

etiologia especifica.
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4.2 ESCOLHA DOS CORTES ANATOMICOS A SEREM ESTUDADOS

Os cortes de nove diferentes localizacées do coracéo tiveram o objetivo
de aumentar a abrangéncia segmentar do estudo, permitindo tracar um mapeamento
das potenciais alteracfes que fossem encontradas. Deve-se notar que a localizacéo

dos cortes no presente trabalho néo foi aleatoria.

A parede posterior do atrio (AD1) foi escolhida por ser uma regidao dos
atrios nunca descrita como potencial para geracao de triggers ou reentradas e desta
forma serviria de um controle atrial para as observacdes realizadas. O istmo cavo-

tricuspideo (AD2) foi analisado por estar relacionado intimamente com o flutter atrial.

No atrio esquerdo, foram analisados a por¢cdo média do trajeto da VoAe
(AE1), definida em diversos trabalhos, em especial o publicado por Makino et al**
como um ligamento repleto de inervacdo cardiaca intrinseca. A juncdo do atrio
esquerdo com a veia pulmonar superior esquerda (AE2) também foi escolhida para
analise por diversas evidéncias, as mais contundentes em relacédo a este trabalho,

18
|

em especial Tan et al™ que descreveram descontinuidades e desconexdes

miocardicas com possivel potencial reentrante e Haissaguerre et al'*®?

que
demonstraram que as veias pulmonares séo a principal origem dos focos ectopicos
deflagradores da fibrilacdo atrial em humanos. Estes trabalhos citados justificaram a
escolha do AE1 e AE2 para analise da expressao dos receptores muscarinicos. A
auricula esquerda (AE3) foi estudada por sua potencial facilidade de biopsia durante

estudos de amostras em casos cirargicos, desta forma sendo analisada a

reprodutibilidade dos achados dos demais locais neste segmento atrial esquerdo.
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Os PG, representados epicardicamente pelos FP, foram demonstrados

com maior propriedade por Armour et al*®

. Assim, foram escolhidos o FP atrial
esquerdo superior (FP1) por estar intimamente relacionado com as veias
pulmonares superiores, o FP atrial direito posterior (FP2) por estar intimamente
relacionado com o no sinoatrial e o FP atrial esquerdo pdstero-medial (FP3) como
controle dos demais. Dados recentes sugerem um importante papel da inervacéo

autondmica na fisiopatologia da fibrilagéo atrial paroxistica®?!3337:38

e que as areas
circunvizinhas das veias pulmonares sdo importantes vias de inervacdo pos-
ganglionares para o atrio esquerdo®. Durante a analise da expresséo dos receptores

muscarinicos, devido a esta evidéncia, foi escolhido o FP1 para analise detalhada.

O septo ventricular (S1V) foi seccionado e estudado em sua por¢cdo medial
como controle das possiveis alteracfes estruturais encontrados nos tecidos atriais.
N&o foi incluida amostra do SIV na analise dos receptores muscarinicos por nao
haver evidéncia cientifica do papel destes na FAP localizados no miocardio

ventricular.
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4.3 ANALISE DOS RESULTADOS DAS VARIAVEIS CLINICAS,
ECOCARDIOGRAFICAS E ANATOMICAS (DRENAGEM VENOSA DO
ATRIO ESQUERDO, DIAMETRO DO ATRIO ESQUERDO, SEPTO

VENTRICULAR E FAT-PADS)

Para este trabalho, foram analisadas as caracteristicas clinicas e
ecocardiograficas classicas para o desenvolvimento da FAP a fim de reduzir
qualquer interferéncia de fatores de risco ja descritos em estudos prévios de maior
evidéncia cientifica. Os resultados da analise das variaveis clinicas e
ecocardiografica dos pacientes (pré-testes) foram como esperado na literatura, com
0 aumento do volume do atrio esquerdo no grupo portador de FAP e tendéncia a um
aumento na proporcao de pacientes hipertensos nestes mesmos individuos. Estes
dois dados, conforme descrito anteriormente, sdo observados como fatores de risco

classicos para FAP em humanos.

Os resultados referentes a drenagem venosa do atrio esquerdo e sua
relacdo com a FAP ndo demonstraram diferenca entre os grupos em nenhuma das
analises. Tal informacdo é importante por ndo haver estudos anatbmicos em
cadaveres de seres humanos a respeito desta regido na FAP. Apenas um trabalho
foi descrito com a mesma técnica utilizada, realizada pelo grupo responsavel pelo
presente estudo em 2007% em 23 coracdes humanos sem relacdo com a FAP,
demonstrando que ha aumento do OSC com o aumento do peso do coracao, porém
sem aumento da distancia da VoAe e o OSC, de cerca de 30mm, distancia

semelhante a aferida nesta pesquisa (27,7mm).
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O aumento do volume do atrio esquerdo, observado no grupo portador de
FAP, é uma variavel determinante amplamente descrita na literatura.»**" O fato de
ter sido analisado em cora¢des humanos, procedentes de necropsia e com 0 grupo
controle também portador de doenca cardiaca subjacente aumenta o significado

fisiopatoldgico deste resultado.

N&o houve diferenca entre o tamanho do FP entre os grupos estudados.
S&o poucos os estudos na literatura que tratam do tema, entretanto Batal et al®> em
um recente trabalho demonstraram uma relacdo entre FA e aumento do FP atrial
esquerdo através de angiotomografia em humanos. Por um lado, o método
anatbmico proporciona visdo direta da estrutura. Por outro lado, os autores
calcularam o volume dos FP, enquanto o presente trabalho limitou-se a uma

mensuracgao unidimensional. Assim, ainda ha indefinicdo sobre esse ponto.
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4.4 ALTERACOES ESTRUTURAIS DO MIOCARDIO ATRIAL E RE LACAO COM

FIBRILACAO ATRIAL PERMANENTE

A espessura das diversas camadas atriais foi aferida em todos os oito
cortes supraventriculares. Foi encontrada uma maior média da espessura do
endocardio nos coragcbes do grupo Il, sendo 32% mais espessa que no grupo | e
uma tendéncia desta medida da parede total do atrio ser também maior. Analisando
0os cortes separadamente, ndo houve significancia estatistica, inclusive ao
ajustarmos os resultados para as co-variaveis definidas. Isso pode ser explicado
pelo fato que nesta regido existe uma correlacdo negativa entre volume do atrio
esquerdo e a espessura do endocardio (r=-0,47), indicando que quanto maior o
volume menor a espessura. Portanto € possivel que a menor média encontrada no
grupo FA seja devida ao maior volume do atrio esquerdo neste grupo e ndo a FA em
Si.

O Unico estudo sobre a espessura da parede atrial descrito e com

relevancia metodoldgica e estatistica foi realizado por Platonov et al®

que
analisaram 298 casos de autopsias em humanos, verificando a espessura da parede
posterior do atrio esquerdo em pacientes com e sem FA, apresentando-se mais
delgada no primeiro grupo e sua analise corroborando em grande parte oS Nnossos

resultados. Porém, neste estudo nédo foi realizado ajuste para volume do atrio

esquerdo.

Diversos trabalhos sugeriram que alteracdes abruptas da orientacdo das

fibras musculares, interrupcdes, cruzamentos de fibras e bandas musculares com
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encapsulamento fibroso poderiam ser responsaveis por formacfes reentrantes nas
veias pulmonares e nas juncées com o atrio esquerdo e consequente perpetuacao
da FA 3% Também foram encontradas as mesmas alteracées na VoAe e na
juncdo com o seio coronariano®. Isso justificou que no presente tenham sido
realizadas andlises da estrutura das fibras miocéardicas nos diversos segmentos
atriais e no septo ventricular, conforme demonstrado na Tabela 3.2. Porém, nossos
resultados indicam que tais alteragbes podem apenas estar presentes
independentemente de determinarem ou aumentarem a possibilidade de arritmias
reentrantes. Apenas o grupo Il, sem FAP, apresentava aumento significativo no
percentual de cortes com cruzamento de fibras miocardicas, indicando uma possivel
desorganizacdo generalizada do tecido miocérdico atrial em coracdes doentes,
independente desta arritmia estudada. Mais ainda: na subandlise realizada nos
cortes separadamente, ndo houve qualquer significancia estatistica na amostra,
corroborando com a observacdo de que possivelmente estas alteragdes néo

contribuam diretamente com a presenca da FAP.
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45 RELACAO ENTRE FIBROSE ATRIAL E FIBRILACAO ATRIA L

PERMANENTE: CAUSA, EFEITO OU NENHUM?

Conforme descrito na Tabela 3.15, ndo houve diferenca estatistica entre
0s grupos analisados quando comparados entre o percentual de area positiva ara
colageno nos cortes miocardicos. Este resultado foi observado tanto quando
analisados todos os cortes do coracao juntos, como quando separados em cortes
atriais (AD1, AD2, AE1l, AE2 e AE3) e cortes supraventriculares (AD1, AD2, AE1,
AE2, AE3, FP1, FP2 e FP3). Também a mesma auséncia de diferencas no colageno
tissular foi observada na analise em todos os cortes separadamente, mesmo quando

corrigido para hipertenséo arterial e volume do atrio esquerdo.

Embora fosse descrito neste trabalho como fibrose miocardica, esta é
indiretamente indicada pela denominagcdo correta de aumento do colageno
intersticial no miocardio. O método morfolégico mais adequado para seu estudo € a
coloracdo pelo picrosirius (Sirius Red) sob microscopia de polarizacdo, mas foi
utilizado o tricromio de Masson pela facilidade de contraste e resolucdo da
musculatura e depdsito de colageno. Como no coragcdo humano ha pouca presenca
de proteoglicanos, podemos considerar que os resultados obtidos a partir das
observacbes em tricromio de Masson traduzem de maneira fidedigna a real

proporcao de colageno intersticial.

Em 1977, um dos primeiros artigos que descreveram associacao entre
fibrilac&o atrial, degeneracéo celular e fibrose, Thiedemann e Ferrans® relacionam a

FA a fibrose intensa encontrada nos pacientes portadores dessa arritmia, sugerindo
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que esta alteracdo provocaria reducdo na conducédo elétrica e o favorecimento de
atividade reentrante. No entanto, tal inferéncia ndo poderia ser feita em um estudo
transversal e observacional e sem grupo controle. Neste mesmo estudo, os autores
descrevem que a propria fibrilacdo atrial e sua contracdo descoordenada poderia
piorar a degeneracdo do musculo atrial; conceitos que ainda permeiam como

ddvidas entre causa e efeito 0os estudiosos no assunto.

Outros diversos estudos foram realizados apds esse descrever esta

possivel relacdo. Em 2004, Boldt et al>

referiram ter realizado o primeiro estudo a
demonstrar claramente a relacdo entre FA em humanos e uma maior expressao de
colageno 1, colageno Il e fibronectina. Foram estudados 118 pacientes, com uma
amostra tecidual do atrio esquerdo, sendo 30 pacientes com FA paroxistica isolada
(sem doenca cardiaca subjacente), 26 pacientes com FA permanente isolada, 10
pacientes com FA paroxistica e miocardiopatia dilatada valvar, 36 pacientes com
FAP e miocardiopatia dilatada valvar, 8 pacientes com ritmo sinusal e coragao
normal e 8 pacientes com ritmo sinusal e miocardiopatia dilatada valvar. Entretanto,
a andlise realizada através da coloracdo pelo picrosirius foi apenas descritiva, sem
quantificacdo. J& no presente estudo, em que foi feita a medida, ndo houve
diferengca. Além disso, na concentracdo de colageno |, analisada no trabalho
daqueles autores através de Western Blot, entre os grupos com cardiopatia valvar
com e sem FAP ndo houve diferenca estatistica, assim como entre 0 grupo com
ritmo sinusal sem cardiopatia e o0 grupo com FA permanente isolada.
Adicionalmente, os dados ndo foram ajustados para os diversos fatores de riscos

estatisticamente diferentes nos grupos, como volume do atrio esquerdo e idade.

Desta forma, a associagao declarada pelos autores baseia-se em observacdes sem
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determinacdo de causa e efeito, podendo simplesmente a fibrose intersticial
acompanhar a evolucdo da FA, e esta contribuindo para o aumento da propria
deposicédo de colageno. Em nossos dados, ndo apresentam qualquer diferenca, ou
seja, a FAP em coracfes ndo esta associada a um aumento de fibrose tecidual

atrial.
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4.6 AVALIACAO DA INERVACAO SIMPATICA E PARASSIMPATI CA DO
SISTEMA NERVOSO AUTONIMO CARDIACO INTRINSECO NA

FIBRILACAO ATRIAL PERMANENTE

Diversos trabalhos na literatura descreveram o SNA cardiaco intrinseco. A

41
|

partir dos estudos de Armour et al*3, Janes et al®® e Hopkins et al*! esta complexa

rede neuronal foi mais claramente descrita. Conforme os trabalhos eletrofisiolégicos

203438 gNA cardiaco intrinseco é de importante papel no

que se seguiram
desenvolvimento da FA, demonstrado atraves de estimulo elétrico ou por injecdo de
parassimpatomiméticos. Como descrito anteriormente, outros estudos demonstraram
gue uma alteracdo do balanco entre a funcdo simpatica e parassimpatica do SNA
esta envolvida na iniciacdo da FA e ndo somente uma ativacdo de uma ou outra

Vi 3.35-38.

O presente trabalho avaliou a presenca da inervacédo do SNA, classificada
como simpatica, representada pelas fibras nervosas TH positivas, e a inervacéo
parassimpatica, representada pela diferenca entre o total de fibras nervosas (S-100
positivas) e as fibras nervosas TH positivas. Foram avaliados 9 cortes nos 26
coracOes estudados, divididos nos dois grupos ja descritos (Tabela 3.15). Foram
encontrados dados que sugerem fibras nervosas significativamente com menor
relacdo area/nervo nas areas estudadas nos casos com FAP que nos coragcfes sem

esta arritmia. Nenhuma diferenca de concentracdo da inervacédo ou da proporcéo
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entre o sistema simpatico e parassimpatico foi detectada ao analisarmos todos os

cortes juntos.

Ao analisarmos os cortes separadamente (Tabela 3.16), observamos que
os cortes relacionados aos PG possuem uma quantidade maior de fibras nervosas,
como esperado, porém somente o FP2 apresenta uma inervacdo mais intensa as
custas do aumento do numero de fibras parassimpaticas nos coracées com FAP. O
fato do aumento proporcional das fibras nervosas, igualmente aos observados nos
FP, € observado no corte AE1, relacionado a VoAe. Em geral, os cortes atriais e do
septo ventricular apresentam reducéo da contagem geral das fibras nervosas (AD1,
SIV) com reducéo das parassimpaticas (AD1, SIV) ou aumento das fibras simpaticas
(AD2, AE1l, AE2, AE3). No corte AEZ2, intimamente relacionado a veia pulmonar

superior esquerda, ocorre aumento global da inervacdo nesta area.

Diversos trabalhos!®2442:43

relataram aumento da inervacdo cardiaca
intrinseca em regifes relacionadas eletrofisiologicamente com a FA: as veias
pulmonares, o seio coronariano e a VoAe. Seus trabalhos apenas compararam a
densidade nervosa simpatica ou parassimpatica nestas regiées ou nos PG com
outras areas miocardicas atriais. Entretanto, estas regides ja sdo descritas como
proximas de PG que por definicdo apresentam maior densidade nervosa, como foi
observado neste estudo. A questdo que deve ser respondida é se estas regides
estdo patologicamente alteradas na FA e se podem ter relagdo com esta arritmia. A
resposta obtida neste trabalho € que uma maior concentracdo de inervagao
simpatica ou parassimpatica nestas regides pode nado estar propriamente

relacionada com a FA e que apenas sdo encontrados potenciais deflagradores desta

arritmia nestas areas pela relacdo de proximidade com os PG e consequente
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ativacdo do SNA, conforme demonstrado nos estudos eletrofisiolégicos®:21:33:3%:37-40.
Porém, ndo podemos deixar de analisar as alteracbes dos achados quanto ao
aumento ou reducdo da inervacdo simpatica ou parassimpatica apresenta na FAP
em locais pouco estudados, como a parede posterior do atrio direito (AD1), no
ventriculo (SIV), na auricula esquerda (AE3) e no istmo cavo-tricuspideo (AD2). Em
geral, podemos sugerir que alteragcbes na inervacdo simpatica e parassimpatica,

tanto em termos de quantidade e proporcao entre elas (Figura 15).
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4.7 EXPRESSAO DOS DIVERSOS SUBTIPOS DOS RECEPTORES
MUSCARINICOS NO MIOCARDIO ATRIAL HUMANO E RELACAO C OM

FIBRILACAO ATRIAL PERMANENTE

Os resultados da andlise da expressao dos receptores muscarinicos em
diversos pontos do miocéardio atrial demonstraram uma distribuicdo heterogénea
entre os diversos subtipos de receptores. Foram utilizadas técnicas de analise
morfométrica computadorizada em imuno-histoquimica que permitem, além de
mostrar alteracdes na expressao dos receptores, observar sua distribuicao tecidual e
sua localizacao intracelular. Embora a expressdo morfolégica dos receptores possa
nao definir sua funcéo, permite inferir que alteragdes na sua concentracdo miocardio

indicam alteracdes de sua atividade.

Conforme descrito em material e métodos, foram utilizadas diluicdes
supradtimas para cada receptor, permitindo uma descriminacdo mais sensivel da

positividade para os anticorpos®".

A expressdo dos receptores M1 revelou-se mais significativamente
alterada entre os grupos, conforme demonstrado na Tabela 3.17 e na Figura 11.
Todos os cortes demonstraram aumento significativo do receptor, exceto o AE2. A
descricéo deste aumento de M1 no miocardio de portadores de FAP ¢ inédita e pode
estar diretamente relacionada a FAP e a contribuir na explicagdo do aumento do

tbnus simpatico reflexo. Como ja descrito anteriormente, isto se deve aos efeitos do
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M1 através da liberacdo de catecolaminas nas terminacdes nervosas simpaticas,

tendo efeito estimulatério catecolamina-dependente®.

O M2, o receptor muscarinico classicamente mais presente no miocardio,
necessitou de uma maior diluicdo (1:800) para se obter uma maior distincdo entre
sua expressdo. Também houve diferenca estatistica aumentada no miocardio atrial
relacionado ao FP1 em coracdes com FAP, entretanto nao foi observada a mesma
alteracdo nos demais cortes. Esta observacdo seguiu a tendéncia de haver maior
concentracdo da expressao dos receptores muscarinicos em areas relacionada ao

FP1.

O receptor o subtipo 3 apresentou os mesmos resultados do M2 para uma
diluicdo necesséaria menor (1:200), sendo observado aumento significativo deste nos
cortes FP1 do grupo I, com FAP. Também semelhantemente ao receptor M2, néo foi

observada a mesma alteracdo nos demais cortes.

O receptor muscarinico M4 em sua diluicdo supra-6tima (1:400)
demonstrou aumento de sua expressao estatisticamente significante nos cortes
relacionados a VoAe (AE1). Os demais cortes ndo apresentaram alteracfes entre 0s
grupos analisados. Assim como os receptores M1 e M2, os M4 j4 foram descritos em
ganglios simpaticos e podem ter acdo catecolamino-dependente como confirmado
com o receptor subtipo 1. Conforme trabalho publicado por Makino et al, a VoAe
apresenta um aumento de fibras nervosas simpaticas e ganglios parassimpaticos e

pode ter real papel ligado a expressdo aumentada destes receptores.

Dentre todos os receptores muscarinicos analisados, o M5 foi o Unico que

nao apresentou diferenca alguma entre os cortes dos grupos e sua expressao
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aparentemente néo esta relacionado a FAP. Conforme foi descrito nos resultados e
demonstrado na Figura 14, aparentemente o receptor muscarinico tipo 5 esta
intimamente relacionado aos discos intercalares, provocando uma imagem

serrilhada nos miécitos. Isto foi descrito por Wang et al*’

em um trabalho que avaliou
a expressdo dos receptores muscarinicos em quatro coracdes humanos. Embora
nao fosse objeto deste estudo, aparentemente ndo ha relacdo desta observacao e a

presenca da arritmia estudada.

Os resultados sugerem que o tecido miocardico atrial subjacente a um PG
pode estar relacionado com o aumento da expressao dos receptores muscarinicos,
com excecao do M5. Isto também aconteceu mais frequentemente com a por¢cao do

atrio esquerdo relacionada com a VoAe.

Vale notar que o M2 e o M4 inibem o canal de calcio, sendo ainda, para o
primeiro destes, descritas agfes inotropica e cronotropica. Assim, seria esperado
que estivessem diminuidos, ndo aumentados, na FAP. O mesmo nédo se aplica aos
receptores M1 e M3, que tém documentados em outros oOrgdos funcles
estimulatorias. Pouco se sabe do M5, mas este ndo mostrou diferencas entre os dois

grupos.

Trabalho anterior sugeriu que a heterogeneidade do periodo refratario
poderia ser causada pela distribuicdo irregular da concentracdo miocéardica dos
receptores muscarinicos subtipo 2*’. Conforme os resultados obtidos, ndo houve
diferencas significativas na variacdo da percentagem de area positiva nem deste
nem dos demais receptores no miocardio. Isto indica que reducdo do periodo

refratario global com aumento da heterogeneidade encontradas comumente na FAY
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aparentemente ndo esta relacionada com a variabilidade da distribuicdo de cada

receptor muscarinico.
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4.8 REFLEXOES SOBRE AS LIMITACOES DO ESTUDO

Algumas limitacdes deste estudo deverdo ser consideradas.

Quanto ao percentual de colageno intersticial para aferir a fibrose
miocardica, embora o método utilizado neste estudo seja validado, a coloracédo do

picrosirius € mais adequada e celebrada na literatura.

Embora estejam intimamente relacionadas, a inferéncia da morfologia néo
necessariamente implica em achados na fisiologia. Desta forma, embora este estudo
demonstre alteragcbes da expressdo morfologica da maioria dos receptores
muscarinicos na FAP, isto pode ndo necessariamente ser refletido na funcéo, e em

alguns casos inclusive ter resultados fisiolégicos inversos.

Apesar de ter sido realizado através de analise dos dados realizados apos
seu inicio, por ser classificado como um estudo retrospectivo ao analisar casos de
necropsia que ja haviam ocorrido, a qualidade das informacdes dos prontuéarios e
relatorios pode ser colocada em questdo. Desta forma, embora tenhamos somente
um caso sem a informacéo das co-morbidades analisadas, um estudo prospectivo

seria mais adequado, porém inviavel temporalmente.
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4.9 CONSIDERACOES FINAIS

Por se tratar de um trabalho inédito no estudo de todos os subtipos de
receptores muscarinicos em coragbes humanos na FAP, este estudo demonstrou
relacdo entre a expressao de alguns subtipos, em especial 0 M1, e a presenca desta
arritmia. Permitiu fazer algumas consideracdes importantes sobre o papel do SNA na
FAP e inclusive questionar a relacdo causal entre fibrose e possiveis alteracbes na

organizacdo miocardica estrutural dos atrios e esta arritmia.

Embora os resultados sejam contundentes quanto a expressao
miocardica dos receptores muscarinicos, esta pode nao ser correlacionada
diretamente a sua funcdo. Trabalhos adicionais quanto a atividade dos receptores
muscarinicos em cora¢des humanos poderao ajudar no estudo da fisiopatologia e do

tratamento farmacoldgico da fibrilacéo atrial permanente.

Finalmente, o desequilibrio do SNA na FA, ja demonstrado em trabalhos
experimentais anteriores, pode ser provocado por uma menor atividade da inervacéo
parassimpatica e aumento da expressdo miocardica dos receptores muscarinicos,
especialmente dos relacionados a atividade catecolamino-dependentes (M1, M2 e
M4) em regides especificas ligadas a FA (M1 e M3); podendo estas alteracdes
estarem relacionadas com a génese e perpetuacdo desta arritmia em sua forma

permanente em coragdes humanos
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5. Conclusoes

97



Ao final da analise de seus resultados, este estudo pdde concluir as

seguintes observacoes:

1. A anatomia da drenagem venosa do atrio esquerdo e o aspecto
macroscopico dos principais FP do coracdo humano ndo se
apresentam alterados na fibrilac&o atrial permanente.

2. A fibrose miocardica ndo esta alterada nos coragdes portadores de
FAP e pode ndo estar diretamente relacionada a causa da
fibrilacdo atrial permanente.

3. O SNA cardiaco intrinseco representado por suas fibras simpaticas
e parassimpatricas apresenta-se alterado numericamente e com
fibras nervosas com menor relacdo arealfibra nos coracées com
fibrilac&o atrial permanente.

4. A expressao dos receptores muscarinicos esta alterada e pode
estar relacionada com a fibrilagéo atrial permanente. Os receptores
subtipo 1 apresentam-se aumentados difusamente e os receptores
M2 e M3 estdo aumentados em &reas miocardicas relacionadas
aos FP. Os receptores M4 apresentam-se aumentados em areas
relacionadas a VoAe e o M5 néo apresenta alteragdes significativas

em sua expressao.
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ANEXO | - FICHA DO CORACAO

FICHA DO CORACAO — MACROSCOPIA

N° da Ficha: GRUPO:
Necropsia N°: /
Data da necropsia: / /20

Portador de FA Crbnica? 0O Sim O N&o
Tempo aprox: meses / [ indeterminado

Nome: Pront:

Idade: anos Sexo:OMOF Peso: Kg Altura: m

Co-morbidades: O HAS O DM O AVC prévio O Outro:

Ecocardiograma: AE: mm Septo IV: mm FE: %

Insuficiéncia diastélica: Data: / 120

Doenca Principal (laudo da necrépsia):

Medidas:
Peso do Coracéo: g Diametro do OSC: mm

Diametro do 6stio da VoAe: mm

O Nao visualizada

Distancia entre o0 OSC e a VoAe: mm
Diametro do seio coronario na drenagem da VoAe: mm
Distancia entre a valvula de Vieussens e 0 OSC : mm

O 1 cuspide / O 2 cuspides / [0 N&o visualizada

Diametro longitudinal do AE: mm Diametro transversal do AE: mm
O SIV: Septo 1V: mm
O AE1: Trajeto médio da VM O AE2: Juncéo veia pulmonar superior esquerda

O AES3: Auricula E
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Visualizacao dos FP:
O FP 1: Veia pulmonar superior esquerda-atrio: mm

O Nao-visualizado

O FP 2: Jungdo da veia pulmonar superior direita-n6 sinoatrial: mm
O N&o-visualizado

O FP 3: Juncao da veia cava inferior-atrios: mm

O Nao-visualizado
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APROVACAO DA COMISSAO CIENTIFICA DO INCOR/HCFMUSP

HC

- CIENCIA £ HEMANISMO

Mem. CC. 1273

Sao Paulo, 20 de setembro de 2007.

Ao
Dr. Paulo Sampaioc Gutierrez

Ref.: Protocolo de Pesquisa SDC 3043/07/118

A Comiss@o Cientifica do Instituto do Coragdo, APROVOU na sess@o 522/07/14 de
20.09.2007, o Protocolo de Pesquisa SDC 3043/07/118 “Implicagoes do Sistema

Nervoso Autdnomo Cardiaco e Células Tipo-Cajal na Fibrilagdo Atrial Crénica”.

Aguardar aprovacdo da CAPPesg e do financiamento para iniciar o estudo.
Solicitamos nos enviar copia da aprovacdo dos recursos solicitados a agéncia de
fomento, assim que possivel. Caso o financiamento ndo seja aprovado ou ndo
tenhamos recebido a carta de aprovacdo apds o prazo de 120 dias, o pesquisador

serd convocado pela Comissdo Cientifica para justificar-se.

Atenciosamente,

ﬂe]ma é &%Iu Fortunato

Secretdria da Comisséo Cientifica
InCor - HC.FMUSP

Obs.: Lembramos que de acordo com a Res. 196 de 10/10/96, incisos IX.1 e 2, a responsabilidade do
pesquisador é indelegavel, indeclinavel e compreende os aspectos éticos e legais e cabe ao
pesquisador apresentar o protocolo, devidamente instruido ao CEP, aguardando o pronunciamento
deste, antes de iniciar a pesquisa.
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APROVACAO DA CAPPESQ

APROVACAO

A Comissdo 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, em sessdio de 30/01/2008, APROVOU
o Protocolo de Pesquisa n°® 0890/07, intitulado: "IMPLICAGOES DO SISTEMA
NERVOSO AUTONOMO CARDIACO E CELULAS TIPO-CAJAL NA FIBRILACAO
ATRIAL CRONICA." apresentado pelo Departamento de Comissdo Cientifica

do Incor.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar & CAPPesq, os
relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugcdo do Conselho Nacional
de Saude n® 196, de 10/10/1996, inciso IX.2, letra "c").

Pesquisador (a) Responsdvel: Paulo Sampaio Gutierrez
Pesquisador (a) Executante: italo Martins de Oliveira

CAPPesq, 12 de Fevereiro de 2008

&«\*\u )
Q( «('%C’\;\z)o ’&40 /@ﬁ,ﬂn——&—-—"’
‘ ‘—‘\\6%35//0@”“, \
: / Prof. Dr. Eduardo Massad
P \ . .
3 Presidente da Comissdo de

Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa

ComissZo de Etica para Anélise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP Diretoria Clinica do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo Rua Ovidio Pires de Campos, 255, 5° andar - CEP 05403
010 - Sao Paulo — SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011 3069 6492 e-mail: cappesq@hcnet.usp.br /

secretariacappesq2@hcnet.usp.br
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FINANCIAMENTO DA FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO E STADO DE

SAO PAULO - FAPESP

FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

ADITIVO AO TERMO DE OUTORGA E ACEITACAO DE AUXILIO
PROCESSO N° 2007/56648-8

O Conselho Técnico-Administrativo da Fundacéo de Amparo a Pesquisa do Estado de Séo Paulo,
doravante denominada OUTORGANTE, resolveu alterar o Termo de Outorga inicial conforme segue,
mantidas as "Condi¢cdes Gerais de Concesséo de Beneficios" do Termo de Outorga inicial.

OUTORGADO
PAULO SAMPAIO GUTIERREZ
CPF: 006.584.868-37

INSTITUICAO
04 013 035 - INST CORACAOQO/SSSP

LINHA DE FOMENTO
AUXILIO PESQUISA - REGULAR

PROJETO

IDENTIFICACAQO E CARACTERIZACAO DA INERVACAO AUTONOMICA ATRIAL E SUAS
IMPLICACOES NA FIBRILACAO ATRIAL.

AREA PERIODO
04010000 - MEDICINA 01/03/2008 a 31/08/2010
| =
RELATORIOS CIENTIFICOS ATE: PRESTACAO DE CONTAS ATE: i
28/02/2009 30/08/2009 30/09/2010 30/03/2009 30/08/2009 30/09/2010 ‘
OBSERVACOES

- Qualquer alteracao na destinacao dos recursos concedidos, inclusive a utilizacao de saldos resultantes de diferenca entre os precos
previstos no projeto e os precos efetivamente pagos, deve ser previamente autorizada pela Outorgante. ‘
- Material de consumo (se houver): Caso sejam adquiridos materiais que nao sejam manifestamente necessarios a realizacao deste
projeto, a Outorgante podera impugnar as despesas correspondentes na prestacao de contas. |
- Imediatamente apos a apresentacao do relatorio cientifico estabelecido pela FAPESP como relatorio final, o saldo acaso existente
sera automaticamente cancelado. ‘
- O Outorgado reconhece que o auxilio concedido, nos termos aqui descritos, viabilizam plenamente a execucao do projeto, salvo
circunstancias imprevisiveis no ato da assinatura. Solicitacoes de qualquer alteracao de orcamento, exceto em casos emergenciais,. |
poderao ser apresentadas por ocasiao da apresentacao do(s) relatorio(s) cientifico(s).

- A aguisicao de material radioativo, nacional ou importado, fica condicionada a entrega a FAPESP do comprovante de registro do ‘
QOutorgado e da Instituicao na CNEN. |
- As instrucoes para a prestacao de contas deverao ser consultadas atraves do portal da FAPESP no endereco:

www.fapesp.br/formularios. 4
Outorgado Pelo &r@lhioiTeéﬁlico Adml rativo:
Data ' / [ [ D\
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NORMAS ADOTADAS

ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS. Apresentacéo de originais:

NB -1139. Rio de Janeiro, 2000.

CONSELHO NACIONAL DE SAUDE - n° 01/88: Normas de p esquisas em saude.

Bioética. 1955;3:137-54.
DeCS — Descritores em Ciéncias de Saude. 32. ed. Sao Paulo. Bireme; 1992.

UNIFORM REQUIREMENTS FOR MANUSCRIPTS SUBMITTED TO BIOMEDICAL
JOURNALS. INTERNATIONAL COMMITTEE OF MEDICAL EDITORS. Ann Intern

Med. 1997;126:36-47. Disponivel em www.icmje.org.

FEDERATIVE COMMITTEE ON ANATOMICAL TERMINOLOGY. Terminologia
Anatdmica, [Traducdo para o Portugués por CTA-SBA]. Sdo Paulo, Manole, 2001,

248p.

Inmetro - UNIDADES LEGAIS DE MEDIDA. Disponivel em

www.inmetro.gov.br/consumidor/unidlegaismed.asp

Universidade de Sdo Paulo. Diretrizes para apresentacao de dissertacdes e teses da
USP Parte IV (Vancouver). Sao Paulo:Sistema Integrado de Bibliotecas da

USP;2009.96p
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