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REsumo

Silva Junior EL. Expressdo de receptores adrenérgicos do sistema nervoso
autbnomo e dos marcadores de células tipo-Cajal na fibrilacdo atrial
permanente humana [Tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2015.

A fibrilacao atrial (FA) é a arritmia cardiaca mais comum na pratica clinica e
que apresenta a maior morbidade, principalmente com o avangar da idade.
O sistema nervoso autondmico, particularmente o  balango
adrenérgico/colinérgico, tem profunda influéncia na ocorréncia de fibrilagdo
atrial. A FA pode ser gerada e mantida por uma variedade de mecanismos
eletrofisiolégicos e uma mudanca na atividade autondmica podera afetar
cada um deles de forma diferente. Além do sistema nervoso autbnomo,
simpatico e parassimpatico, envolvidos na génese e manutencao da FA, ja é
sabido que existem varios outros fatores envolvidos e, dentre eles, as
células intersticiais tipo-Cajal (CITC), semelhantes as células intersticiais que
contribuem para a atividade motora peristaltica do trato gastrointestinal.
Essas células foram encontradas no miocardio atrial e ventricular, e
poderiam ser a origem da atividade deflagradora de focos elétricos ectopicos
geradores de FA. O presente estudo teve como objetivos analisar possiveis
alteragcdes na expressdao miocardica dos receptores [-adrenérgicos e
quantificar as células intersticiais tipo-Cajal nos atrios de coragdes humanos,
em particular, no esquerdo, e sua relacdo com a fibrilacdo atrial permanente
(FAP). Para o primeiro objetivo, foram estudados 19 casos de coracdes de
autépsias de portadores de FAP e cardiopatia crénica definida (grupo ), e 19
coragoes pareados com as mesmas cardiopatias, porém sem evidéncias de
qualquer arritmia supraventricular (grupo Il). Foram ressecadas uma amostra
no teto do atrio direito, duas no atrio esquerdo, e uma em terminagao
nervosa envolvida em tecido gorduroso no epicardio do atrio esquerdo (fat-
pad). A expressdao miocardica dos receptores [(-adrenérgicos 1 a 3 e da
quinase-5 do receptor adrenérgico acoplado a proteina G (GRKS5) foi
avaliada pela proporgao positiva no miocardio nos cortes citados. Nao houve
diferengca estatisticamente significante entre os dois grupos quando
analisamos a expressao dos receptores adrenérgicos (B-1, B-2, B-3 e
GRKS), independentemente do uso ou nado de B-bloqueador. Para o
segundo obijetivo, foram estudados 6 casos de coragdes de autdpsias de
portadores de FAP e cardiopatia cronica definida (grupo 1), e 6 coragdes
pareados com as mesmas cardiopatias, porém sem evidéncias de qualquer
arritmia supraventricular (grupo Il). As CITC foram avaliadas na regido média
da parede diafragmatica do atrio esquerdo. Nao houve alteragdes
estatisticamente significantes entre os grupos estudados, quando avaliamos
o nimero de células positivas no miocardio pela area do miocardio em mm?,
o0 numero de células positivas no corte inteiro pela area do miocardio em



mm? ou o nUimero de células positivas no corte inteiro/area do corte inteiro
em mm?, seja em relagdo a cada corte individualmente, ao atrio esquerdo
isoladamente e a todos os cortes juntos. Em conclusédo, nem alteragdes na
expressao de receptores beta-adrenérgicos nem a presencga de células tipo-
Cajal parecem ter maior papel na patogénese da fibrilagdo atrial
permanente.

Descritores: Fibrilagdo atrial; Sistema Nervoso Auténomo; Receptores
Adrenérgicos; Células Intersticiais de Cajal; Imuno-histoquimica; Patologia;
Humano.



SUMMARY

Silva Junior EL. Expression of autonomic nervous system adrenergic
receptors and markers of interstitial Cajal-like cells in human permanent atrial
fibrillation [Thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo”; 2015.

Atrial fibrillation (AF) is the most common cardiac arrhythmia in clinical
practice, presenting the highest morbidity, especially with advancing age.
The autonomic nervous system, particularly the adrenergic/cholinergic
balance, has a profound influence on the occurrence of AF. AF can be
generated and maintained through a variety of electrophysiological
mechanisms, and a change in autonomic activity may affect each of
mechanism differently. In addition to the autonomous, sympathetic, and
parasympathetic nervous systems involved in the genesis and maintenance
of AF, there are several other factors known to be involved, including the
interstitial cells of Cajal (ICCs), similar to the interstitial cells that contribute to
the peristaltic motor activity of the gastrointestinal tract. These cells were
found in the atrial and ventricular myocardium, and could be the source of the
triggering activity of ectopic electrical foci that generate AF. In the present
study, we aimed to analyze the possible changes in the myocardial
expression of B-adrenergic receptors and to quantify ICCs in the atria of
human hearts, in particular in the left atrium, and its relation with permanent
AF (PAF). For the first objective, we studied 19 hearts from autopsies of
patients with PAF and defined chronic cardiomyopathy (group 1), and 19
paired hearts with the same cardiomyopathy but without evidence of any
supraventricular arrhythmia (group Il). A tissue sample from the ceiling of the
right atrium, two from the left atrium, and one from the nerve ending involved
in the adipose tissue in the epicardium of the left atrium (fat pad) were
resected. The myocardial expression of B-adrenergic receptors 1 and 3, and
of the G protein-coupled receptor kinase 5 (GRK5) was assessed according
to the positive proportion in the myocardium in the mentioned sections. There
was no statistically significant difference between the two groups in the
expression of adrenergic receptors (B-1, p-2, -3, and GRKS5), regardless of
the use or nonuse of B-blockers. For the second objective, six hearts from
autopsied patients with PAF and defined chronic cardiopathy (group |) were
studied, along with six paired hearts with the same cardiopathies but without
evidence of any supraventricular arrhythmia (group Il). The ICCs were
evaluated in the middle region of the diaphragmatic wall of the left atrium.
There were no statistically significant changes between the groups when we
evaluated the number of positive cells in the myocardium by area of the
myocardium in mm?, the number of positive cells in the full section by area of
the myocardium in mm? or the number of positive cells in the full
section/area of the full section in mm?, be it in relation to each section



individually, the left atrium alone, or all sections together. In conclusion,
neither changes in the expression of B-adrenergic receptors nor the presence
of ICCs seem to have a large role in the pathogenesis of permanent AF.

Descriptors: Atrial fibrillation; Autonomic nervous system; Adrenergic
receptors; Interstitial cells of Cajal; Immunohistochemistry; Pathology;
Human.
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1 Introducéo 2

1  INTRODUGAO

Dentre as arritmias com implicagdes clinicas e que necessitem de
tratamento especifico, a fibrilagao atrial (FA) € a mais frequente e com maior
morbidade. Em todos os paises, a prevaléncia da FA dobra a cada aumento
de década, a ponto de cerca de 8% a 10% dos pacientes que tém 80 anos
venham a apresentar FA', especialmente os do sexo masculino. Entretanto,
a incidéncia desta arritmia ndo aumenta progressivamente s6 com a idade,
mas também com a sobrevivéncia cada vez maior de individuos com
cardiopatias diversas?.

A FA é dindmica e quase sempre associada a outras comorbidades
clinicas, em especial: hipertensao arterial sisttmica (HAS), doencga arterial
coronaria (DAC), doenca valvar, principalmente mitral, insuficiéncia cardiaca
(IC), sindrome metabdlica (SM), incluindo obesidade e apneia do sono. Além
disso, sabemos que a FA pode provocar IC e vice-versa, € ambas
aumentam sua incidéncia e prevaléncia com a idade. O risco relativo de
fibrilacao atrial se desenvolver em pacientes com insuficiéncia cardiaca, no
estudo de Framingham, foi de 4,5 e 59 em homens e mulheres,
respectivamente®. De todos os homens que desenvolveram FA em 38 anos
de seguimento, 20% tinham IC congestiva no inicio do estudo. Middlekauff et
al. relataram uma prevaléncia de 15% a 30% de FA em pacientes com IC*.
Percebe-se, portanto, que o continuo aumento das proporgdes de idosos,
que se observa nas sociedades mais desenvolvidas, € um fator propicio para
que a incidéncia destas duas entidades clinicas continue aumentando, uma

alimentando a incidéncia da outra.



1 Introducéo 3

1.1 Revisao da literatura
1.1.1 Definicao e historia

A fibrilacdo atrial € definida como uma taquiarritmia supraventricular
nao dependente do ndédulo atrioventricular (AV), caracterizada por ativagao
atrial cadtica, ndao coordenada e com consequente deterioracdo da fungéo
mecanica atrial. Essa ativagao atrial desorganizada é transmitida para os
ventriculos de forma irregular, provocando respostas ventriculares
irregulares e que sao rapidas quando a condugdo AV esta intacta. A
magnitude da resposta ventricular dependera das propriedades
eletrofisiolégicas do nodulo AV e de outros tecidos de condugao, do ténus
vagal e simpatico, da presenca ou nao de vias acessérias e da agédo de
drogas”.

O eletrocardiograma (ECG) caracteriza-se por rapidas oscilagdes ou
ondas fibrilatérias que variam em amplitude, forma e frequéncia, e que
substituem as ondas “P”°°.

A descrigdo citada como a mais antiga de FA é a do médico imperador
que viveu na China no periodo de 1696 a 1598 a.C., Huang Ti Nei Ching Su
Wen, colhida da obra The Yellow Emperor’s Classic of Internal Medicine’.
Porém, cientificamente, a FA comeca a ser conhecida a partir do século XV,
inicialmente como “Palpita¢des revoltosas” e, posteriormente, como delirium
cordis e pulsus irregularis perpetuus®, observando-se que sempre o pulso

irregular fora associado a doenca valvar mitral e a faléncia cardiaca.

1.1.2Epidemiologia

A FA é a arritmia sustentada mais comum na pratica clinica. Sua
prevaléncia na populagdo geral oscila entre 0,4% e 1%, aumentando
proporcionalmente com a idade, de modo que cerca 8% das pessoas aos 80
anos apresentam essa arritmia®. A relagdo entre idade avancada e fibrilagdo
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atrial se da particularmente pelo maior desarranjo estrutural, histolégico e
elétrico do miocardio atrial, que predispde a condugao lenta e ao bloqueio
unidirecional do impulso elétrico, facilitando a reentrada, o que gera a FA3,
Além disso, a idade avancada, frequentemente, estd associada a
hipertensdo arterial e/ou insuficiéncia coronariana, aumentando a
instabilidade atrial, com surgimento de arritmias atriais, sejam ectopias
sejam taquicardias atriais, levando ao remodelamento elétrico no atrio
resultando em FA®. Aproximadamente um tergo das internagdes por arritmia
tem como causa a FA'’. Apenas nos Estados Unidos e na Unido Europeia,
avalia-se a existéncia de 2,2 milhdes e 4,5 milhdes de pessoas acometidas
por essa doencga, respectivamenteg. No Brasil, estimam-se cerca 1,5 milhdes
de pessoas com FA®, constituindo-se na quinta principal causa de internagéo
hospitalar no Sistema Unico de Saude (SUS)". Caso a incidéncia desta
arritmia se mantenha nas taxas atuais, estima-se que, em 2050, existirao,
aproximadamente, 16 milhdes de norte-americanos afetados por essa
enfermidade.

A incidéncia da FA é menor que 1% até a idade 60 anos, chegando a
3% a 5% entre 60 e 65 anos e a 10% em pacientes da faixa etaria dos 80
anos. 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®. Outro estudo ainda demonstrou uma maior prevaléncia em
mulheres idosas, com 60% dos casos em pacientes acima de 75 anos’™.

A epidemiologia da FA é importante devido a sua alta morbidade e
mortalidade. Esta arritmia esta relacionada com um risco 5 vezes maior de
eventos tromboembodlicos, tendo como sua principal complicacdo o AVC e 4
vezes de insuficiéncia cardiaca com consequente maior mortalidade; além
de estar relacionada com o aumento dos disturbios da cognicédo e do indice

de internacdes™.
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1.1.3 Patogenia

A FA é uma arritmia complexa, diversa e que deriva de eventos
deflagradores, perpetuadores, facilitadores e predisponentes. A sequéncia
destes eventos € dificil de determinar e pode variar de acordo com as
diversas etiologias e formas clinicas da arritmia. Na década de 90, a
fisiopatologia da FA baseia-se em reentradas intra-atriais multiplas e
continuas®. Em 1997, Haisaguerre et al. descreveram, pela primeira vez, o
inicio da FA paroxistica causada por foco ectopico disparando em areas
focais procedente do interior das veias pulmonares (VP)'. A génese e
manutengdo da FA ainda é fonte de diversos estudos atuais da literatura,
mas varios fatores sao implicados e diversas areas sao apontadas como
focos ectopicos de sua origem (disparadores ou triggers)'®"’. Alteragdes no
substrato miocardico susceptivel seriam os responsaveis pela manutencao
do ritmo cadtico''®. Embora a fibrose tenha sido considerada por muitos

2021~ astudos

autores como associada pela heterogeneidade da condugao
mais recentes vém mostrando que ela ndo € maior que a encontrada nas
mesmas doencas em pacientes sem FA?*?_ Os dados de Oliveira et al.
indicam, ainda, que a anatomia e a disposi¢ao das fibras musculares atriais,
também consideradas anteriormente como ligadas a essa arritmia, nao
parecem estar relacionadas a fibrilagao atrial permanente (FAP) nos grupos
estudados®*.

A ablagdo 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, possivelmente com origem fora das veias pulmonares®. A
parede posterior do atrio esquerdo, a veia cava superior, seio coronario, a
crista terminalis e o ligamento de Marshall podem também estar envolvidos

neste processo'®%%%7,
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1.1.4Causas

Doencgas cardiacas podem causar fibrilacdo atrial devido a formagao do
substrato arritmogénico que gera e mantém a arritmia. O aumento do
tamanho dos atrios, particularmente o atrio esquerdo (AE), secundariamente
a HAS, por exemplo, aumenta o risco de surgimento da arritmia por
aumentar a quantidade de tecido para acomodar o circuito reentrante. Ja se
demonstrou que, para que a FA se mantenha, é necessaria uma quantidade
de massa atrial®. As condigdes a seguir, expostas no Quadro 1,
concomitantes podem provocar ou facilitar a progressao da FA, e devem ser

registradas e tratadas adequadamente:

Quadro 1 - Condi¢des associadas a fibrilagéo atrial

Causas Cardiacas Causas Extracardiacas

Valvulopatia mitral Consumo de alcool

Hipertensao arterial sistémica* Dispepsia

Disfuncao sinusal Envelhecimento (apoptose)

Cardiopatia congénita (CIA)

Idiopatica

Insuficiéncia cardiaca

Tireotoxicose

Cardiomiopatia

Pratica de esporte

Miocardites Apneia do sono*
Pds-operatdrio de cirurgia cardiaca Obesidade*
Sindrome de Wolff-Parkinson-White Diabetes*

Pericardites

Drogas ilicitas

Individuos com marca-passo VVI

Corticosteroide

Raiva

Envenenamento

Neoplasias (tratamento)

CIA = Comunicagao interatrial
* Sindrome metabdlica
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1.1.5Classificacao

A FA é uma doencga crbnica evolutiva, sendo a sua atual classificagao
proposta pelas Diretrizes Brasileiras de Fibrilagdo Atrial®, editadas pela
Sociedade Brasileira de Cardiologia, baseando-se no aspecto temporal e
pode ser divididas em cinco tipos de FA abrangendo a sua progressao
desde episodios nao diagnosticados, passando pelo primeiro diagnostico, e
por episddios paroxisticos pouco frequentes, até a FA persistente de longa

duracao e, por fim, FA permanente.

. A FA inicial corresponde ao primeiro episodio diagnosticado de
FA, independentemente da duragédo da arritmia ou da presenca e
gravidade dos sintomas relacionados com a FA.

. A FA paroxistica € autolimitada, termina, em geral, dentro de 48
horas apds seu inicio, podendo ou ndo apresentar recorréncias.
Embora a FA paroxistica possa durar até 7 dias, as primeiras 48
horas sdo clinicamente relevantes, dado que, decorrido este
periodo, a probabilidade de reversao espontanea é baixa.

. A FA persistente esta presente quando ha episoédio que dura mais
de 7 dias ou tem de ser terminado por cardioversdao, quer
farmacoldgica quer elétrica (CVE).

. A FA persistente de longa duragao tera persistido durante um ano
ou mais até se decidir adotar uma estratégia de controle do ritmo.

. A FA permanente € aquela em que as tentativas de reversao ao
ritmo sinusal falharam ou quando o doente (e/ou 0 médico) aceita
a presenca da arritmia e faz a opg¢ao por nio tentar a reversio da

arritmia, por quaisquer meios.

Finalmente, o fator primordial para que a FA se origine e se perpetue é
a perda da homogeneidade elétrica e anatdbmica atrial. Com isso, altera¢des
morfolégicas, tais como cardiopatias crénicas, aumento atrial, e, ainda,

alteragdes eletrofisioldgicas, como presengca de ftriggers e atividades



1 Introducéo 8

reentrantes, promovem a FA. Estes podem estar associados ou modulados
por outros fatores a serem descritos posteriormente, como o sistema
nervoso autdnomo (SNA) ou as células intersticiais tipo-Cajal (CITC).

Dada a relevancia do tema e devido as recentes descobertas do papel
da inervacao autonémica e das CITC, é importante a realizacdo de estudo
para avaliar eventual papel do SNA simpatico e das CITC na fibrilagao atrial
em coragdes humanos. Vale salientar que diversos artigos sobre a inervagao
autonémica cardiaca foram publicados, entretanto, o reduzido numero de
estudos em pecas anatdbmicas humanas na literatura mundial enfatiza a
importancia desta pesquisa. Em relacdo as CITC que possuem poucas
publicagdes na literatura da presenga em coragdes humanos, necessitam-se
de mais pesquisas para a sua consolidacgao.

Esse estudo analisou dois temas que poderiam estar relacionado a
fibrilacdo atrial permanente, como cada tema possui sua individualidade,
assim, dividimos a dissertacao desta tese em de duas partes:

Parte I: 0 estudo imuno-histoquimico dos receptores adrenérgicos.

Parte Il: o estudo imuno-histoquimico das células intersticiais tipo-Cajal
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2 PARTE |- RECEPTORES ADRENERGICOS

2.1 Introducao
2.1.1 0 papel do sistema nervoso autonomo na FA

A fibrilagéo atrial € a arritmia complexa, com muitos mecanismos, entre
0s quais podemos citar as alteragdes na eletrofisiologia celular e no SNA. A
FA necessita de um gatilho para a iniciacdo e de um substrato favoravel para
a manutencgao. Apods o inicio da FA, as propriedades elétricas e estruturais
atriais sdo alteradas de uma forma que promovam a sua propria manutencao
elou recorréncias. E provavel que nenhum mecanismo fisiopatolégico Gnico
seja suficiente para criar substrato adequado, e sim a combinagdo de
mecanismos € necessaria para criar condi¢ées para a génese e manutengao
da FA.

O SNA cardiaco intrinseco € uma rede neural composta de neurénios,
fibras nervosas, nervos e plexos ganglionares (PG), simpaticos e
parassimpaticos, encontrados no coracéo 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?.

Os PG sao pontos de convergéncia tipicamente encontrados em
concentragbes de gordura epicardica, conhecidos como fat-pads (FP). Os
FP descritos no coragcdo humano estdo localizados na juncdo da veia
pulmonar superior esquerda com o atrio esquerdo (AE) (PG atrial esquerdo
superior), na jungado da veia pulmonar superior direita com o AE se
estendendo até o no sinoatrial (PG atrial direito posterior) e na jungédo da
veia cava inferior com o atrios (PG atrial esquerdo péstero-medial)®®. Outros
PG também séao descritos: atrial direito superior, atrial direito posterior, atrial
esquerdo postero-lateral, adrtico direito, adrtico esquerdo, adrtico posterior,
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aortico anterior, descendente anterior, descendente posterior, marginal

direito agudo e marginal obtuso? (Figuras 1 e 2).

OF Atrial Esquerdo
Postero-lateral

PG Obtuso Marginal

4 Postero-medial
Vel

Figura 1 — Desenho do aspecto posterior de um coragdo humano e os
plexos ganglionares (amarelo). VCI: veia cava inferior, VCS: veia cava
superior, VE: ventriculo esquerdo, VD: ventriculo direito. Imagem cedida por
Oliveira et al.*® e adaptada de Armour et al.*°.
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GP Adrtico

GP Atrial Direito Superior

GP Obtuso Marginal i 4GP Marginal Agudo Direito

GP Atrial Esquerdo
Superior

GP Atrail Esquerdo Postero-
lateral

GP Atrial Esquerdo Postero-medial

GP Péstero-inferior

Figura 2 - Desenho do aspecto superior do coragdo humano e os plexos
ganglionares (amarelo). VCI: veia cava inferior, VCS: veia cava superior, VE:
ventriculo esquerdo, VD: ventriculo direito. Imagem cedida por Oliveira et
al® e adaptada de Armour et al.*°.

O SNA é didaticamente divido em simpatico e parassimpatico, e suas
alteragdes influenciam nas propriedades eletrofisiolégicas atriais. Em
individuos com doenca cardiaca estrutural, a FA ¢é frequentemente
relacionada ao simpatico, enquanto que, em pacientes sem doenga cardiaca
estrutural, parece ser mediada pelo vago®'. A interagdo entre as estruturas
nervosas e midcitos atriais provavelmente desempenha um papel na
geragdo de atividades ectopicas, possivelmente devido a uma descarga
paroxistica do SNA, mas os mecanismos exatos pelos quais os focos
arritmogénicos sado acionados permanecem uma incognita. Estudos
anteriores demonstraram que o SNA cardiaco desempenha um papel critico
na dinamica de iniciagdo e manutengdo da FA®%. Alteracdes do tdnus
autondémico, envolvendo o sistema nervoso simpatico e parassimpatico,
estdo relacionadas ao inicio paroxistico da FA**, devido a hiperatividade do
SNA cardiaco intrinseco, o que provoca a liberacdo de uma quantidade
excessiva de acetilcolina e catecolaminas, e pode levar a focos disparadores

rapidos originados ou nao nas VP, Tan et al*® relataram que nervos
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simpatico e parassimpatico estdo localizados dentro das veias pulmonares
humanas. Eles descobriram que as descargas simpaticas e vagais
simultaneas foram os gatilhos mais comuns de taquicardia atrial paroxistica
e fibrilagdo atrial, e demonstraram que a presenca de descontinuidades da
musculatura cardiaca na jungdo entre as VP e o AE poderia promover
atividade de reentrada®. Alteracbes do sistema nervoso autbnomo, como
aumento do ténus simpatico ou perda do tbnus vagal tém sido observadas
antes de FA paroxistica no pds-operatorio®, de flutter atrial® e FA
paroxistica que ocorre no sono®, enquanto que uma mudanca na diregdo
contraria, ou seja, a predominéancia vagal, foi observada em pacientes jovens
com FA isolada®. A estimulagao atrial rapida provoca remodelamento neural
significativo caracterizado por aumento heterogéneo de inervagéo®
simpatico e crescimento extenso do nervo*'. Estes resultados suportam a
hipotese de que a atividade SNA é importante na geracao de FA. Sharifov et
al. relataram que a infusao do isoproterenol combinado a acetilcolina € mais
eficaz do que a acetilcolina sozinha na indugdo de FA*’. Estes resultados
sugerem que a descarga simultanea simpatovagal modula as caracteristicas
eletrofisiolégicas das células atriais (duragdo do potencial de acéo,
refratariedade e velocidade de condugado), sendo particularmente pro-
fibrilatéria****. Ng et al. sugerem que a remodelacdo autonémica pode
também desempenhar um papel importante na criacdo de substrato de FA*°.
Oliveira demonstrou que o SNA cardiaco intrinseco representado por suas
fibras simpaticas e parassimpaticas apresenta-se alterado numericamente e
com fibras nervosas com menor relagao areal/fibra nos coragdes com FA
permanente e que a expressao dos receptores muscarinicos esta alterada, e

pode estar relacionada com essa arritmia®.

2.1.2Receptores adrenérgicos

Os receptores B-adrenérgicos do miocardio desempenham um papel
importante na regulagéo da fungao cardiaca. Eles fazem parte da familia dos
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receptores acoplados a proteina G, que respondem a diferentes
neurotransmissores. Eles mediam o sinal do transmissor dentro da célula.
Em todas as células-alvo do sistema [-adrenérgico, integram um sistema
proteico ternario: o receptor de superficie, a enzima adenilciclase e a
proteina G. Os receptores B-adrenérgicos controlam a atividade da enzima
adenilciclase (via proteina G), alterando a concentragao intracelular de AMP
ciclico. Na superficie celular, apds ocorrer ocupagéao do sitio de acoplamento
dos receptores [-adrenérgicos pelos neurotransmissores*®, um sinal
intracelular é produzido, sob regulagdo das proteinas G. Estas proteinas
(GMP-dependentes) sdo substancias que realizam o acoplamento dos
receptores de superficie a enzima adenilciclase. A proteina G pode exercer
atividade estimulatéria (Gs) ou inibitéria (Gi) sobre a unidade catalitica da
adenilciclase. O efetor do complexo é a prépria enzima adenilciclase, que é
capaz de converter o ATP em AMPc. Este tem a capacidade de ativar a
proteina quinase e, com isso, promover a fosforilagdo de estruturas-alvo
dentro da célula, regulando os fluxos de calcio e sua ligagao aos receptores
intracelulares. Por fim, as propriedades elétricas e mecanicas no miocardio
se alteraram influenciando o cronotropismo, o inotropismo e o lusitropismo*’.

Ahlquist foi o primeiro a diferenciar os receptores adrenérgicos
farmacologicamente em a e [B. Posteriormente, foram distinguidos em
subtipos a-1, a-2, B-1 e (-2 utilizando agonistas e antagonistas
adrenérgicos*®). Atualmente, existem trés subtipos diferentes de receptores
B—adrenérgicos, que sao os B-1, B-2 e B-3, e, nos ultimos anos, tem-se
mostrado farmacologicamente que um quarto B-adrenérgico pode existir. Em
coragdo humano, o receptor adrenérgico predominante é o -1 com uma
relagao B-1/B-2 de 70-80%: 30-20% no ventriculo e no atrio humano, a
proporcdo é de 60-70%: 40-30%***°. Ambos os receptores B-1 e B-2 sdo
acoplados a proteina-Gs e a estimulacido dos receptores provoca uma
elevagdo do segundo mensageiro AMPc, promovendo o efeito inotropico e
cronotropico positivo no miocardio induzido por catecolaminas enddgenas,

tais como adrenalina e noradrenalina®’.
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2.2 Obijetivo

Descrever e quantificar possiveis alteragcbes na expressao miocardica
dos receptores adrenérgicos nos atrios de coragées humanos, em particular,

no esquerdo, e sua correlacdo com a fibrilacdo atrial permanente.

2.3 Casuistica e Método

2.3.1 Definicao e desenho do estudo

Trata-se de um estudo retrospectivo, observacional, analitico e
transversal, tipo caso-controle, realizado em coragdes humanos, por meio da
analise de dois grupos com o estudo imuno-histoquimico dos receptores —
adrenérgicos, com intuito de descrever e analisar possiveis relagdes com a
FAP.

Foram estudados ao total trinta e oito cora¢des de cadaveres humanos,
procedentes de necropsias realizadas no Laboratério de Anatomia
Patoldgica do Instituto do Coracao do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (InCor/FMUSP), durante o periodo
compreendido entre os anos de 2002 e 2011. A selegdo dos casos foi
realizada retrospectivamente obedecendo aos critérios de inclusdo e

exclusdo que serdo apresentados abaixo.

2.3.2Critérios de inclusao

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

ou escrito e descri¢ao do laudo de necropsia;
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° Coragdes com menos de cinco anos de preservagao em formol a
10%.

2.3.3Critérios de exclusao

Os critérios de exclusao utilizados:

o Pacientes previamente submetidos a procedimentos que
promovam alteragdes estruturais no coracédo que prejudiquem sua
avaliacao;

o Coragdes com cortes que prejudiquem a analise adequada da
peca;

o Cardiopatias congénitas.

Os coragdes foram divididos em dois grupos com o intuito de reduzir os
vicios de sele¢cdo e aumentar o poder do estudo de detectar alteragdes
exclusivamente envolvidas na FA. No Grupo |, foram selecionados dezenove
coragbes de cadaveres humanos, acima de 18 anos, com historia de
fibrilacdo atrial permanente descrita e documentada em prontuario, sendo
por meio de eletrocardiogramas prévios ou Holter de 24 horas e cardiopatia
cronica. E, no Grupo Il, dezenove coragbes cadaveres humanos, acima de
18 anos, sem fibrilacdo atrial descrita ou documentada em prontuario, ou
seja, na historia clinica, em eletrocardiogramas prévios ou ao Holter de 24
horas, e que 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 numero de coragdes envolvidos
no estudo, bem como, avaliar a presenca das possiveis alteracbes a serem
encontradas, considerando as diversas cardiopatias estruturais
selecionadas. Para tal, foram revistos os prontuarios eletrénicos (Sistema
SI3), digitalizados e escritos dos pacientes, bem como, a descrigao do laudo
de necropsia e definida a FA permanente como descricdo com duracio

acima de dois anos antes do oObito do paciente. Foram definidas como
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cardiopatias estruturais as cardiopatias crénicas conforme classificacdo da |l

Diretriz Brasileira de Cardiopatia Grave®?

2.3.4Dados dos pacientes

Na revisao dos prontuarios dos pacientes, foram coletadas as variaveis
demograficas, clinicas e ecocardiograficas que pudessem contribuir na

fisiopatologia da fibrilagao atrial, apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Comparagdes entre os grupos em relagdo as caracteristicas
demograficas e clinicas dos pacientes.

Grupo
Variaveis I (com FAP) Il (sem FAP)
(n=19) (n=19)
Sexo —n (%)
Masculino 09 (47,4) 11 (57,9)
Feminino 10 (52,6) 08 (42,1)
Idade (anos) — média (dp) 72 (14,7) 66 (10,3)
Etiologia — n (%)
Isquémica 7 (36,8) 7 (36,8)
Dilatada Valvar 4(21,1) 4(21,1)
Hipertensiva 3 (15,8) 3 (15,8)
Dilatada Primaria 2(10,5) 2(10,5)
Chagasica 3 (15,8) 3 (15,8)
Diabetes Mellitus — n (%) 5 (26,3) 5 (26,3)
Hipertensao Arterial Sistémica — n (%) 12 (63,1) 12 (63,1)
Doenga Arterial coronariana - n (%) 08 (42,1) 10 (52,6)
Infarto do Miocardio* - n (%) 05 (26,3) 10 (52,6)
Insuficiéncia Cardiaca - n (%) 16 (84,2) 17 (89,5)
Diametro do AE*** (cm3) - média (dp) 47,37 (6,55) 45,57 (7,32)
Fracdo de eje¢cao*** — média (dp) 37,89 (7,79) 35,73 (6,65)

dp=desvio padrao; *Infarto agudo ou prévio; ***medida pelo ecocardiograma.
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Para a avaliagdo dos receptores [-adrenérgicos, existe uma questao
adicional: se o uso de farmacos B-bloqueadores poderia interferir em sua
expressdo. Assim, foi, também, anotado se os pacientes estavam em uso de

tal classe de medicamentos.

2.3.5 Amostragem dos coracoes

De cada coragao, foram feitos quatro cortes, sendo dois cortes do atrio
esquerdo: AE1- no trajeto médio da veia obliqua do atrio esquerdo (VoAE); e
AEZ2- na jungao da veia pulmonar superior esquerda com o AE, e um no fat-
pad atrial esquerdo superior (FP1) e um no atrio direito (na parede posterior
— AD1). A escolha se deu porque ha evidéncias cientificas de que tais
regides do atrio esquerdo sao relevantes na FA. Ja a decisdo de analisar a
parede posterior do atrio direito foi de ter uma referéncia ao atrio esquerdo e
observar se as possiveis alteragdes eram somente encontradas em areas ja
determinadas como foco de origem e perpetuagdo da FA ou se seriam

alteragdes difusas nos atrios.

2.3.6 Processamento histolégico

Apos processamento histolégico habitual com embebigdo em parafina,
cortes sucessivos de 4 micrOmetros de espessura das amostras teciduais
foram submetidos a reag¢des de imuno-histoquimica, conforme sera descrito
adiante, para analise dos receptores adrenérgicos presentes no miocardio.

Todos os quatro cortes de todos os coragdes foram analisados por esta
técnica. Qualquer corte que tenha apresentado problemas na analise de sua
arquitetura foi descartado e, na impossibilidade de ter sido realizado um

novo do mesmo coragao, este foi considerado nulo.
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2.3.7Técnica de imuno-histoquimica

Das amostras teciduais previamente parafinadas em blocos, foram
realizados os cortes de 4um de espessura e colocados em laminas
silanizadas (Sigma Chemical Co.; St. Louis, Missouri, EUA) em suporte
adequado. O processo de desparanifinizagao foi feito ao colocar as laminas
em xilol quente, em estufa a 60 — 65° C, durante 10 minutos e passadas
rapidamente em 3 banhos de xilol frio. Para hidratacdo dos cortes, as
ldminas foram colocadas em dois banhos de alcool absoluto, um banho de
alcool 95° e um banho de alcool 70°. Em seguida, foram lavadas em agua
corrente, agua deionizada e deixadas em tampao fosfato pH 7,4. O préximo
passo foi a recuperagcdo dos sitios antigénicos realizada em panela de
pressédo (Pascal, Dakocytomation, Model: 2800, USA) a 125°C por 1 minuto
e pressao de, aproximadamente, 25mmHg em alta temperatura. O tampao
de recuperagao utilizado foi uma solugao de acido citrico 10 mM PH 6,0. O
bloqueio da peroxidase enddgena presente nas hemacias foi feito com agua
oxigenada 10 volumes (3%). O bloqueio das proteinas inespecificas foi feito
com imersao das laminas em caseina diluida em tampao fosfato pH 7,4
(Synth, Sao Paulo, Brasil) por 5 minutos em temperatura ambiente. As
laminas foram incubadas com os anticorpos primarios diluidos em 1% de
albumina de soro bovino (BSA) por 24 horas a 4°C e, posteriormente,
incubados com o anticorpo secundario SuperPicture Polimero HRP
Conjugado (Invitrogen, Carlsbad, CA) e utilizado como cromoégeno
Diaminobenzidina (DAB) (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Alemanha).
Posteriormente, ocorreu a contracoloragdo com Hematoxilina de Harris
(Merck, Darmstadt, Alemanha) para todos os casos.

Foram utilizados os seguintes anticorpos com as respectivas diluigdes:
receptor B-adrenérgico tipo 1 1:200 (Anticorpo B1-AR, V-19, RABBIT IgG -
200ug/mL - SC568, Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz, Califérnia,
EUA); receptor B-adrenérgico tipo 2 1:50 (Anticorpo B2-AR, M-20, RABBIT
IgG - 200ug/mL - SC570, Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz,
California, EUA); receptor B-adrenérgico tipo 3 1:20 (Anticorpo B3-AR, M-20,



2 Parte | — Receptores Adrenérgicos 20

GOAT IgG-..200pg/mL - SC1473, Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz,
Califérnia, EUA.) e receptor GRK5 1:200 (Anticorpo GRK5, C-20, RABBIT
IgG - 200ug/mL - SC565, Santa Cruz Biotechnology Inc , Santa Cruz,
Califérnia, EUA).

As diluicbes dos anticorpos para os receptores adrenérgicos foram
determinadas apos testes preliminares, correspondendo a diluigdes supra-
otimas dos anticorpos, em comparagao com tecidos-controle. Foram
utilizadas diluigdes supra-otimas para aumentar o contraste entre areas

positivas e negativas®2.

2.3.8 Quantificacao dos receptores adrenérgicos

Nesta fase, as laminas foram estudadas sem que o observador tivesse
conhecimento de a qual grupo os casos em analise pertenciam. Foi utilizada
histomorfometria computadorizada por meio do sistema de analise de
imagens Axiovision 4.6 (Carl Zeiss, Alemanha), acoplado a microscopio Axio
imager A1 da mesma marca, utilizando objetiva 40x.

A determinacdo da concentracdo de cada um dos receptores
adrenérgicos foi feita por meio de deteccdo automatica pelo equipamento
das areas fortemente positivas para o cromogeno sobre area miocardica

total, em micrbmetros quadrados (Figura 3).
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Figura 3 - Foto sequencial da tela do sistema utilizado na deteccao
automatica de cores do sistema de analise de imagens Axiovision 4.6 (Carl
Zeiss, Alemanha), acoplado a microscépio Axio imager A1 da mesma marca.
A: Foto em aumento de 40x de receptor adrenérgico subtipo 1. B: Deteccao
do intersticio. C: Detecgao do tecido miocardico negativo. D: Detecgao de
tecido miocardico positivo para o receptor adrenérgico subtipo 1.

Foram adquiridos trés campos de cada corte, obedecendo a regra de
uma foto por campo visual, partindo da parte do tecido préxima a etiqueta da
lamina. Na eventual ocorréncia de artefatos, um novo campo seria analisado

seguindo a mesma regra (Figura 4).
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Figura 4 - Desenho esquematico do método utilizado na leitura das laminas
para os receptores adrenérgicos. Adaptada de Oliveira et al?®

Os casos foram comparados pelos dados percentuais obtidos de area

miocardica positiva entre os casos do grupo | e Il.

2.3.9 Analise estatistica

As caracteristicas dos pacientes foram comparadas utilizando o teste ¢
de Student ou Mann-Whitney. As comparagdes foram feitas em cada regido
analisada, considerando, conjuntamente, os cortes do atrio esquerdo, e
todos os cortes. Foi feita comparagao ndo s6 entre os dois grupos principais,
mas também entre pacientes dos dois grupos que tomavam medicamentos
B-bloqueadores e também comparamos os pacientes que tomavam o f-
bloqueador com os que nao tomavam independente de terem ou ndo FA.

Os dados com distribuicao normal foram apresentados em valor médio
e desvio padrao (dp).

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

estatistico para efetuar os calculos foi o SigmaStat for Windows, versao 3.5.
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2.3.10 Aspectos éticos

O estudo obteve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (Anexo
A), da referida instituicdo, sob Parecer de numero 890/07 e obedeceu aos
critérios éticos impostos pela Resolugdo N° 196, de 10 de outubro de 1996,
revogada em dezembro/2012, passando a vigorar a Resolugdo N° 466/12,

que regulamenta as pesquisas envolvendo seres humanos no Brasil.

2.3.11 Financiamento

Esta pesquisa foi financiada, em sua maior parte, pela Funcap -
Fundacdo Cearense de Apoio e Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico,
sob titulo de projeto “Doutorado Interinstitucional em Cardiologia
USP/UECE/UFC”, sob Processo n° MD1-0053-00037.01.00/12.

Também foi recebida verba pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sao Paulo, sob o titulo de projeto “Identificacdo e caracterizagao
da inervagao autonémica atrial e suas implicacdes na fibrilacdo atrial”’, sob
Processo n° 2007/56648-8.

2.4 Resultados

As amostras de todos os coragdes tiveram os subtipos dos receptores
adrenérgicos B1, B2, B3 e GRKS analisados. Entretanto, um corte do atrio
esquerdo (AE1) do coragdo numero 13 do grupo | ndo pdde ser analisado.
Seguem, abaixo, as tabelas com os resultados da porcentagem de miocardio
positivo para cada subtipo de receptor.

Nao houve diferenga estatisticamente significante na porcentagem de
positividade dos receptores adrenérgicos subtipo 1, tanto quando

avaliamos cada corte individualmente, como o atrio esquerdo isoladamente
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(AE1 + AE2) ou todos os cortes juntos. Tais resultados sao apresentados na

Tabela 2.

Tabela 2 - Comparagdes entre os grupos em relagdo a expressao dos

receptores adrenérgicos subtipo 31

% de miocardio positivo

I (c/FA) Il (s/FA) p - valor

Atrio direito - parede posterior - AD1 31,6 (19,7) 33,0 (20,4) 0,835
Atrio esquerdo - trajeto médio da VoAe - AE1 36,7 (21,5) 35,1 (22,6) 0,826
Atrio gsquerdo - jungéo da veia pulmonar 29,1 (17,8) 38,8 (25,3) 0178
superior esquerda - AE2

Atrio esquerdo - cortes AE1 e AE2 34,2 (22,7) 32,4 (20,2) 0,710
FP atrial esquerdo superior - FP1 34,4 (22,8) 24,9 (20,0) 0,181
Todos os cortes 33,4 (21,7 33,3 (21,0) 0,984

Dados em estimativas de porcentagens e desvio padrao entre parénteses. FP — “fat-pad”. |
— Grupo | com FAP e Il — Grupo Il sem FAP. * - Teste estatisticamente significativo. VoAe-

veia obliqua do atrio esquerdo.

Adicionalmente, analisamos a expressao dos receptores 1 com

relagcdo ao uso ou nao de B-bloqueador nos dois grupos e com relagdo ao

uso ou nao de B-bloqueador independente da presencga de fibrilacao atrial,

resultando, também, na auséncia de diferenca estatisticamente significante

entre os grupos estudados. Tais resultados sao apresentados nas Tabelas

3-5.

Tabela 3 - Comparagdes entre os grupos em relagdo a expressao dos
receptores adrenérgicos subtipo 1 (B1) em pacientes em uso de B-

bloqueador

% de miocardio positivo

I (c/FA) Il (s/FA) p - valor

Atrio direito - parede posterior - AD1 31.8(254) 37.5(23.1) 0.604
Atrio esquerdo - trajeto médio da VoAe - AE1 29.2 (21.1) 19.1 (15.1) 0.255
Atrio (_asquerdo - juncéo da veia pulmonar 30.2 (19.8) 33.6 (19.0) 0.703
superior esquerda - AE2

Atrio esquerdo - cortes AE1 e AE2 29.8(19.9) 26.4 (18.3) 0.584
FP atrial esquerdo superior - FP1 28.8 (21.4) 32.8(23.0) 0.690
Todos os cortes 30.0 (21.2)  30.8 (20.8) 0.875

Dados em estimativas de porcentagens e desvio padrdo entre parénteses. FP — “fat-pad”. |
— Grupo | com FAP e Il — Grupo Il sem FAP. * - Teste estatisticamente significativo.
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Tabela 4 - Comparagdes entre os grupos em relagdo a expressao dos
receptores adreneérgicos subtipo 1 (81) em pacientes sem B-bloqueador
% de miocardio positivo

1 (c/FA) Il (s/FA) p - valor
Atrio direito - parede posterior - AD1 34.6 (23.8) 34.4 (15.6) 0.971
Atrio esquerdo - trajeto médio da VoAe - AE1 23.9(18.4) 35.7(21.9) 0.114

Atrio esquerdo - juncdo da veia pulmonar

superior esquerda - AE2 31.9(19.0) 35.4 (23.4) 0.645

Atrio esquerdo - cortes AE1 e AE2 28.0(18.9) 35.6(22.2) 0.150
FP atrial esquerdo superior - FP1 30.8 (21.8) 27.8(18.8) 0.677
Todos os cortes 30.4(20.9) 33.4(19.9) 0.405

Dados em estimativas de porcentagens e desvio padrao entre parénteses. FP — “fat- pad”. |
— Grupo | com FAP e Il — Grupo Il sem FAP. * - Teste estatisticamente significativo

Tabela 5 - Comparagdes entre os grupos em relagdo a expressdo dos
receptores adrenérgicos subtipo 1 (81) em relagao ao uso de B-bloqueador

% de miocardio positivo

c/ B-bloqg. s/ B-bloq. p - valor

Atrio direito - parede posterior - AD1 35,7 (3,13) 43,8 (8,2) 0.162
ﬁtEn1O esquerdo - trajeto médio da VoAe - 56,3 (21,9) 35,4 (27.9) 0315
Atrio gsquerdo - juncado da veia pulmonar 44,2 (28.8) 37,2 (20,5) 0.699
superior esquerda - AE2

Atrio esquerdo - cortes AE1 e AE2 50,2 (23,8) 36,3 (23,1) 0.267
FP atrial esquerdo superior - FP1 51,0 (19,5) 33,0 (33,3) 0.434
Todos os cortes 46,8 (19,3) 37,3 (22,7) 0.239

Dados em estimativas de porcentagens e desvio padrdo entre parénteses. FP — “fat-pad”. |
— Grupo | com FAP e Il — Grupo Il sem FAP. * - Teste estatisticamente significativo.

Os resultados referentes aos receptores adrenérgicos subtipo (32
demonstram nao haver alteragdes estatisticamente significantes na
expressao da sua porcentagem de positividade, tanto quando avaliamos
cada corte individualmente, o atrio esquerdo isoladamente (AE1 + AE2) e

todos os cortes juntos. Tais resultados sao apresentados na Tabela 6.



2 Parte | — Receptores Adrenérgicos

26

Tabela 6 - Comparagdes entre os grupos em relagdo a expressao dos

receptores adrenérgicos subtipo 32

% de miocardio positivo

I (c/FA) Il (s/FA) p - valor

Atrio direito - parede posterior - AD1 31,6 (19,7) 33,0 (20,4) 0,835
ﬁtEr|10 esquerdo - trajeto médio da VoAe - 36,7 (21,5) 35,1 (22,6) 0,826
Atrio gsquerdo - jungao da veia pulmonar 29,1 (17.8) 38,8 (25,3) 0,178
superior esquerda - AE2

Atrio esquerdo - cortes AE1 e AE2 32,8 (19,4) 36,9 (23,7) 0,410
FP atrial esquerdo superior - FP1 34,3 (12,5) 16,2 (8,8) 0,218
Todos os cortes 28,6 (20,1) 31,8 (22,1) 0,857

Dados em estimativas de porcentagens e desvio padrdo entre parénteses. FP — “fat-pad”. |
— Grupo | com FAP e Il — Grupo Il sem FAP. * - Teste estatisticamente significativo.

Adicionalmente, analisamos a expressdao dos receptores 2 com

relacdo ao uso ou nao de B-bloqueador nos dois grupos e com relagao ao

uso ou nao de B-bloqueador independente da presencga de fibrilagcdo atrial,

resultando também na auséncia de diferenca estatisticamente significante

entre os grupos estudados (Tabelas 7 a 9).

Tabela 7 - Comparagdes entre os grupos em relagdo a expressao dos
receptores adrenérgicos subtipo 2 (B2) em pacientes em uso de B-

bloqueador
% de miocardio positivo

I (c/FA) Il (s/FA) p - valor
Atrio direito - parede posterior - AD1 31.8 (25.5) 37.5(23.1) 0.604
ﬁtEn;) esquerdo - trajeto médio da VoAe - 29.2 (21.1) 19.2 (15.1) 0.244
Atrio gsquerdo - juncéo da veia pulmonar 30.3 (19.9) 33.7 (19.0) 0.703
superior esquerda - AE2
Atrio esquerdo - cortes AE1 e AE2 29.8 (19.9) 26.4 (18.3) 0.584
FP atrial esquerdo superior - FP1 28.8 (21.4) 32.8 (23.1) 0.690
Todos os cortes 30.0 (21.2 30.8 (20.8) 0.875

Dados em estimativas de porcentagens e desvio padrdo entre parénteses. FP — “fat-pad”. |
— Grupo | com FAP e Il — Grupo Il sem FAP. * - Teste estatisticamente significativo.
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Tabela 8 - Comparagdes entre os grupos em relagdo a expressao dos
receptores adrenérgicos subtipo 2 (82) em pacientes sem B-bloqueador

% de miocardio positivo

I (c/FA) Il (s/FA) p - valor
Atrio direito - parede posterior - AD1 32.5(13.5) 37.0 (19.1) 0.619
Atrio esquerdo - trajeto médio da VoAe - AE1 42.0 (26.6) 27.0(10.1) 0.217

Atrio esquerdo - jungdo da veia pulmonar superior

esquerda - AE2 31.7 (27.6) 40.6 (17.7)  0.504

Atrio esquerdo - cortes AE1 e AE2 36.8 (26.7) 33.7 (15.4) 0.707
FP atrial esquerdo superior - FP1 31.7 (20.2) 22.7(17.1)  0.397
Todos os cortes 32.8 (21.7) 32.1(18.8) 0.898

Dados em estimativas de porcentagens e desvio padrao entre parénteses. FP — “fat- pad”. |
— Grupo | com FAP e Il — Grupo Il sem FAP. * - Teste estatisticamente significativo.

Tabela 9 - Comparagdes entre os grupos em relagdo a expressao dos
receptores adreneérgicos subtipo 2 (82) em relagado ao uso de B-bloqueador

% de miocardio positivo

c/ B-bloqg. s/ B-bloq p - valor

Atrio direito - parede posterior - AD1 34.6 (23.8) 34.4 (15.6) 0.971
ﬁtEn;) esquerdo - trajeto médio da VoAe - 23.9 (18.4) 35.5 (21.9) 0.119
Atrio gsquerdo - juncado da veia pulmonar 31.9 (19.0) 35.4 (23.4) 0.645
superior esquerda - AE2

Atrio esquerdo - cortes AE1 e AE2 28.0 (18.9) 35.5(22.2) 0.154

FP atrial esquerdo superior - FP1 30.8 (21.8) 27.8 (18.8) 676.000
Todos os cortes 30.4 (20.8) 33.3(19.9) 0.411

Dados em estimativas de porcentagens e desvio padrédo entre parénteses. FP — “fa t- pad”. |
— Grupo | com FAP e Il — Grupo Il sem FAP. * - Teste estatisticamente significativo.

Os resultados referentes aos receptores adrenérgicos subtipo (3
demonstraram nao haver alteragdes estatisticamente significantes na
expressao da sua porcentagem de positividade, tanto quando avaliamos
cada corte individualmente, como o atrio esquerdo isoladamente (AE1 +
AE2) e todos os cortes juntos. Tais resultados sao apresentados na Tabela
10.
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Tabela 10 - Comparagbes entre os grupos em relacdo a expressao dos
receptores adrenérgicos subtipo 3

% de miocardio positivo

I (c/FA) Il (s/FA) p - valor
Atrio direito - parede posterior - AD1 44,0 (21,9) 40,2 (18,1) 0,574
ﬁtE”10 esquerdo - trajeto médio da VoAe - 40,4 (20,8) 34,0 (20,7) 0,362
Atrio (_esquerdo - jungao da veia pulmonar 43,4 (15.1) 45,5 (19,5) 0708
superior esquerda - AE2
FP atrial esquerdo superior - FP1 44,3 (19,7) 36,1 (22,2) 0,237
Atrio esquerdo - cortes AE1 e AE2 42,0 (17,8) 39,8 (20,7) 0,624
Todos os cortes 43,1 (19,1) 39,0 (20,3) 0,206

Dados em estimativas de porcentagens e desvio padrdo entre parénteses. FP — “fat-pad”. |
— Grupo | com FAP e Il — Grupo Il sem FAP. * - Teste estatisticamente significativo.

Adicionalmente, analisamos a expressdo dos receptores B3 com
relagdo ao uso ou ndo de B-bloqueador nos dois grupos e com relagdo ao
uso ou nao de B-bloqueador independente da presenga de fibrilagao atrial,
resultando também na auséncia de diferenca estatisticamente significante

entre os grupos estudados (Tabelas 11 a 13).

Tabela 11 - Comparagdes entre os grupos em relacdo a expressao dos
receptores adrenérgicos subtipo 3 (B3) em pacientes em uso de B-
bloqueador

% de miocardio positivo
I (c/FA) Il (s/FA) p - valor

Atrio direito - parede posterior - AD1 45,4 (27,1) 43,1 (16,0) 0,821
Atrio esquerdo - trajeto médio da VoAe - AE1 41,4 (24,4) 33,5(19,9) 0,448

Atrio esquerdo - jungdo da veia pulmonar

superior esquerda - AE2 44,2 (15.1) 43,5 (18,9) 0,927

FP atrial esquerdo superior - FP1 42,7 (20,5) 39,2 (28,1) 0,721
Atrio esquerdo - cortes AE1 e AE2 42,9 (19,5) 38,5(19,6) 0,489
Todos os cortes 43,5 (21,4) 39,8 (18,9) 0,426

Dados em estimativas de porcentagens e desvio padrao entre parénteses. FP — “fat-pad”. |
— Grupo | com FAP e Il — Grupo Il sem FAP. * - Teste estatisticamente significativo.
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Tabela 12 - Comparagdes entre os grupos em relacédo a expressdo dos
receptores adrenérgicos subtipo 3 (83) em pacientes sem -bloqueador

% de miocardio positivo

1 (c/FA) Il (s/FA) p - valor
Atrio direito - parede posterior - AD1 42,2 (14,4) 36,9 (20,6) 0,597
Atrio esquerdo - trajeto médio da VoAe - AE1 39,3(17,6) 34,5(22,8) 0,642
Atrio gsquerdo - juncéo da veia pulmonar 42,4 (15,8) 47,7 (21,0) 0,331
superior esquerda - AE2
FP atrial esquerdo superior - FP1 46,1 (19,8) 32,7 (23,5) 0,207
Atrio esquerdo - cortes AE1 e AE2 40,9 (16,2) 41,1 (22,3) 0,804
Todos os cortes 42,6 (16,5) 37,9 (21,8) 0,470

Dados em estimativas de porcentagens e desvio padrdo entre parénteses. FP — “fat-pad”. |
— Grupo | com FAP e Il — Grupo Il sem FAP. * - Teste estatisticamente significativo.

Tabela 13 - Comparagdes entre os grupos em relagdo a expressao dos

receptores adrenérgicos subtipo 3 (83) em relagao ao uso de B-bloqueador

% de miocardio positivo

c/ B-blog. s/ B-bloq. p - valor

Atrio direito - parede posterior - AD1 44,3 (21,7) 39,4 (17,7) 0,464
ﬁtEn;) esquerdo - trajeto médio da VoAe - 37,3 (21,9) 36,8 (20,1) 0,944
Atrio gsquerdo - juncéo da veia pulmonar 43,8 (16.,7) 451 (18,3) 0.819
superior esquerda - AE2

FP atrial esquerdo superior - FP1 40,9 (20,7) 39,4 (22,2) 0,824
Atrio esquerdo - cortes AE1 e AE2 40,6 (19,4) 41,1 (19,4) 0,922
Todos os cortes 41,6 (20,1) 40,2 (19,4) 0,860

Dados em estimativas de porcentagens e desvio padrdo entre parénteses. FP — “fat-pad”. |
— Grupo | com FAP e Il — Grupo Il sem FAP. * - Teste estatisticamente significativo.

Os resultados referentes aos receptores

adrenérgicos GRK5

demonstraram nao haver alteragdes estatisticamente significantes na

expressao da sua porcentagem de positividade, tanto quando avaliamos

cada corte individualmente como o atrio esquerdo isoladamente (AE1 + AE2)

e todos os cortes juntos. Tais resultados sdo apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14 - Comparacgdes entre os grupos em relacédo a expressdo dos

receptores adrenérgicos GRK5

% de miocardio positivo

1 (c/FA) Il (s/FA) p - valor
Atrio direito - parede posterior - AD1 46,0 (21,7) 47,5 (12,2) 0,798
ﬁtE”10 esquerdo - trajeto médio da VoAe - 43,6 (21,7) 46,1 (19,6) 0,717
Atrio gsquerdo - juncéo da veia pulmonar 482 (15.8) 52,1 (13,5) 0,426
superior esquerda - AE2
FP atrial esquerdo superior - FP1 48,7 (19,2) 43,3 (17,9) 0,378
Atrio esquerdo - cortes AE1 e AE2 46,1 (18,7) 49,1 (16,9) 0,463
Todos os cortes 46,7 (19,3) 47,3 (16,1) 0,858

Dados em estimativas de porcentagens e desvio padrdo entre parénteses. FP — “fat-pad”. |
— Grupo | com FAP e Il — Grupo Il sem FAP. * - Teste estatisticamente significativo.

Adicionalmente, analisamos a expressao dos receptores GRK5 com

relagcdo ao uso ou nao de B-bloqueador nos dois grupos e com relagdao ao

uso ou nao de B-bloqueador independente da presenca de fibrilagao atrial,

resultando também na auséncia de diferenca estatisticamente significante

entre os grupos estudados (Tabelas 15 a 17).

Tabela 15 - Comparagdes entre os grupos em relacdo a expressao dos
receptores adrenérgicos GRK5 em pacientes em uso de B-bloqueador

% de miocardio positivo

I (c/FA) Il (s/FA) p - valor

Atrio direito - parede posterior - AD1 47,0 (27,9) 50,1 (8,1) 0,850
ﬁtEn;) esquerdo - trajeto médio da VoAe - 38,7 (21,8) 42,6 (22.8) 0.709
Atrio gsquerdo - juncéo da veia pulmonar 47,3 (16,1) 47,8 (15,1) 0.946
superior esquerda - AE2

FP atrial esquerdo superior - FP1 42,6 (20,5) 45,5 (18,3) 0,737
Atrio esquerdo - cortes AE1 e AE2 43,2 (19,0) 45,2 (19,0) 0,749
Todos os cortes 44,0 (21,4) 46,5 (16,5) 0,566

Dados em estimativas de porcentagens e desvio padréo entre parénteses. FP — “fat-pad”. |
— Grupo | com FAP e Il — Grupo Il sem FAP. * - Teste estatisticamente significativo.
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Tabela 16 - Comparacbes entre os grupos em relagédo a expressdo dos
receptores adrenérgicos GRK5 em pacientes sem (3-bloqueador

% de miocardio positivo

I (c/FA) Il (s/FA) p - valor
Atrio direito - parede posterior - AD1 44,7 (11,8) 445 (15,5) 0,981
ﬁtEn;) esquerdo - trajeto médio da VoAe - 49,1 (21,5) 50,0 (15,8) 0,921
Atrio gsquerdo - jungéo da veia pulmonar 49,3 (16,3) 56,9 (10,3) 0,256
superior esquerda - AE2
FP atrial esquerdo superior - FP1 55,5 (16,2) 40,9 (18,2) 0,09
Atrio esquerdo - cortes AE1 e AE2 49,2 (18,3) 53,5(13,4) 0,439
Todos os cortes 49,8 (16,5) 48,1 (15,8) 0,653

Dados em estimativas de porcentagens e desvio padréo entre parénteses. FP — “fat-pad”. |
— Grupo | com FAP e Il — Grupo Il sem FAP. * - Teste estatisticamente significativo.

Tabela 17 - Comparagbes entre os grupos em relagdo a expressdao dos

receptores adrenérgicos GRK5 em relagdo ao uso de -bloqueador

% de miocardio positivo

c/ B-blog. s/ B-bloq. p - valor
Atrio direito - parede posterior - AD1 48,6 (20,1) 44,6 (13,5) 0,490
ﬁtEr|1o esquerdo - trajeto médio da VoAe - 40,8 (21.,8) 49,6 (18,1) 0,198
Atrio gsquerdo - juncao da veia pulmonar 47,5 (15.2) 53,1 (13,8) 0.245
superior esquerda - AE2
FP atrial esquerdo superior - FP1 44,1 (18,9) 48,2 (18,3) 0,497
Atrio esquerdo - cortes AE1 e AE2 44,2 (18,8) 51,4 (15,9) 0,082
Todos os cortes 45,3 (19,0) 48,9 (16,0) 0,212

Dados em estimativas de porcentagens e desvio padrdo entre parénteses. FP — “fat-pad”. |
— Grupo | com FAP e Il — Grupo Il sem FAP. * - Teste estatisticamente significativo.

2.5 Discussao

2.5.1Consideracoes sobre a selecao da amostra

Conforme descrito por Oliveira®®, a prevaléncia de FA permanente nos
casos de autdpsia realizadas no Laboratério de Anatomia Patolégica do
InCor/HCFMUSP foi de 9%. Foram selecionadas laminas de 18 casos e 18

controles, sendo que foram utilizadas Iaminas de 13 casos e 12 controles do
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estudo realizado por Oliveira na defesa de sua tese de doutorado, nos cortes
descritos no material e método deste estudo®. Os cortes anatdmicos de
quatro areas diferente do coracdo nao foram aleatérios. No atrio esquerdo,
foram analisadas a porcdo média do trajeto da VoAe (AE1), definida em
varios trabalhos como ligamento repleto de inervacdo cardiaca intrinseca®.
A juncao da veia pulmonar superior esquerda com o atrio esquerdo (AE2) foi
escolhida devido a evidéncias que demonstraram descontinuidades e
desconexdes miocardicas com possivel potencial reentrante®; além disso,
as veias pulmonares séo a principal fonte de focos ectépicos deflagradores
da fibrilacdo atrial’”®. O PG atrial esquerdo superior (FP1), intimamente
relacionado com as veias pulmonares superiores, foi escolhido por dados
que sugerem um importante papel da inervagao autonémica na fisiopatologia
da fibrilagdo atrial paroxistica e porque as areas circunvizinhas das veias
pulmonares sdo importantes vias de inervagao pés-ganglionares para o atrio
esquerdo. Ja a parede posterior do atrio direito (AD1) foi escolhida para
servir de controle para o controle das observagdes realizadas, visto que nao
ha descricdo dessa regido como potencial geradora de friggers ou de

reentrada.

2.5.2Expressao dos diversos subtipos dos receptores adrenérgicos no
miocardio atrial humano e relacao com fibrilacao atrial
permanente

Os resultados da analise da expressdo dos receptores adrenérgicos
demonstraram, em diversos locais do miocardio atrial, uma distribuicdo
heterogénea entre os diversos subtipos de receptores. A técnica utilizada,
aléem de mostrar as alteragbes na expressdao dos receptores, permite
observar sua distribuicdo tecidual e sua localizagéo intracelular. Apesar de
que a expressao dos receptores talvez nao represente sua funcéo, eventuais
alteracbes em sua concentragdo poderiam corresponder a alteragdes em

sua atividade®.
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As diluicdes utilizadas para cada receptor foram supra-6timas,
permitindo, desta forma, a identificacdo consistente da positividade para os
anticorposss, como explicado em material e métodos.

Um estudo anterior realizado por Oliveira®® demonstrou, dentre outras
questdes, que a expressdo dos receptores muscarinicos em coragao
humanos esta alterada e que pode estar relacionada com a FA persistente.

Esse estudo analisou a expressao dos receptores adrenérgicos 1, que
nao demonstrou diferenga estatisticamente significante entre os dois grupos
independente do uso ou nao [(-bloqueadores. Como essa classe de
medicamento poderia influenciar a expressao desses receptores, fizemos a
analise dos dois grupos separando quem estava e quem nao estava usando
tal classe de medicamentos. Primeiramente, analisamos quem estava
utilizando os B-bloqueadores e ndo encontramos diferenca estatisticamente
significante entre os dois grupos. A mesma analise foi realizada para quem
nao estava usando os [B-bloqueadores e o resultado foi semelhante ao
anterior. Com o objetivo de esgotar a questdo do uso de tal classe de
medicamentos, fizemos a comparagao entre os grupos que estavam usando
0s B-bloqueadores e os que nao estavam tomando independente de ter ou
nao FA, e também o resultado auséncia de diferenca estatisticamente
significante. A mesma analise foi feita para os outros subtipos de receptores
B2, B3 e o GRKS5, e, nao diferentemente do que ocorreu com o subtipo 31,
nao encontramos diferenga estatisticamente significante entre os grupos

estudados.
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3  PARTE Il - CELULAS INTERSTICIAIS TIPO-CAJAL

3.1 Introducao

3.1.1 Células intersticiais do tipo-Cajal

As CIC foram descritas em 1911 por Santiago Ramoén y Cajal,
localizadas no revestimento muscular do intestino e, inicialmente, chamadas
de neurdnios intersticiais, uma vez que se pareciam com células nervosas e
eram identificadas por meio de técnicas histoquimicas utilizando azul de
metileno e coloragao pela prata, semelhantes as utilizadas para marcar os
neurénios. Cerca de meio século depois, Faussone-Pellegrini MS et al. e,
posteriormente, Thunneberg L, sob o uso da microscopia eletrénica,
evidenciaram que essas células ndo eram neurdnios e as rotularam como
células intersticiais de Cajal (CIC)®. Atualmente, existem varios dados
disponiveis na literatura demonstrando o mapa completo de distribuicdo das
CIC no intestino, com descricdio detalhada das caracteristicas
ultraestruturais, assim como a expressao dessas ceélulas por meio de
marcadores como c-kit (CD-117) e o seu envolvimento na regulagdo de sua
funcdo como atividade motora peristaltica do trato gastrointestinal, nao
apenas como célula de marca-passo, mas, também, como

neurotransmissor®' %3,

Estas células mostram-se sobrepostas a diversas
outras células, incluindo neurénios entéricos, células do sistema imune e
células do musculo liso®.

As células intersticiais de Cajal sdo responsaveis pela motilidade

intestinal®

, apresentam caracteristicas imunofenotipicas e ultraestruturais
tanto de musculo liso quanto de diferenciacdo neural e expressam o receptor
Kit (CD117) semelhante ao tumor estromal gastrointestinal. O Kit é um

receptor tirosina quinase transmembrana, responsavel por varias fungdes
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celulares, dentre as quais proliferacdo, adesao, apoptose e diferenciagao
celular.

As células intesticiais de Cajal geram e propagam “ondas lentas”,
espontaneamente, para as camadas musculares, possuindo, desta forma,
atividade automatica com presenca de potenciais em platd e responsividade
de acordo com a resposta do sistema nervoso autbnomo, sendo descritas
como 0 marca-passo responsavel pela motilidade espontanea do intestino®.
Sua distribuicdo desenha uma rede em todo o intestino. Estas células foram
também encontradas em diversos outros 6rgaos, tais como vasos, pancreas,
bexiga, glandula mamaria e coracdo, com papéis ainda sob investigagao®®.

Em 2005, Hiniesco e Popescu descreveram células intersticiais tipo-
Cajal (CITC) em amostras atriais humanas, em microscopia eletronica;
anteriormente, pensava-se que células eram fibroblastos®’. Foi descrito que
a percentagem da area ocupada pelas CITC é de, aproximadamente, 1,5%
do total do volume do miocardio atrial®®.

Mais recentemente, os mesmos autores caracterizaram as CITC de
forma ultraestrutural e imuno-histoquimica, demonstrando a positividade das
células para anticorpos policlonais CD117 (c-kit) e CD 34%. Eles também
sugerem alguns papéis para as CITC, como disparadores em arritmias,
intermediando sinais entre nervos intrinsecos e os midcitos, e organizadores
celulares durante a embriogénese.

A FA é a arritmia sustentada mais comum da pratica clinica, mas sua
fisiopatologia ndo é totalmente compreendida. As veias pulmonares sao
consideradas como o principal local de iniciagdo da fibrilagdo, mas a
identificacdo precisa do substrato responsavel atividade focal dentro da
camada muscular é desconhecido. As CITC podem ser detectadas em veias
pulmonares, particularmente em pacientes portadores de FA. Tendo em
vista as propriedades eletrofisioldgicas dessas células, seu papel na FA esta

precisando ser mais estudado®®.
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3.2 Objetivo

Descrever e quantificar as células intersticiais tipo-Cajal nos atrios de
coracbes humanos, em particular, no esquerdo, e suas possiveis

correlagcdes com a fibrilagao atrial permanente.

3.3 Casuistica e método

3.3.1 Definicao e desenho do estudo

Trata-se de um estudo prospectivo, observacional, analitico e
transversal, tipo caso-controle, realizado em coragées humanos, por meio da
andlise de dois grupos com o estudo imuno-histoquimico das células
intersticiais tipo-Cajal com intuito de descrever e analisar possiveis relagdes
na FAP.

Foram estudados doze coracdes de cadaveres humanos, procedentes
de necropsias realizadas no Laboratorio de Anatomia Patoldgica do Instituto
do Coragdo do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (InCor/FMUSP). A selecdo dos casos foi
realizada prospectivamente obedecendo aos critérios de inclusado e exclusao

que serao apresentados abaixo.

3.3.2Critérios de inclusao

o Coracgoes de cadaveres humanos, acima de 18 anos, sem histéria
de fibrilacdo atrial ou qualquer taquiarritmia supraventricular
descrita, obtidos em necropsias realizadas no Laboratério de
Anatomia Patolégica do Incor/HCFMUSP. A histéria prévia foi
pesquisada com base no prontuario eletrbnico ou escrito e

descri¢ao do laudo de necropsia.
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o Cardiopatias pareadas com o Grupo I.

o Pecas com preservacao em formol tamponado a 10% por 24 a 72

horas.

3.3.3Critérios de exclusao

o Pacientes previamente submetidos a procedimentos que
promovam alterag¢des estruturais no coragao que prejudiquem sua
avaliacao.

o Cardiopatias congénitas.

o Coragdes com cortes que prejudiquem a analise adequada da

peca.

Os coragdes foram divididos em dois grupos, o grupo | com seis
coragdes humanos com FA e o grupo Il com seis coragées humanos sem FA
ou histéria de qualquer taquiarritmia supraventricular, sendo selecionados
utilizando os mesmos critérios usados para selegdo dos receptores

adrenérgicos. O pareamento foi realizado baseado na cardiopatia.

3.3.4Dados dos pacientes

Na revisao dos prontuarios dos pacientes, foram coletadas as variaveis
demograficas e clinicas que pudessem contribuir na fisiopatologia da

fibrilagao atrial, sendo demonstradas comparativamente na Tabela 18.
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Tabela 18 - Comparagdes entre os grupos em relacdo as caracteristicas
demograficas e clinicas dos pacientes

Grupo
Variaveis | (com FAP) Il (sem FAP)
(n=06) (n=06)
Sexo —n (%)
Masculino 02 (33,3) 02 (33,3)
Feminino 04 (66,6) 04 (66,6)
Idade (anos) — média (dp) 69,1 (15,0) 54,0 (16,6)
Etiologia — n (%)

Isquémica 0 0
Dilatada Valvar 02 (33,3) 02 (33,3)
Dilatada Primaria 02 (33,3) 02 (33,3)
Chagasica 02 (33,3) 02 (33,3)
Diabetes Mellitus — n (%) 04 (66,6) 5(83,3)
Hipertens&o Arterial Sistémica — n (%) 03 (50) 03 (50)
Doenca Arterial coronariana - n (%) 0 1(16,7)
Infarto do Miocardio* - n (%) 0 0
Insuficiéncia Cardiaca - n (%) 05 (83,3) 06 (100)

dp=desvio padrao; * Infarto agudo ou prévio.

3.3.5 Amostragem dos coracoes

De cada coragéo, foi realizado um corte no atrio esquerdo (AE1- no
trajeto médio da veia obliqua do atrio esquerdo (VOAE)). A escolha se deu
porque ha evidéncias cientificas de que tal regido do atrio esquerdo é
relevante na FA e também porque os dados existentes na literatura sao

relacionados a presenca das CITC, principalmente nas veias pulmonares.
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3.3.6 Processamento histolégico

Apos processamento histolégico habitual com embebigdo em parafina,
cortes sucessivos de 4 micrometros de espessura das amostras teciduais
foram submetidos a rea¢des de imuno-histoquimica, conforme sera descrito
adiante, para analise das células tipo-Cajal presentes no miocardio.

Todos os cortes foram analisados por esta técnica e qualquer corte que
tenha apresentado problemas na analise de sua arquitetura foi descartado e,
na impossibilidade de ter sido realizado um novo do mesmo coragao, este foi

considerado nulo.

3.3.7Técnica de imuno-histoquimica

Das amostras teciduais previamente parafinadas em blocos, foram
realizados os cortes de 4um de espessura e colocados em laminas
silanizadas (Sigma Chemical Co.; St. Louis, Missouri, EUA) em suporte
adequado. O processo de desparanifinizacao foi feito ao colocar as laminas
em xilol quente, em estufa a 60 — 65° C, durante 10 minutos, e passadas,
rapidamente, em 3 banhos de xilol frio. Para hidratagdo dos cortes, as
laminas foram colocadas em dois banhos de alcool absoluto, um banho de
alcool 95° e um banho de alcool 70°. Em seguida, foram lavadas em agua
corrente, agua deionizada e deixadas em tampao fosfato pH 7,4. O préximo
passo foi a recuperagdo dos sitios antigénicos realizada em panela de
pressado (Pascal, Dakocytomation, Model: 2800, USA) a 125°C por 1 minuto
e pressao de, aproximadamente, 25mmHg em alta temperatura. O tampao
de recuperacao utilizado foi uma solugdo de acido citrico 10 mM PH 6.0 a
triptase e, para o CD117, foi o Tris EDTA pH 9,0. O bloqueio da peroxidase
enddgena presente nas hemacias foi feito com agua oxigenada 10 volumes
(3%). O bloqueio das proteinas inespecificas foi feito com imersdo das
ldaminas em caseina diluida em tampao fosfato pH 7,4 (Synth, Sao Paulo,

Brasil) por 5 minutos em temperatura ambiente. As laminas foram incubadas
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com os anticorpos primarios diluidos em 1% de albumina de soro bovino
(BSA) por 24 horas a 4°C e, posteriormente, incubados com o anticorpo
secundario SuperPicture Polimero HRP Conjugado (Invitrogen, Carlsbad,
CA) e utilizado como cromogeno Diaminobenzidina (DAB) (Sigma-Aldrich
Chemie, Steinheim, Alemanha). Posteriormente, ocorreu a contracoloragao
com Hematoxilina de Harris (Merck, Darmstadt, Alemanha) para todos os
Casos.

Foram utilizados os seguintes anticorpos com as respectivas diluigcdes
e descrigbes: Anticorpo antitriptase 1:4000, monoclonal em camundongo,
clone AA1; cdéd.: M7052; Dako (Glostrup,Denmarck); Anticorpo CD117,
monoclonal em coelho - ¢4d.:117R16; Cell Marque, Rocklin, Califérnia, EUA.
Para o anticorpo para CD-117, foi selecionada a diluicdo que melhor

demonstrou sua positividade.

3.3.8 Quantificacao das células tipo-Cajal

Também nesta fase, as laminas foram estudadas sem que o
observador tivesse conhecimento a qual grupo os cortes em analise
pertenciam. Foi utilizada histomorfometria computadorizada por meio do
sistema de analise de imagens Axiovision 4,6 (Carl Zeiss, Alemanha),
acoplado a microscopio Axio imager A1 da mesma marca. Foram contadas
as células tipo-Cajal (positivas para CD117) no intersticio do miocardio e,
separadamente, as que estavam presentes no endocardio e epicardio.
Foram medidas manualmente tanto as areas do miocardio (como mostrado
na figura), quanto a area total de cada corte. Utilizou-se objetiva 5x de
aumento para a medi¢cao da area e 20X para a contagem das células. Para
identificarmos as CITC, foi utilizado o anticorpo CD117 (anti-c-kit), o qual
identifica o receptor kit presente em CITC. No entanto, esse anticorpo
marca, também, mastdcitos. Por isso, foi feita marcagdo com anticorpos
antitriptase, estes especificos para mastocitos. Sendo assim, para cada

amostra do coragdo, eram estudadas duas laminas, uma utilizando o
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anticorpo CD117 e a outra com o anticorpo antitriptase. Portanto, foi
realizada a contagem das células positivas para o CD117, as positivas para
antitriptase e, posteriormente, foi realizada a subtracdo determinando
realmente as células intersticiais do tipo-Cajal. A contagem foi realizada
respeitando as camadas musculares (endocardio, miocardio e epicardio),
mas a quantidade de células nas camadas extramiocardicas foi
insignificante, por isso sé analisamos o miocardio.

Os dados foram analisados de 03 modos: 1) numero de células no
intersticio do miocardio/area do miocardio; 2) numero total de células/area
do miocardio; e 3) numero total de células/area total do miocardio.

B
Figura 5 - Foto utilizando o sistema de analise de imagens Axiovision 4.6
(Carl Zeiss, Alemanha), acoplado a microscopio Axio imager A1 da mesma
marca. A: Foto em aumento de 5x do miocardio para medicdo da area do
miocardio. B: Foto em aumento 20x demonstrando a imagem das CITC
durante a sua contagem.
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3.3.9 Analise estatistica

As caracteristicas dos pacientes foram comparadas utilizando o teste t
de Student ou Mann-Whitney. Com relagédo aos receptores adrenérgicos, foi
feita comparagédo n&o sé entre os dois grupos principais, mas também entre
pacientes dos dois grupos que tomavam medicamentos B-bloqueadores e,
também, comparamos os pacientes que tomavam o B-bloqueador com os
que nao tomavam, independente de terem ou néo FA.

Os dados com distribuicdo normal foram apresentados em valor médio
e desvio padrao (dp), e dos dados sem distribuicdo normal em mediana.

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

estatistico para efetuar os célculos foi o SigmaStat for Windows, versao 3.5.

3.3.10 Aspectos éticos

O estudo obteve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa, da
referida instituicdo, sob Parecer de numero 890/07 e obedeceu aos critérios

éticos impostos pela Resolugao N° 196, de 10 de outubro de 1996, revogada

em dezembro/2012, passando a vigorar a Resolugao NC 466/12, que

regulamenta as pesquisas envolvendo seres humanos no Brasil.

3.3.11 Financiamento

Esta pesquisa foi financiada, em sua maior parte, pela Funcap —
Fundacdao Cearense de Apoio e Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico,
sob titulo de projeto “Doutorado Interinstitucional em Cardiologia
USP/UECE/UFC”, sob Processo n°® MD1-0053-00037.01.00/12.
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Também foi recebida verba pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sao Paulo, sob o titulo de projeto “Identificacdo e caracterizagao
da inervagao autonémica atrial e suas implicagdes na fibrilagdo atrial”, sob
Processo n° 2007/56648-8.

3.4 Resultados

Os resultados referentes as CITC demonstraram nao haver alteracoes
estatisticamente significantes entre os grupos estudados, mesmo quando
avaliamos o numero de células positivas no miocardio pela area do
miocardio em mm?, o nimero de células positivas no corte inteiro pela area
do miocardio em mm? ou o nimero de células positivas no corte inteiro/area
do corte inteiro em mm? em relacdo a cada corte individualmente, o atrio
esquerdo isoladamente (AE1 + AE2) e todos os cortes juntos. Tais

resultados sao apresentados na Tabela 19.

Tabela 19 - Comparagdes entre os grupos em relagao ao numero de células
positivas para CITC

N° de células positiva

I (c/FA) Il (s/FA) p - valor
C_elulgs _posmvas do miocardio/area do 0,82 (1,23) 0,03 (0,08) 0.24
miocardio (mm2)
Cc_aIuI’aS posmvas do corte inteiro/area do 1,02 (1,65) 0,15 (0,30) 0.82
miocardio (mm2)
Células positivas do corte inteiro/area do 0,75 (1,20) 0,09 (0,16) 0.82

corte inteiro (mm2)

Dados em estimativas de média e desvio padrao entre parénteses. | — Grupo | com FAP e Il
— Grupo Il sem FAP. * - Teste estatisticamente significativo.
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3.5 Discussao

A importancia da FA ja foi comentada em varios pontos desta tese,
uma vez que é a arritmia sustentada mais comum da pratica clinica e
também porque a sua fisiopatologia ainda n&o é totalmente compreendida, o
que torna um desafio o seu tratamento®®. Além do sistema nervoso
autébnomo, simpatico e parassimpatico, envolvidos na génese e manutengao
da FA, ja é sabido que existem varios outros fatores envolvidos e, dentre
eles, as células intersticiais tipo de Cajal, semelhantes as células
intersticiais, que contribuem para a atividade motora peristaltica do trato
gastrointestinal*®®®

As veias pulmonares sdo descritas na literatura como fonte de
ectopias geradoras de FA. Isso pode ser comprovado com 0 sucesso no
tratamento da FA através da ablagao por cateter, seja por radiofrequéncia ou
crioablagdo, como demonstrado em muitos estudos nos ultimos anos,
quando se promove o isolamento elétrico das VP com eliminagao dos focos
ectopicos. A origem dessas ectopias anormais provenientes das veias
pulmonares € controversa, mas sabemos que existem proeminéncias da
musculatura atrial para o interior das VP'°.

Em 2005, tivemos os primeiros relatos da existéncia de células
semelhantes as células intersticiais de Cajal, que s&o responsaveis pela
atividade de marca-passo dos musculos gastrointestinais ao longo do trato
digestivo, no miocardio atrial e ventricular®’, e que elas poderiam

corresponder a até 1,5% do volume atrial®®
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, passando a ser denominadas de
células intersticiais tipo-Caja

Morel E et al. foram os primeiros a demonstrar a presenca das CITC
nas VP em coracdo humano. Eles analisaram oito coragdes de adultos
humanos obtidos de necropsias realizadas de janeiro até dezembro de 2005
e encontraram CITC em trés, sendo dois desses portadores de FA®,

A escolha da area do corte anatdomico nos diferentes coracdes nao foi
aleatdria. No atrio esquerdo, ha duas regides mais importantes a serem
analisadas: a por¢gao média do trajeto da VoAe, a qual foi definida em varios
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trabalhos como ligamento repleto de inervagédo cardiaca intrinseca®, e a
juncao da veia pulmonar superior esquerda com o atrio esquerdo, na qual ha
evidéncias que demonstraram descontinuidades e desconexdes miocardicas
com possivel potencial reentrante®; além disso, as veias pulmonares sdo a
principal fonte de focos ectdpicos deflagradores da fibrilagdo atrial’®. Como
ja existem dados na literatura com descrigao da presenca das CITC nas VP,
optamos por analisar a por¢gao média do trajeto da VoAe.

Apesar de constar na literatura dados demonstrando a presencga das

CITC no miocardio atrial e, em especial, nas veias pulmonares®®®,

em
nosso estudo, ndo conseguimos evidenciar diferenga estaticamente
significante da positividade das CITC quando comparamos o grupo dos
pacientes com FA e sem FA, mesmo realizando a analise separadamente
entre as camadas musculares.

Esse resultado negativo pode ser secundario a diversos fatores, dentre
eles, por se tratar de fibrilagdo atrial permanente, o que, sabidamente, leva a
uma mudancga na caracteristica da FA, se tornando de menor importancia os
fatores deflagradores e sobressaindo o0 mecanismo de reentrada.

Os mesmos autores que descreveram inicialmente essas células com
caracteristicas semelhantes as células intersticiais de Cajal, existentes no
trato digestivo, atualmente, as denominam de "telécitos" (TC). A
caracteristica fundamental que distingue os TC de qualquer outra célula é o
prolongamento extremamente longo e fino denominado de telépode®©?.
Popescu et al., além de mudarem o nome de CITC para TC, também
comentam que o papel dessas células parece estar ligado a produgao de
colageno no eixo do fator de crescimento transformante beta. E como
mostrado no trabalho de Oliveira et al. que a fibrose nao seja tao importante
na FA, e, desta forma, as CITC, atualmente chamadas de TC, também n&o.
Esses novos achados podem corroborar com o0os nossos resultados, visto
que, as CITC estudadas nos coracbes que foram pareados pelas
cardiopatias diferindo apenas na presenca ou ndo de FA e nao foi

encontrada diferenga estatisticamente significante entre os dois grupos.
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3.5.1 Reflexdes sobre as limitagoes do estudo

O tamanho da amostra foi muito pequeno, no entanto, tivemos
dificuldade na obtencdao de novos espécimes; e na escolha do tipo de FA,
visto que as evidéncias mostram os fatores deflagradores s&o mais

importantes na forma paroxistica e ndo na permanente.
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4  CONSIDERAGOES FINAIS

Por se tratar de estudo que analisou todos os subtipos dos receptores
B-adrenérgicos e da quinase-5 do receptor adrenérgico acoplado a proteina
G em coragdes humanos na FAP, ele demonstrou nao existir relagao entre a
expressao destes receptores e a presencga desta arritmia. Além disso, foi
observado que o uso de B-bloqueador também n&o altera a expressao dos
receptores estudados.

A técnica utilizada é adequada, visto que foi utilizada por Oliveira, que
demonstrou a relagado entre a expressédo de alguns subtipos de receptores
muscarinicos, em especial, o M1, e a FA%,

Analise das células intersticiais tipo-Cajal também demonstrou nao
existir a relagdo entre a presenca dessas células e a FA. Isso pode
corroborar com alguns trabalhos publicados recentemente por Popescu et
al., que, atualmente, as denominam de "tel6citos" e que papel dessas
células parece estar ligado a fibrose®. E, como mostrado no trabalho de
Oliveira et al., que a fibrose ndo seja tao importante na FA??, e, desta forma,

as CITC, atualmente chamadas de TC, também nao.
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5 CONCLUSOES

Pode-se concluir que a imuno-histoquimica é capaz de demonstrar a
expressao dos receptores muscarinicos e adrenérgicos, e que a expressao
dos receptores adrenérgicos na FAP nao esta alterada.

Analise das células intersticiais tipo-Cajal também sugere nao existir a
relagdo entre a presenca dessas células e a FA, porém se faz necessario

estudos de maior tamanho amostral para uma melhor defini¢ao.
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