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RESUMO

Dalva M. Estudo do remodelamento ventricular e dos anéis valvares na
cardiomiopatia dilatada: avaliagdo anatomo-histoldgica. [tese]. Sado Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2011 . 101p.

Introducdo: A insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) ocasionada pela
cardiomiopatia dilatada idiopatica (CMDId) constitui-se em quadro causador
de grande impacto na saude publica, apresentando morbidade e mortalidade
significativas, porém muitos aspectos referentes a sua fisiopatologia ainda
permanecem desconhecidos, de modo que trabalhos que estudem tais
aspectos poderdo contribuir para melhor entendimento desta entidade.
Objetivos: Avaliar aspectos anatbmicos e histolégicos de coragcdes com
CMDId e compara-los a um grupo controle de coracdes normais, obtendo-se
as medidas dos perimetros dos anéis atrioventriculares direito (AVD) e
esquerdo (AVE) e dos ventriculos direito (VD) e esquerdo (VE) bem como a
porcentagem por éarea de fibras colagenas e elésticas dos anéis
atrioventriculares direito e esquerdo. Métodos: Foram analisados 13
coracbes de pacientes que faleceram vitimas de CMDId e 13 coragdes
normais de pacientes que faleceram por causas ndo relacionadas a
doencas cardiovasculares. Os coragbes foram fixados em formol,
dissecados de forma a manter-se apenas 0s anéis atrioventriculares e a
massa ventricular, com posterior laminagcdo desta em segmentos
transversais correspondentes a 20%, 50% e 80% da distancia compreendida
entre o sulco atrioventricular e o apice ventricular esquerdo. Os cortes assim
obtidos foram submetidos a digitalizacao fotografica, que permitiu a afericdo
de ambos os perimetros ventriculares por meio de software especifico,
tornando possivel a comparacdo de tais medidas entre 0sS grupos e 0s
segmentos. Os anéis atrioventriculares foram posteriormente dissecados,
fotografados e medidos digitalmente para afericdo das medidas perimetrais a
direita e a esquerda, sendo posteriormente enviados ao laboratério de
anatomia patolégica, sendo realizadas colora¢des por meio de hematoxilina-
eosina, picrossirius e resorcina fuccina oxidada, permitindo estudo das fibras
coldgenas e elésticas. Resultados: Com relacdo aos segmentos
ventriculares, notou-se que no grupo CMDId ocorre dilatagdo nos segmentos
apical, equatorial e basal, tanto a direita quanto a esquerda A medida do
AVD foi maior no grupo CMDId , ndo havendo diferenga estatisticamente
significante com relagdo ao AVE entre os dois grupos. Com relagdo ao
percentual por area de fibras colagenas, tanto o AVE quanto o AVD
apresentaram percentagem de fibras menor no grupo CMDId em relacao ao
grupo normal. Com relacdo ao percentual por area de fibras elasticas, néo
houve diferenca entre os grupos. Conclusbes: Ocorre alteracdo da
geometria ventricular com dilatacdo tanto a direita quanto a esquerda no
grupo CMDId, porém com comportamento distinto entre o VE e o VD. O anel
atrioventricular esquerdo ndo se dilata, ao contrario do direito, a despeito do



fato de em ambos ocorrer diminuicdo da area total de colageno, sugerindo
gue o mecanismo de dilatagdo possa apresentar particularidades oriundas
de diferencas estruturais e pressoéricas em ambos os ventriculos.

Descritores: Coracao/anatomia & histologia; Coracao/patologia; Valva
mitral/anatomia & histologia; Valva tricuspide/anatomia & histologia;
Cardiomiopatia dilatada/patologia.
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SUMMARY

Dalva M. Study of ventricular remodeling and valve rings in dilated
cardiomyopathy: anatomical and histological evaluation. [thesis]. Sdo Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”, 2011. 101p.

Introduction: Congestive heart failure caused by idiopathic dilated
cardiomyopathy causes great impact on public health, with significant
morbidity and mortality, but many aspects related to its pathophysiology
remain unknown, so further studies can contribute to better understanding of
this entity. Objectives: To evaluate anatomical and histological aspects of
hearts from patients who died victims of idiopathic dilated cardiomyopathy
and compare them to a control group, to evaluate the behavior of the
perimeters of the right and left atrioventricular rings and left and right
ventricles and to compare the percentage area of collagen and elastic fibers
of the right and left atrioventricular rings in both groups. Methods: We
analyzed 13 hearts of patients who died from idiopathic dilated
cardiomyopathy and 13 normal hearts from patients who died of causes not
related to cardiovascular disease. The hearts were fixed in formalin,
dissected in order to keep only the ventricular mass and atrioventricular
rings, with subsequent lamination of segments corresponding to 20%, 50%
and 80% of the distance between the atrioventricular groove and the left
ventricular apex . The sections obtained were subjected to photo scanning,
which allowed the measurement of ventricular perimeters by means of
specific software, making it possible to compare these measures between
groups and segments. The atrioventricular rings were then dissected,
photographed and measured digitally to evaluate the right and left
perimeters, later being sent to the pathology laboratory, and stained by
hematoxylin-eosin, picrosirius and oxidized resorcin fuccin, enabling study of
collagen and elastic fibers. Results: Regarding to ventricular segments, it
was noted that in the idiopathic dilated cardiomyopathy group dilation occurs
in the apical, equatorial and basal segments, at both sides, and the right
atrioventricular ring measurement was higher in idiopathic dilated
cardiomyopathy group, with no statistically significant difference in the left
side between the two groups. With respect to the percentage by area of
collagen fibers, both the left and the right sides had lower percentage of
fibers in the idiopathic dilated cardiomyopathy group compared to the normal
group. With respect to the percentage by area of elastic fibers, there was no
difference between the groups.
Conclusions: There is a change in ventricular geometry in idiopathic dilated
cardiomyopathy group, but with different behavior between the left and right
ventricles. The left atrioventricular ring does not dilate, in spite of the fact that
in both ventricles there is lowering of the total area of collagen, suggesting



that the mechanism of dilation may present peculiarities arising from
structural differences and pressure load in both ventricles.

Descriptors : Heart, anatomy; Heart, pathology; Mitral valves, anatomy;
Tricuspid valves, anatomy; Cardiomyopathy, Dilated.



INTRODUCAO




Introducéo 2

INTRODUCAO

A insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) é entidade causadora de
grande impacto em termos de morbidade e mortalidade, sendo sua principal
etiologia as assim chamadas cardiomiopatias dilatadas (CMD), que em suas
diversas etiologias, constituem-se em grave problema de salude publica, com
prevaléncia estimada de 4-8 casos por 100.000 pessoas por ano e com
incidéncia estimada de 36,5 por 100.000 pessoas’.

O aspecto fisiopatoldgico determinante de tais entidades é a grave
disfuncdo sistélica causada pela perda da eficiéncia do coracdo em agir
como bomba hidraulica competente. Embora o componente miocelular
esteja presente de forma importante, outros mecanismos tais como o
remodelamento ventricular e a ativagdo do sistema renina-angiotensina-
aldosterona sdo fatores contribuintes para perpetuacéo do quadro®.

O remodelamento ventricular caracterizado por alteracdes
morfogeométricas tanto a direita quanto a esquerda, propicia formacéo de
ciclo vicioso de deterioracdo funcional, uma vez que o coragdo perde a
conformacao anatomica original, fundamental para sua eficiéncia, levando a
graus variaveis de insuficiéncia cardiaca. Neste contexto, a insuficiéncia
valvar causada primariamente por dilatacdo dos anéis atrioventriculares é de
capital importancia’, porém apesar deste fato relevante o mecanismo de
dilatacdo anular ainda ndo estd completamente esclarecido®?,
principalmente em termos de entendimento das alteragbes histologicas que

geram tal quadro®.
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A presenca de insuficiéncia valvar significativa pode contribuir para
aumento da morbi — mortalidade em pacientes valvopatas ° ou que possuam
cardiomiopatia dilatada das mais diversas etiologias®. Existe uma tendéncia
em considerar os tecidos valvares como inertes, em virtude da sua estrutura
histoldgica relativamente simples e populagéo celular esparsa, porém tal fato
parece menos razoavel a luz da enorme carga mecanica imposta a essas
estruturas ao longo da vida e a consequente necessidade de manutencédo de
sua integridade tecidual a custa de equilibrio entre a producao de colageno e
sua degradacéo’.

Embora a presenca de miocitos e a circulagdo coronaria sejam
capitais para o funcionamento do coracdo como bomba, os elementos que
compdem a matriz extracelular, particularmente as fibras colagenas do tipo |
e do tipo Ill sdo atualmente reconhecidos como fundamentais para a
manutencdo do ciclo cardiaco®. Dentre suas inimeras funcdes, as mais
importantes sdo a de fornecer arcabouco estrutural para os midcitos e vasos,
bem como prover o 6rgdo de propriedades de resisténcia e resiliéncia,
proporcionando manutencdo de tbnus sistolico e diastdlico, ajudando o
coracdo a manter sua conformacao original®.

O tecido conectivo € composto por fibroblastos e seus produtos de
secregcdo, constituindo seu componente principal, denominada matriz
extracelular, cujos componentes sdo agrupados em estruturas fibrilares, que
sdo representadas pelas fibras que constituem o sistema colagénico (fibras
colagenas e reticulares) e elastico (fibras elasticas maduras, elauninicas e

oxitalanicas) e néo fibrilares, que correspondem a substancia fundamental
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amorfa, que € constituida majoritariamente por proteoglicanos, como o
versican e por glicoproteinas, como a fibronectina, além de agua de
solvatacdo. Tais elementos, atuando de forma sinérgica, conferem a matriz
extracelular suas propriedades biomecéanicas. Desta forma, o versican
mantém a hidratacdo dos tecidos e da propria matriz mediante sua ligacao
com o &acido hialurénico. A fibronectina proporciona interacdo entre 0s
componentes da matriz entre si e entre as células, e é importante para a
organizacdo do citoesqueleto. A viscosidade tecidual, a elasticidade e a
capacidade de suportar forcas compressivas sédo oriundas dos componentes
da substancia fundamental amorfa e da elastina presente nas fibras do
sistema elastico, sendo o componente colagénico responsavel pela
resisténcia as forcas de tracdo’. O arranjo tridimensional das fibras
colagenas permite que os tecidos apresentem propriedades tensionais e de
armazenamento de energia de modo a propiciar deformacédo mecanica com
posterior retorno a posi¢cao de repouso. Tal arranjo micropantografico pode
ser observado em diversos tecidos, tais como as cordas vocais e a pleura, e
seu desarranjo por vezes causa alteracdes funcionais'®*?,

A matriz extracelular € um componente importante da hipertrofia que
acompanha alguns tipos de sobrecarga pressérica cronica, tais como
estenose adrtica e hipertensdo renovascular. Paralelamente ao que ocorre
na musculatura esquelética, onde tanto a matriz extracelular quanto as
células musculares aumentam de tamanho, um ganho dimensional das
fibras colagenas, com desarranjo de sua orientacdo espacial também pode

ser observado nos quadros de hipertrofia miocardica. Inicialmente, a
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transformacao fisica das fibras colagenas deriva de processo adaptativo que
facilita o crescimento concéntrico, com conseqiente aumento da geracao de
forca e maior rigidez diastdlica nas paredes. Em outras situacfes, tais como
nas cardiomiopatias dilatadas, s&8o observadas alteracdes fisicas e
bioquimicas nas fibras de colageno, com consequiente transformacao global
ou regional da arquitetura miocardica, com afilamento, piora da contratilidade
e aumento das camaras ventriculares®.

Tal desarranjo de fibras pode eventualmente persistir mesmo apoés a
remocdo da doenca de base em diversas situacdes. Em pacientes
portadores de patologia da valva mitral com insuficiéncia tricuspide
secundaria, pode nao haver normalizacdo do fluxo regurgitativo tricaspide
mesmo com a correcdo da patologia mitral'®. Este fato suscita controvérsia
na literatura sobre a real necessidade da realizacdo de plastia do anel valvar
tricispide quando este esta secundariamente dilatado™®, e em que medida a
nao normalizacédo do refluxo pode estar associada a alteracdes histolégicas
irreversiveis no anel atrioventricular. Tal fato se reveste de capital
importancia, haja vista o fato de que cerca de metade dos pacientes
portadores de doencas da valva mitral com indicacdo cirdrgica apresenta
insuficiéncia trictspide significativa®®. Os autores que advogam a n&o
realizagdo da plastia insistem no fato que a corre¢do da lesdo mitral leva a
normalizagcdo da pos — carga do ventriculo direito por diminuicdo da pressao
do leito vascular pulmonar’®>. Em contraste, aqueles que advogam a
realizacdo de plastia do anel tricispide sustentam o fato de que a dilatacéo

do anel pode ndo ser naturalmente reversivel em casos avancados, a
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despeito da correcdo total da valva mitral®®?’. Tal fato poderia,
eventualmente, ocorrer devido a alteracdes estruturais microscépicas do
anel atrioventricular com ocorréncia de colagendlise e substituicdo das fibras
de colageno por tecido de outra natureza, com comprometimento de sua
integridade.

O conceito anatdmico classico de que o esqueleto fibroso do coracéo

ndo se dilata foi refutado®®*®

, sendo comprovado o seu alargamento nos
casos de insuficiéncia cardiaca grave causada por cardiomiopatia dilatada
de etiologia isquémica (CMDIsq) ou idiopatica (CMDId) n&do chagasica®®. A
influéncia deste fato na insuficiéncia mitral foi bem documentada, porém sua
influéncia em relacdo ao anel atrioventricular direito ainda aguarda
confirmacéo®. Ademais, ndo existe na literatura estudo histolégico
comparativo dos anéis atrioventriculares direito e esquerdo nos casos de
CMDId a luz deste novo conceito. Ao mesmo tempo, o conhecimento
disponivel acerca do papel exercido pela matriz extracelular em termos de

controle e regulacdo deste processo ainda é escasso, de modo que existe

vasto campo de pesquisa a ser desenvolvido nesta area.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Anatomia macroscOpica e microscopica das valvas

atrioventriculares direita e esquerda

A valva atrioventricular direita € classicamente descrita como tendo
trés folhetos ou valvulas, embora estudos anatbmicos mais modernos
coloquem em duavida tal assertiva, asseverando que um numero variavel de
folnetos podem eventualmente estar presentes, quer como folhetos
principais, quer como acessoérios™. Os trés folhetos que s&o classicamente
descritos sdo denominados anterior, posterior e septal, todos eles se
inserindo no assim denominado anel da valva atrioventricular direita, e
delimitando uma area valvar central que lembra grosseiramente um
tridangulo, e que geralmente é maior que o analogo orificio da valva
atrioventricular esquerda®.

O folheto anterior, que na realidade se situa em posicdo antero-
superior € o maior dos folhetos e pode apresentar subdivises. Insere—se,
através de cordas tendineas, aos musculos papilares anterior e medial*®°.

O folheto posterior, que na verdade se situa em posicéo inferior €
usualmente o menor, sendo que as cordas tendineas que 0O sustentam
emergem dos musculos papilares posterior e anterior**?°.

O folheto septal € comumente pouco maior que o posterior, sendo que

as cordas que o sustentam emergem dos musculos papilares posterior e

septal. A borda de insercdo deste folheto no anel atrioventricular direito se
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faz na regido membranosa do esqueleto fibroso do coracdo, de modo que
em processos de dilatacdo do anel atrioventricular direito esta area

permaneca relativamente inalterada®?2.

Tal fato acarreta importancia
cirdrgica consideravel, haja vista a proximidade desta regido com o fasciculo
atrioventricular®,

O anel atrioventricular direito € um componente tanto da valva
atrioventricular direita quanto do ventriculo direito, de modo que, para que
ocorra regurgitacdo devido a dilatacdo do anel deve necessariamente haver
aumento do ventriculo direito, fato este que comumente leva a insuficiéncia
dita secundaria®?®,

A valva atrioventricular esquerda contém dois folhetos, sendo
composta pelo anel atrioventricular esquerdo, folheto anterior e folheto
posterior, que sdo ligados aos musculos papilares anterolateral e pdéstero-
medial por cordas tendineas. A area combinada dos dois folhetos representa
aproximadamente o dobro da area do 6stio atrioventricular esquerdo, fato
gue permite uma ampla area de contato entre os dois folhetos. O folheto
anterior € o maior, com formato grosseiramente triangular, com sua base
ocupando cerca de um terco do anel valvar. O folheto posterior € o menor e
sua insercdo ao anel valvar ocupa cerca de dois tercos do diametro
deste?*?°,

Embora classicamente considerado como estrutura inerte no que
concerne a dindmica do fechamento valvar, o anel valvar tem tido o seu

papel redimensionado por estudos recentes, tendo-se chegado a concluséo

de que sua funcdo é muito mais efetiva do que mero suporte passivo onde
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se inserem os folhetos, pois existe uma efetiva diminuicdo da sua
circunferéncia durante a sistole, que reduz a area a ser fechada®’?.
Ademais, o fato de o esqueleto fibroso ser passivel de dilatacdo conduz a
necessidade de consideracdo de um novo elemento na analise das
insuficiéncias das valvas atrioventriculares direita e esquerda®®.

A histologia dos anéis atrioventriculares direito e esquerdo é também
distinta, com o componente direito sendo formado pela juncéo dos folhetos
valvares, sem o anel colagenoso completo que existe no componente
esquerdo. Os folhetos das valvas atrioventriculares direita e esquerda séo
compostos por quatro camadas, denominadas auricularis, spongiosa, fibrosa
e ventricularis, que se dispde a partir da superficie atrial em direcdo a
superficie ventricular e que apresentam caracteristicas histologicas distintas.
A auricularis € composta de colageno, fibras elasticas e musculo liso. A
spongiosa contém principalmente proteoglicanos, poucas fibras elasticas,
colageno e tecido conectivo (fibroblastos e células mesenquimais). A fibrosa
€ a camada central, sendo responsavel pelo suporte estrutural dos folhetos e
€ composta por colageno e fibras elasticas, representando uma continuidade
em relacdo ao anel atrioventricular. A ventricularis é composta
predominantemente por fibras elasticas que se misturam com a camada

subendocérdica adjacente ao ventriculo®**2.
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2.2 O tecido conjuntivo

2.2.1 Aspectos gerais

Os tecidos conjuntivos séo estruturas biologicas complexas formadas
por componentes quimicos distintos, permeados por células préprias
(fibroblastos, osteoclastos e condrdcitos) e células relacionadas a funcéo
imunologica (polimorfonucleares, macréfagos e mastécitos), vasos
sanglineos, nervos e matriz extracelular, que constitui seu principal
componente®334,

Nas ultimas décadas, o conhecimento sobre a biologia molecular da
matriz extracelular e de suas funcdes em situacdes normais e patoldgicas
tem aumentado®!3**!, Para propésitos didaticos, as macromoléculas de
tecidos conectivos de diferentes espécies animais podem ser divididas em
quatro grandes categorias: colagenos e elastinas, ambos formando o
arcabouco fibroso, e proteoglicanos e glicoproteinas, que preenchem os
espacos intersticiais>>*°.

Além de fornecer suporte estrutural para os tecidos, a matriz
extracelular € o meio pelo qual transitam informacdes entre as células, que
por sua vez S80 responsaveis por processos como morfogénese,
diferenciacéo, migracao celular, reparo e fibrose teciduais®**.

As diversas concentragcbes e associacdes de seus componentes

resultam em adaptacdes especificas para os diferentes tecidos permitindo a
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manutencdo da homeostase e adaptacfes frente aos mais diversos

estimulos*?48,

2.2.2 O sistema das fibras colagenas

O termo colageno refere-se a uma familia de proteinas fibrosas
encontradas em todos os animais multicelulares, sendo a mais abundante
proteina fibrosa extracelular dos seres humanos, formando cerca de 25% de
todas as suas proteinas** e 1% a 9% da massa ndo gordurosa do musculo
esquelético”*"*8.

A principal caracteristica da molécula de colageno tipica é a estrutura
longa e rigida em tripla fita helicoidal na qual, trés cadeias peptidicas de
colageno chamadas cadeias alfa, estdo enroladas entre si*'. Essas
moléculas podem agrupar-se em polimeros ordenados chamados fibrilas de
colageno, que por sua vez podem se agrupar em fibras mais grossas, as
fibras colagenas®®.

As moléculas de colageno sdo sintetizadas no reticulo
endoplasmatico rugoso. Seguem para o complexo golgiense, onde sofrem
modificac¢des, incluindo a hidroxilacdo dos residuos de prolina e lisina, para
formar, respectivamente, a hidroxiprolina e a hidroxilisina. A hidroxilagcao da
prolina é essencial para a estabilidade térmica da tripla hélice. A hidroxilagéo
da lisina proporciona substrato para a sua posterior glicosilacao e formacéao

de ligacdes cruzadas estaveis, importantes para a aquisicdo da forca ténsil

do tecido®.
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Os produtos dessas reacfes quimicas sdo, entdo, secretados no
espaco extracelular com extensbes carboxila e amina terminais que
constituem uma molécula chamada procolageno. Apds a exocitose,
procolageno peptidases removem as extensdes carboxila e amina terminais.
A proteina resultante € chamada tropocolageno, que se polimeriza em
filamentos longos no meio extracelular. Essas moléculas sofrem oxidacdes
pela acdo da lisil oxidase, originando aldeidos nas porcdes terminais e nas
porcdes helicoidais da molécula. Esses aldeidos formam ligacées covalentes
intra e intermoleculares entre as cadeias alfa, permitindo a formacdo de
multiplas ligacbes cruzadas entre as moléculas de colageno, levando a
formacao de fibras estaveis®3,

A concentracdo de colageno presente no espaco extracelular é
controlada antes e ap0s a sua secrecdo. A renovacdo do colageno

intracelular — o procolageno — € dependente da relacdo entre sua sintese e

D

degradacdo®. No espaco extracelular, a tripla hélice de colageno

fragmentada pela acdo das metaloproteinases (MMPS), ou colagenases,

(¢

esses fragmentos sdo degradados por proteinases®™. As MMPs sdo uma
familia de endopeptidases que, coletivamente, sdo capazes de degradar
todos 0os componentes da matriz>’.

No musculo esquelético, o colageno se apresenta, principalmente, em
trés formas fibrilares: 1, 1ll e V, e uma forma nao fibrilar, o colageno tipo IV.
Os colagenos do tipo | e Ill sdo os mais abundantes, sendo que o tipo |

corresponde a cerca de 80% e o tipo Il a 19%. Além disso, colagenos tipos
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I, X1, Xll, XIv, XV e XVIII também tem sido encontrados no musculo
esquelético e o colageno tipo VI no musculo cardiaco®.

O estudo histolégico do colageno permitiu melhor entendimento de
sua funcéo e patologia, de modo que varias técnicas de coloracdo foram
desenvolvidas para a diferenciacdo de fibras colagenas e fibras musculares,
sendo que a maioria delas pertence a categoria do tricromicos, tais como os
métodos de Masson, Mallory e van Gieson. Embora as fibras colagenas
corem-se de maneira satisfatéria por esses métodos, outras estruturas
colagenas tais como as fibras de reticulina e as membranas basais ndo sao
seletivamente coloridas pelos métodos tricrobmicos, tendo sido esse
problema resolvido com o desenvolvimento da coloracdo denominada
picrossirius, contribuicdo importante de autores brasileiros®. As moléculas de
colageno dos mamiferos sdo dispostas em orientacéo paralela, de modo que
o padrdo de birrefringéncia é uma das caracteristicas marcante destas
entidades, fato que pode se observado em microscopios de luz e eletrbnicos.
As moléculas colagenas sao ricas em aminoacidos basicos, reagindo
fortemente com corante acidos. Sirius Red € uma macromolécula corante
alongada que reage com o colageno e promove realce da sua birrefringéncia
normal, devido ao fato de haver alinhamento paralelo entre sua estrutura e o
eixo longo de cada molélucula do colageno®**.

O colageno é o principal constituinte do tecido conectivo, e a
quantidade e organizacdo de suas fibras afetam a capacidade ténsil das
34,43.

estruturas e consequentemente suas propriedades estruturais

Alteracbes na biossintese do coldgeno ja foram demonstradas nas
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valvopatias reumaticas e na degeneracdo mixomatosa’, porém é escassa
na literatura informacéo sobre suas propriedades nos anéis atrioventriculares

nos casos de CMDId*.

2.2.3 O sistema das fibras elasticas

As fibras elasticas possuem propriedades mecéanicas Unicas, que
incluem alta elasticidade linear e excelente distensibilidade, realizando
funcdes essenciais em varias estruturas, tais como artérias, pulmdes e
pele52’53.

Em nivel ultra-estrutural, as fibras elasticas dos mamiferos sé&o
compostas por um nucleo central de material amorfo homogéneo chamado
elastina, circundado por microfibrilas, cujo principal componente sdo as
fibrilinas 1 e 2 , além das microfibrilas associadas as glicoproteinas
(MAGPs), e os proteoglicanos perlecan, versican e decorina®.

Embora genericamente chamadas de fibras elasticas ou fibras de
elastina, existe terminologia correta para denomina-las de acordo com suas
diferentes estruturas e composicao bioquimica. Desta forma, podemos dividi-
las em fibras elasticas maduras, fibras elauinicas, que apresentam
componente de elastina diminuido em relacdo ao componente microfibrilar e
fibras oxitalanicas, que ndo possuem componente de elastina e que sao
compostas exclusivamente por microfibrilas®?.

Em condi¢des patoldgicas, o componente de fibrilina € degrada por

MMPs, de modo que pode haver desbalanco na proporgéo entre os 3 tipos
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existentes de fibras elasticas, com consequente alteracdo das propriedades

biomecanicas dos tecidos®.

2.3 Cardiomiopatias

2.3.1 Definicao

Cardiomiopatias sédo definidas como doencas do musculo cardiaco
que resultam de uma série de fatores, tais como defeitos genéticos,
agressao aos miocitos ou infiltracdo miocardica, de forma que podem ser
ocasionadas por defeito primario das células miocardicas ou por fatores
alheios a estas, tais como deposicdo de substadncias na matriz

extracelulart®.

2.3.2 Historico

Segundo Mady e Fernandes®®, coube a Krehl, em1891, a primeira
descricdo de cardiomiopatia , sendo o termo sugerido por Brigden®® em seu
artigo “‘Uncommon myocardial diseases. The non-coronary

cardiomyopathies”, publicado na revista Lancet em 1957.
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2.3.3 Classificacéo

Foram realizadas varias tentativas de classificacdo das
cardiomiopatias, porém a mais conhecida foi publicada pela primeira vez, em
1980, pela World Health Organization (WHO) e International Society and
Federation of Cardiology (ISFC)*’, que definiu as cardiomiopatias como
“‘doencas do musculo cardiaco de causa desconhecida” (idiopaticas), tendo-
as subdividido em dilatadas, hipertroficas e restritivas.

Quando houvesse causa conhecida, a doenca seria classificada
dentro do grupo “doencgas especificas do musculo cardiaco”, tendo etiologia
infecciosa, toxica, metabdlica, hereditaria, familiar e sistémica, sendo as de
etiologia alcodlica e periparto classificadas separadamente.

Tal sistema nao foi aceito como consenso, sendo criticado por
diversos autores®®® e em 1996, em novo relatério®®, a WHOI/ISFC
reconheceu que nao havia sentido diferenciar “cardiomiopatia” de “doencgas
especificas do musculo cardiaco”, em razao do avang¢o no entendimento da
etiopatogénese dessas doencas, sendo classificadas como cardiomiopatias

as afeccBes que envolvem o miocardio ocasionando disfuncao cardiaca.

A classificacéo proposta foi a seguinte:
» Cardiomiopatia dilatada (CMD), da qual fazem parte, como agentes
etiologicos, os fatores idiopaticos, virais e/ou autoimunes e

alcodlicotoéxicos;
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Cardiomiopatia hipertrofica, que tem na hipertrofia miocardica e

disfuncéo diastolica suas principais caracteristicas;

Cardiomiopatia restritiva, caracterizada pelo déficit de elasticidade da
parede levando a reducédo do volume diastolico, como observado nos

casos de endomiocardiofibrose;

Cardiomiopatia arritmogénica do ventriculo direito;

Cardiomiopatias né&o classificadas, das quais fazem parte a
fibroelastose, a disfuncéo sistélica acompanhada de mitocondriopatia e

dilatacdo cardiaca minima, e outras doencas, como a amiloidose;

Cardiomiopatias especificas, definidas como:

e Cardiomiopatia isquémica, definida como uma cardiomiopatia
dilatada, ja citada e estudada na sua evolucao natural por Yatteau et
al.®®, que a denominaram também de miopatia da doenca arterial
coronaria, caracterizada por diminuicdo generalizada da contratilidade
do ventriculo esquerdo, gerando uma fragdo de ejecdo < ou = 0,25
acompanhada por aterosclerose coronaria de um ou mais vasos. Os
pacientes com danos miocardicos segmentares (aneurisma de VE e
infarto miocardico causando acinesia) ndao se incluem nesse

subgrupo;
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e Cardiomiopatia valvar, secundaria a sobrecarga de volume ou
pressdo decorrente de valvopatia de longa duracdo e de grande

intensidade®°°:

e Cardiomiopatia  hipertensiva, freqientemente traduzida em
cardiomiopatia hipertréfica, mas que pode estar presente nas CMD e

cardiomiopatias restritivas;

e Cardiomiopatia inflamatdéria, causada por miocardite acompanhada de
disfuncéo cardiaca. Diagnosticada por meio de critérios histolégicos,
imunologicos e imunohistoquimicos. Fazem parte deste grupo a
cardiomiopatia chagasica, as cardiomiopatias viroticas (HIV,
enterovirus, adenovirus e citomegalovirus), as cardiomiopatias
autoimunes, as cardiomiopatias bacterianas e outras afeccbes

promotoras de inflamac¢édo do miocardio;

e Cardiomiopatias metabdlicas, as quais tém como fatores etioldégicos
os distarbios endocrinos (hipotireoidismo, tireotoxicose, insuficiéncia
adrenocortical, feocromocitoma, diabete melito), os disturbios

nutricionais e outros;

e Cardiomiopatias derivadas de outras doencas sistémicas como, por
exemplo, o ldpus eritematoso sistémico, a artrite reumatoide, a

esclerodermia e a sarcoidose;
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e Cardiomiopatias causadas por distirbios  musculares e
neuromusculares como, por exemplo, a doenca de Duchenne, as

distrofias miotbnicas e a ataxia de Friedreich;

e Cardiomiopatias toxicas, causadas por agentes como 4&lcool,

antraciclina e irradiacao;

e Cardiomiopatia periparto, que tem um perfil etiolégico multifatorial;

Com relacdo a epidemiologia, pode-se observar prevaléncia variavel
de 4-8 casos por 100 mil habitantes por ano, porém este nimero pode ser
fruto de subavaliacdo®®’. Nos EUA, cerca de um quarto dos casos de
insuficiéncia cardiaca congestiva é devida a CMDId. Ocorre com freqiiéncia
guase trés vezes maior em negros e homens do que em brancos e mulheres

com sobrevida possivelmente pior no primeiro grupo.

2.3.4 Fisiopatologia

Com relacao a fisiopatologia, a doenca pode representar uma via final
comum resultante de lesdo miocéardica produzida por uma variedade de
mecanismos citotdxicos, metabélicos,imunolégicos, familiais e infecciosos®®
0O &lcool, por exemplo, é apontado como potencial produtor de disfuncao

cardiaca grave, com achados clinicos, hemodinamicos e patologicos

idénticos aqueles presentes na CMDId. A ligacdo familiar parece exercer
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maior influéncia do que normalmente se considera. Em cerca de 20% dos
pacientes, um parente em primeiro grau também mostra evidéncias de
CMDId. Foi demonstrada transmissdo autossomica dominante e seis loci
cromossOémicos foram ja identificados. Alguns casos sao ligados ao
cromossomo X, determinando uma alteracdo no primeiro exon do gene, que
codifica para a proteina distrofina, componente do citoesqueleto dos
miécitos®.

Recentemente, uma nova de cardiomiopatia foi descrita. Tal condicao
denomina-se takotsubo e caracteriza-se por disfuncdo miocéardica aguda, e
em geral transitoria, com abaulamento da ponta do ventriculo esquerdo. Em
geral acomete mulheres idosas com passado recente de sobrecarga
emocional, e a fisiopatologia aparentemente esta relacionada a excesso de
catecolaminas circulantes, de modo que tal entidade pode ser considerada
como um quadro neurocardiolégico’”.

Independente das divergéncias classificatérias, um ponto comum €
gue, nessas doencas, as alteracbes na massa e, em especial, na geometria
ventricular esquerda, geram conseqiéncias na mecanica dessa estrutura,
com déficit de funcdo e progndstico variavel, sendo alvo, portanto, de
diversas estratégias diagnosticas e terapéuticas, tais como a reconstrucao
geométrica do ventriculo esquerdo ou a ventriculectomia parcial >3,

Visando otimizar essas estratégias, estudos realizados em coracdes
normais e doentes sao desenvolvidos para melhor compreensdo desse
remodelamento, tanto do ventriculo esquerdo como um todo, como em

73
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segmentos ventriculares diferentess Gomez Doblas et al.”” afirmam que a



Revisao da literatura @ 22

melhor forma de estudar a geometria do ventriculo esquerdo seria a analise
da peca anatbmica, o que € viavel somente em estudos experimentais ou
com pecas obtidas em situagdo post-mortem.

Hueb et al.?®

, €m um estudo anatdmico com 68 cora¢cdes humanos de
adultos, sendo 20 normais, 24 com CMDId e 24 com CMDIsq, realizaram
seccdao transversal das paredes dos ventriculos esquerdo e direito ao nivel
da meia altura do corpo do musculo papilar anterior, tendo verificado que as
variaveis ventriculares analisadas demonstraram uma dilatacdo global e
proporcional entre os segmentos observados.

Juliani®*, estudando o ventriculo esquerdo e o anel atrioventricular
esquerdo de 43 coracBes humanos de adultos, sendo 10 normais, 18 com
CMDId e 15 com CMDIsq, concluiu que os coracdes nos grupos idiopatico e
isquémico apresentam dilatacdo longitudinal e transversal do ventriculo
esquerdo, porém sem alteracdes significativas quanto a espessura da
parede com relacdo ao grupo normal.

E fato conhecido que as mudancas na cavidade ventricular esquerda,
gue ocorrem durante o curso da insuficiéncia cardiaca, manifestam-se pelo
aumento da esfericidade da camara, ou seja, ndo ocorrem em segmentos e
sim, globalmente?. Nikitin et al.®® avaliaram, com metodologia
ecocardiografica, 71 pacientes com CMDIsqg e mais 30 pessoas como grupo
controle. Salientaram, no embasamento de seu trabalho, que independente
da etiopatologia, o remodelamento ventricular esquerdo esta sempre

associado com uma sequéncia similar de eventos moleculares, bioquimicos

e mecanicos, que podem levar a faléncia cardiaca, hipertrofia
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cardiomiocitica, acentuada producdo de matriz extracelular e fibrose.
Também afirmaram que a distorcdo geométrica e a dilatacdo ventricular
esquerda sdo conhecidas como os principais marcadores do remodelamento
ventricular esquerdo. No seu estudo, usaram um indice de esfericidade
diastolica do ventriculo esquerdo como indicador da progressdo do
remodelamento ventricular. Atestaram que, em seus estudos prévios, ficou
demonstrada a sensibilidade desse indice no processo de remodelamento
ventricular esquerdo, em pacientes com cardiomiopatia dilatada. Concluiram
que, nesses individuos, um remodelamento ventricular mal adaptado
progride com significativa dilatacdo e distorcdo geométrica do ventriculo
esquerdo, hipertrofia excéntrica e tensdo aumentada de parede no final da
sistole. Houve correlacdo da esfericidade ventricular esquerda com
restricbes ao enchimento diastdlico e no grau de regurgitacéo atrioventricular
esquerda. Assim, os dados obtidos indicaram que a evolucdo do
remodelamento ventricular na cardiomiopatia dilatada esta associada com
deterioracéo da funcéo sistolica do ventriculo esquerdo e maior gravidade da
insuficiéncia cardiaca, ocasionando piora de sobrevida nesse grupo de
pacientes.

E pouco explorada na literatura a correlacéo entre o perimetro do anel
atrioventricular e a dilatacdo do ventriculo esquerdo em diferentes
segmentos, tanto na CMDId como na CMDIsq. Existem indica¢gbes que a
disfuncdo da valva atrioventricular esquerda, com variaveis graus de
insuficiéncia, encontrada tanto na CMDIsqg como na CMDId, estéa relacionada

a dilatacdo do seu préprio anel, do ventriculo esquerdo e do atrio esquerdo,
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bem como a distensdo das cordas tendineas e as anormalidades na
contracdo dos musculos papilares e da parede ventricular’ #87,

Alguns estudos procuraram embasar essas indicacdes sobre esse
mecanismo regurgitante. Em estudo com valvas porcinas, He et al.®®
defendem que a dilatacdo do anel atrioventricular esquerdo contribui de
forma consistente para essa regurgitacdo, e que o deslocamento dos
muasculos papilares, com consequente aumento da tensdo das cordas
tendineas, restringe o fechamento dos folhetos. Existe, também, por conta
da disfuncdo ventricular esquerda, uma diminuicdo na pressao sistolica
contra a face ventricular dos folhetos. Alegam que, esses fatores, atuando
de forma conjunta na CMDId ou CMDIsq, geram regurgitacéo valvar.

Chandraratna e Aranow®®, em trabalho realizado com 22 pacientes
portadores de CMD com e sem regurgitacdo atrioventricular esquerda, no
qual se avaliou, pela ecocardiografia, a dilatacdo do anel, do ventriculo
esquerdo e a regurgitacdo, concluindo que a dilatacdo do anel ocorre
somente em alguns pacientes, sem proporcionalidade ao grau de dilatacédo
do ventriculo esquerdo. Sugeriu-se que a regurgitacdo, associada a
dilatacdo do ventricular, poderia ocorrer em consequéncia da perda da acéo

esfincteriana do anel e/ou alinhamento inadequado dos musculos papilares e

nao simplesmente pela dilatacdo do anel.
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3 OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo sao:

1)

2)

3)

Avaliar comparativamente os perimetros dos ventriculos direito e
esquerdo em diferentes segmentos e dos aneéis atrioventriculares
direito e esquerdo nos coragdes normais e portadores de

cardiomiopatia dilatada de etiologia idiopatica;

Descrever o arranjo das fibras coldgenas dos anéis
atrioventriculares direito e esquerdo nos coragfes normais e

portadores de cardiomiopatia dilatada idiopatica;

Comparar a porcentagem por area de fibras coldgenas e elasticas
dos anéis atrioventriculares direito e esquerdo entre os coracdes
normais e portadores de cardiomiopatia dilatada de origem

idiopatica;
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4 METODOS

O projeto deste estudo foi inicialmente submetido e aprovado pelas
Comissdes Cientifica e de Etica do Instituto do Coragédo (InCor) e de Etica
para Andlise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq - Diretoria Clinica do
Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo), conforme pareceres apresentados . Para efeito deste estudo, foi
utiizado o padrédo classificatério atual, proposto pela World Health
Organization (WHO) e International Society and Federation of Cardiology

(ISFC), na selecéo das pecas utilizadas e analise dos resultados.

4.1 Material

Foram estudados cora¢Bes considerados normais e dilatados. Os
normais foram provenientes do Servico de Verificacdo de Obitos da Capital
(SVOC-USP), cedidos dentro das normais legais e éticas vigentes. Os
dilatados foram provenientes do Laboratério de Anatomia Patolégica do
Instituto do Coracdo do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (InCor-HC-FMUSP), oriundos de necropsias
realizadas em pacientes falecidos na instituicao.

Foram selecionados 26 coragdes divididos da seguinte maneira:
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Grupo 1 — (CMDId) Composto de 13 coracdes portadores de cardiomiopatia

dilatada de etiologia idiopatica

Grupo 2 — (NORMAL) Composto de 13 coragfes provenientes de individuos

isentos de cardiomiopatia e considerados normais

Para que um coracdo fosse incluido na classificacdo de
cardiomiopatia dilatada foram utilizados os relatérios de laudos
necroscopicos relativos a cada espécime expedidos pelo servico de
Anatomia Patoldgica do Instituto do Coracdo do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&ao Paulo.

A formacdo do grupo de cardiomiopatia dilatada idiopatica obedeceu
aos seguintes critérios de exclusdo, com dados obtidos a partir do prontuario

e de analise dos espécimes:

(a) — Idade inferior a 18 anos;

(b) - Doencga isquémica coronariana,;

(c) - Anomalias cardiacas congénitas;

(d) — Anomalias cardiacas valvares;
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(e) — Anomalias do septo interventricular, interatrial ou paténcia do

forame oval;

(f) — Doenca miocardica infiltrativa, como amiloidose;

(g9) — Bloqueio atrioventricular total;

(h) — Doenca hipertensiva significativa

(i) — Relacdo com o periodo puerperal,

() — Prova de Machado-Guerreiro positiva;

(k) — Presenca de deformidades da cavidade do ventriculo esquerdo

como aneurismas ou pseudo-aneurismas em qualquer uma de suas

paredes

() — Tratamento cirdrgico prévio das cavidades ventriculares e/ou das

valvas atrioventriculares ou semilunares.

O grupo 2 foi formado com coragBes provenientes de cadaveres
adultos sem cardiopatia prévia obtidos no Servico de Verificacdo de Obitos
da Capital (SVOC-USP), extraidos de acordo com rotina prépria da

instituicdo com no maximo 24 horas post-mortem e que foram cedidos
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dentro das normais legais e éticas vigentes. A formacéo do grupo obedeceu

aos seguintes critérios de incluséo:

(a) - Causa mortis ndo relacionada a cardiopatia.
(b) - Pecas livres de alteracbes macroscopicas, em particular valvopatias.
(c) - Provenientes de pessoas entre 18 e 75 anos.

(d) - Laudo anatomopatoldgico atestando normalidade do coracao.

4.2 Analise Macroscépica

Apoés a obtencdo dos espécimes procedeu-se a seccao dos grandes
vasos ao nivel das comissuras valvares, das veias cavas e pulmonares em
sua juncado com o0s respectivos atrios, respeitando-se a morfologia cardiaca,

obedecendo-se as seguintes etapas de preparo e fixacdo das pecas:

1° - Disseccdao do tronco pulmonar e da aorta, isolando-os e retirando-se o

excesso de gordura;

2° - Seccdo do atrio direito e do atrio esquerdo, ao nivel da juncéo
atrioventricular, possibilitando a visibilizacdo das valvas atrioventriculares

esquerdas e direitas;

3° - Introducédo de algodéo desfiado e embebido em solucdo aquosa de

formol a 10% através dos orificios das valvas atrioventriculares, moldando-
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se cuidadosamente as cavidades ventriculares e mantendo-se coaptados os

folhetos das valvas atrioventriculares;

4° - Manutencao das valvulas das valvas aértica e pulmonar fechadas, com

pequenos chumacos de algodéo;

5° - Imersédo das pecas em solucdo aquosa de formol a 10% por periodo de
10 dias para fixacdo das mesmas, procedendo-se entdo a retirada dos
chumacos de algodédo do interior dos ventriculos, deixando-se as cavidades

cardiacas livres.

Apoés as etapas de preparo e fixacdo das pecas, foram realizadas
seccles transversais das paredes dos ventriculos esquerdo e direito,
partindo-se do sulco atrioventricular em direcdo ao apice do coracéo
(DistAV-AP). As seccdes transversais foram realizadas com utilizacdo de
uma faca elétrica em nivel correspondente a 80% (basal), 50% (equatorial) e

20% (apical) desta distancia (Figuras 1 e 2).
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Segmento Basal - 80%
Dist AV-AP ’ b Segmento Equatorial - 50%

Segmento Apical - 20%

Figura 1 - Face posterior de coracdo com delimitacdo esquematica dos
pontos para laminacdo ventricular. Segmento basal (80%), segmento
equatorial (50%), segmento apical (20%). DistAV-AP = distancia do sulco
atrioventricular até o apice ventricular esquerdo (Juliani PS, 2008).

Figura 2. Seccao do coragdo com faca elétrica nos segmentos ventriculares
(apical, equatorial e basal)
Para mensuracdo dos perimetros ventriculares e dos anéis
atrioventriculares direito e esquerdo, os segmentos ventriculares apical,
equatorial e basal obtidos dos cortes com a faca elétrica e os anéis

atrioventriculares de cada coracdo foram fotografados com uma camera
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digital (Sony, modelo Cyber Shot DSC W 200) que foi fixada em uma
mesa por meio de uma estativa distando 15 cm das pecas. As imagens
obtidas pela maquina fotografica foram transferidas para um computador
onde foram realizadas as mensuracbes com o software Image Tool,
desenvolvido pelo Department of Dental Diagnostic Science of the
University of Texas Health Science Center, San Antonio, USA. Todas as
pecas foram fotografadas ao lado de uma régua que serviu de referéncia

para as mensuracoes (Figuras 3 e 4).

Figura 3 - Apresentacao dos segmentos apical, equatorial, basal — (letras A,
B e C) e dos anéis atrioventriculares esquerdo e direito (letra D) (Modificado

de Juliani PS, 2008)
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Figura 4 - Janela do software Image Tool no momento de mensuracédo do
perimetro ventricular do segmento basal do ventriculo (Modificado de Juliani
PS, 2008).

4.3 Andlise Microscopica

4.3.1 Preparo das laminas

ApOs a realizagdo das fotografias, os anéis atrioventriculares direito e
esquerdo foram completamente dissecados, porem nao foram separados,
mantendo-os unidos pelo corpo fibroso central. Os anéis foram acomodados
em caixetas que foram enviadas ao servico de patologia, sendo a seguir

parafinados e laminados para realizagéo de estudos histologicos (Figura 5).
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Figura 5 — (A) Caixeta utilizada para guardar os anéis atrioventriculares e
(B) anéis atrioventriculares direito e esquerdo parafinados.
Foram realizados cortes histolégicos de 5 micrometros de espessura

e empregados 0s seguintes métodos de coloracao:

» Hematoxilina e Eosina (H.E.) — Coloracdo padrdao nos servicos de
anatomia patolégica, sendo utilizada para identificacdo de artefatos
técnicos e alteracbes histopatologicas que eventualmente pudessem
comprometer analise posterior pelos demais métodos, ndo sendo

realizadas analises quantitativas por esta coloracéo.

» Picrossirius - Os cortes histologicos foram desparafinados,
hidratados e corados durante uma hora em solu¢do 0,1% de Sirius
Red ( Sirius Red F 3B 200, Mobay Chemical CO, Union , NJ, USA)

dissolvida em acido picrico aquoso saturado. Os cortes foram lavados



Métodos 37

durante cinco minutos em agua corrente e contracorados com
hematoxilina de Harris fresca durante dois minutos, com realce em

vermelho das fibras colagenas (Figura 6).
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Figura 6 - Fotografia de lamina microscopica de corte histologico do anel
atrioventricular corada por picrossirius apresentando fibras colagenas
coradas em vermelho (100X).

» Resorcina-Fuccina de Weigert com oxidagdo prévia por oxona
(RFO)- Os cortes histologicos foram desparafinados e tratados com
solucdo aquosa de oxona a 10% (composto monoperfulsato , Du
Pont, Wimington, Delaware, USA) por 40 minutos . Depois de lavados
em agua corrente por cinco minutos, foram lavados em série de alcool
etilico com concentragbes de 70% a 95% e colocados em solugéo
corante por uma hora em temperatura ambiente, apos o que foram
novamente lavados em agua corrente por cinco minutos e tiveram a
coloracéo de fundo removida por meio de solucéo de alcool etilico 1%

(Iml de HCI concentrado e 99 ml de etanol 70%) , sendo a seguir
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lavados em agua corrente, desidratados em alcool , diafanizados e

montados, com realce em roxo das fibras elasticas (Figura 7).

Figura 7- Fotografia de lamina microscopica de corte histologico do anel
atrioventricular corada por RFO apresentando fibras elasticas coradas em
roxo (100X).

4.3.2 Analise morfométrica quantitativa

A analise morfométrica quantitativa das macromoléculas foi realizada

260970 sendo a avaliacdo quantitativa

segundo metodologia consagrada
realizada por meio de analise digital de imagens com utilizacdo de sistema
composto por microscopio 6ptico Leyca DMR (Leyca Microsystems Wetzlar

Gmb H, Alemanha) conectado a um computador por uma camera de video

(Figura 8).
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Figura 8 - Microscopio oOptico Leyca DMR ( Leyca Microsystems Wetzlar
Gmb H, Alemanha) conectado a um computador por uma camera de video

A lente, a intensidade da luz do microscépio e a altura do
condensador foram padronizadas.

Os cortes histologicos dos anéis atrioventriculares direito e esquerdo
foram fotografados em quinze pontos escolhidos aleatoriamente em um
aumento de 100 vezes (Figura 9).

As imagens capturadas foram analisadas com a utilizacéo do software
Image Pro Plus versdo 4.1 (Media Cybernetics — Silver Spring, MD, USA),
gue quantifica a area ocupada por fibras e depois quantifica a area total,
sendo possivel calcular a porcentagem de fibras colagenas e elasticas de
cada ponto fotografado. Para cada anel, foi utilizada a média das

porcentagens de fibras dos quinze pontos fotografados (Figura 10).
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Figura 9 - Fotografia de lamina microscoépica de corte histologico do anel
atrioventricular corada por Picrossirius com setas exemplificando os pontos
aleatdrios escolhidos para obtencédo das fotografias.
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Figura 10 - Janela do software Image Pro Plus no momento de mensuracao
da quantidade de fibras coladgenas de um ponto do anel atrioventricular
coloridas em azul.
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4.3.3 Analise da distribuicdo do colageno nos anéis atrioventriculares

ApoOs confeccdo das laminas, os cortes foram observados sob
microscopia de luz polarizada para analise do colageno nos anéis
atrioventriculares, método que contribui significativamente para melhor
entendimento da distribuicio do colageno em situagdes normais e

patoldgicas °.

4.4 Analises comparativas realizadas (dados macroscopicos)

4.4.1 Comparagfes dos perimetros dos segmentos ventriculares direito e

esquerdo (analise intergrupos e intragrupos)

Foram realizadas comparacdes das médias dos perimetros de cada
segmento ventricular (Apical, Equatorial e Basal) entre os grupos CMDId e
NORMAL dos ventriculos direito e esquerdo — analise intergrupos (Figura

11).
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GRUPOS
CMDId NORMAL
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Figura 11 — Quadro explicativo mostrando o sentido das comparagdes
(andlise intergrupos) realizadas entre as médias dos perimetros dos
segmentos ventriculares direito e esquerdo entre 0s grupos.

Foram realizadas comparacdes das médias dos perimetros

ventriculares entre cada segmento (Apical, Equatorial e Basal) dentro de

cada grupo (CMDId e NORMAL) — andlise intragrupos (Figura 12).
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GRUPOS
CMDId NORMAL

X X
X X
Figura 12 — Quadro explicativo mostrando os sentidos das comparacfes

(andlise intragrupos) entre as meédias dos perimetros dos segmentos
ventriculares apical, equatorial e basal

SOLN3INO3S

4.4.2 Comparacdes dos perimetros dos anéis atrioventriculares direito e

esquerdo (analise intergrupos)

Foram realizadas comparacdes das médias dos perimetros dos anéis
atrioventriculares direito e esquerdo entre os grupo CMDId e NORMAL —

analise intergrupos (Figura 13).
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GRUPOS
CMDId NORMAL
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Figura 13 — Quadro explicativo mostrando os sentidos das comparacdes
entre os grupos (analise intergrupos) das médias dos perimetros dos anéis
atrioventriculares direito e esquerdo.

4.5 Andlises comparativas realizadas (dados microscopicos)

4.5.1 Comparacbes das médias das porcentagens por area das fibras
colagenas e elasticas dos anéis atrioventriculares direito e esquerdo (analise

intergrupos)

Foram realizadas comparacdes das médias das porcentagens por
area das fibras colagenas e elasticas dos anéis atrioventriculares direito e
esquerdo entre cada grupo (CMDId e NORMAL) — andlise intergrupos

(Figura 14).
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Figura 14 — Quadro explicativo mostrando os sentidos das comparacdes
entre os grupos (andlise intergrupos) das médias das porcentagens por area
de fibras coldgenas e elasticas dos anéis atrioventriculares direito e
esquerdo.

4.6 Estatistica

4.6.1 Anélise descritiva

As andlises descritivas foram realizadas, apresentado médias
acompanhadas dos respectivos desvios padrao (+DP) e valores minimos e
maximos. Os pressupostos da distribuicdo normal em cada grupo e a
homogeneidade das variancias entre o0s grupos foram avaliados,

respectivamente, com o teste de Shapiro-Wilk e com o teste de Levene.

4.6.2 Analise inferencial

Para os perimetros ventriculares (segmentos apical, equatorial e

basal), foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) de medidas repetidas
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para comparacdo das meédias de cada segmento entre os grupos (fator
intergrupos) e dentro de cada grupo (fator intragrupos).

O teste t foi utilizado para avaliar os perimetros medios dos anéis
atrioventriculares direitos e esquerdos e as porcentagens médias de fibras
elasticas e colagenas dos anéis.

As analises estatisticas descritivas e inferenciais foram executadas

com o software SPSS versédo 13 (SPSS 13.0 for Windows).
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5 RESULTADOS

5.1 Andlise descritiva macroscopica

5.1.1 Perimetros ventriculares direito e esquerdo

Um dos nossos objetivos foi avaliar os perimetros dos ventriculos
direito e esquerdo (segmento apical, equatorial e basal) para cada grupo
(CMDId e NORMAL). Porém, o ponto para seccao do segmento apical (20%)
nao abrangeu a cavidade ventricular direita dos coragdes dos grupos CMDId
e NORMAL na maioria dos casos. Assim, nos ventriculos direitos dos
coragOes dos grupos CMDId e NORMAL, foram mensurados e analisados
apenas os perimetros dos segmentos equatorial e basal.

Os resultados descritivos para as variaveis perimetros dos ventriculos

direito (segmentos equatorial e basal) e esquerdo (segmentos apical,

Resultados

equatorial e basal) para cada grupo, estdo apresentados nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1 - Medidas descritivas das variaveis perimetro equatorial e basal

nos grupos CMDId e NORMAL (mm) ventriculo direito

GRUPOS SEGMENTO N MEDIA DESVIO PADRAO MINIMO MAXIMO

CMDId Equatorial 13 170,812 44,60938
Basal 13 223,339 29,03743

Equatorial 13 112 2
NORMAL q 3 ,66 0,58866

Basal 13 173,38 24,82283

84,36
190,58

74,78
123,59

242,99
287,34

142,72
216,54
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Tabela 2 - Medidas descritivas das variaveis perimetro apical, equatorial e
basal nos grupos CMDId e NORMAL (mm) ventriculo esquerdo

GRUPOS SEGMENTO N MEDIA DESVIO PADRAO MINIMO MAXIMO

Apical 13 101,5862 38,23844 56,34 180,79
CMDId  Equatorial 13 191,3458 30,37638 146,81 254,45
Basal 13 181,9777 35,22137 140,39 261,37
Apical 13 59,93 18,70348 23,62 86,57
NORMAL Equatorial 13 120,3235 17,89946 93,17 144.,8
Basal 13 116,6919 15,00732 93,42 143,5

5.1.2 Perimetros dos anéis atrioventriculares direito e esquerdo

Os resultados descritivos para as varidveis perimetros dos anéis
atrioventriculares direito e esquerdo para cada grupo estdo apresentados

nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3 - Medidas descritivas da variavel perimetro anel AVD nos grupos
CMDId e NORMAL (mm)

GRUPOS N MEDIA DESVIO PADRAO  MINIMO MAXIMO
CMDId 13 120,1915 15,33305 94,85 141,78
NORMAL 13 104,0046 13,88195 75,77 128,89

Tabela 4 - medidas descritivas da variavel perimetro anel AVE nos grupos
CMDId e NORMAL (mm)

GRUPOS N MEDIA  DESVIO PADRAO MINIMO MAXIMO

CMDId 12 108,3233 13,76889 87,35 128,01
NORMAL 13 97,2723 16,40091 69,02 118,09
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5.2 Andlise descritiva microscopica

5.2.1 Porcentagem por area de fibras colagenas dos anéis atrioventriculares

direito e esquerdo

Os resultados descritivos para as variaveis porcentagens por area dos
anéis atrioventriculares direito e esquerdo para cada grupo estédo

apresentados nas tabelas 5 e 6.

Tabela 5 - Medidas descritivas da variavel fibras colagenas do AVD nos
grupos CMDId e NORMAL (mm)

GRUPOS N MEDIA DESVIO PADRAO MINIMO MAXIMO
CMDId 13 19,2332 14,19502 1,51 60,73
NORMAL 13 38,5756 21,51783 13,43 88,89

Tabela 6 - Medidas descritivas da variavel fibras colagenas do AVE nos
grupos CMDId e NORMAL (mm)

GRUPOS N MEDIA DESVIO PADRAO MINIMO MAXIMO
CMDId 13 22,0962 12,85746 1,44 59,55
NORMAL 13 38,4603 14,75941 14,85 59,55

5.2.2 Porcentagem por area de fibras elasticas dos anéis atrioventriculares

direito e esquerdo

Os resultados descritivos para as variaveis porcentagens por area dos
anéis atrioventriculares direito e esquerdo para cada grupo estédo

apresentados nas tabelas 7 e 8.
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Tabela 7 - Medidas descritivas da variavel fibras elasticas do AVD nos
grupos CMDId e NORMAL (mm)

GRUPOS N MEDIA DESVIO PADRAO  MINIMO  MAXIMO
CMDId 13 19,5032 11,33865 8,12 45,4
NORMAL 13 17,5873 13,42513 0,29 43,46

Tabela 8 - Medidas descritivas da variavel fibras elasticas do AVE nos
grupos CMDId e NORMAL (mm)

GRUPOS N MEDIA  DESVIO PADRAO MINIMO MAXIMO
CMDId 13 21,0929 11,16968 7,13 43,78
NORMAL 13 18,1184 13,63213 1,26 50,78

5.3 Distribuicdo do colageno nos anéis atrioventriculares

Na avaliagdo microscépica das fibras coladgenas dos anéis
atrioventriculares de corac¢des do grupo NORMAL, coradas com picrossirius
e observadas sob luz polarizada em aumento de 1000X, encontrou-se um

arranjo de fibras colagenas entrelagadas com um formato muito parecido a

um “pantografo” ou como em uma “cesta de vime” (figura 15 D e 16 D).

Esse mesmo arranjo de distribuicdo das fibras colagenas foi

encontrado em lamina proépria da corda vocal humana *.

Tal arranjo em “cesta de vime”, nos coragbes do grupo NORMAL,
apresentou-se mais denso no anel atrioventricular esquerdo (figuras 16D)

em relacdo ao anel atrioventricular direito, que apresentou espagos vazios

sem cruzamento de fibras (figura 15D).
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Figura 15 - Corte histologico transversal do anel valvar atrioventricular
direito corado com picrossirius (grupo NORMAL). (A) Fibras colagenas
observadas sob luz branca (50X). (B, C e D) Fibras colagenas observadas
sob luz polarizada (50X, 400X e 1000X). Observe 0s espac¢os vazios sem
fibras colagenas cruzadas (setas brancas) (D).
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Figura 16 - Corte histolégico transversal do anel valvar atrioventricular
esquerdo corado com picrossirius (grupo NORMAL). (A) Fibras colagenas
observadas sob luz branca (50X). (B, C e D) Fibras colagenas observadas
sob luz polarizada (50X, 400X e 1000X). Observe que existe um cruzamento
uniforme de fibras colagenas (D).
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Nos coracbes do grupo CMDId observou-se escassez das fibras
colagenas nos anéis atrioventriculares direito e esquerdo (figura 17 e 18) e
um desarranjo da forma de “cesta de vime”(figuras 17 D e 18 D), esses
achados foram mais evidentes nos anéis atrioventriculares esquerdos (figura

18).

Figura 17 - Corte histolégico transversal do anel valvar atrioventricular
direito corado com picrossirius (grupo CMDId). (A) Fibras colagenas
observadas sob luz branca (50X). (B, C e D) Fibras colagenas observadas
sob luz polarizada (50X, 400X e 1000X). Observe a escassez das fibras
colagenas (setas brancas) e o desarranjo na forma de “cesta de vime” (setas
vermelhas) (D).
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Figura 18 - Corte histolégico transversal do anel valvar atrioventricular
esquerdo corado com picrossirius (grupo CMDId). (A) Fibras colagenas
observadas sob luz branca (50X). (B, C e D) Fibras colagenas observadas
sob luz polarizada (50X, 400X e 1000X). Observe a escassez das fibras
colagenas (setas brancas) e o desarranjo na forma de “cesta de vime” (setas
vermelhas) (D).

55



Resultados

5.4 Andlise inferencial macroscépica

5.4.1 Comparacdao dos perimetros dos segmentos ventriculares direitos

(andlise intergrupos e intragrupos)

Na andlise de comparacdo de médias dos perimetros ventriculares
direitos dos segmentos apical, equatorial e basal entre os grupos NORMAL e
CMDId, foram encontradas diferencas estatisticamente significantes

(p<0,05) em todos os segmentos estudados (Gréfico 1).

Grafico 1 - Perimetros ventriculares direitos (segmentos equatorial e basal)
comparados entre 0os grupos (andlise intergrupos)

PERIMETRO VENTRICULAR DIREITO
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Na andlise de comparacdo de médias dos perimetros ventriculares
direitos entre os segmentos apical, equatorial e basal dentro de cada grupo
(CMDId e Normal), foram encontradas diferencas estatisticamente

significantes em todos os grupos (Grafico 2).

Gréfico 2 - Perimetros segmentares ventriculares direitos comparados
dentro da cada grupo (analise intragrupo)

PERIMETRO VENTRICULAR DIREITO

300,0 -
2500 - p < 0,001
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€ 200,0 -
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& 150,0 -
g 223,3 173,4
£ 100,0 -
4

50,0 -

0,0 7 T 1
CMDId NORMAL
B EQUATORIAL BASAL

5.4.2 Comparacdo dos perimetros dos anéis atrioventriculares direitos

(andlise intergrupos)

Na andlise de comparagdo de meédias dos perimetros dos anéis
atrioventriculares entre os grupos CMDId e NORMAL , foi encontrada

diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) (Gréfico 3).
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Gréafico 3 - Perimetro do anel atrioventricular direito comparado entre os
rupos.
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5.4.3 Comparacdo dos perimetros dos segmentos ventriculares esquerdos

(andlise intergrupos e intragrupos)

Na analise de comparacdo de médias dos perimetros ventriculares
esquerdos dos segmentos apical, equatorial e basal entre os grupos CMDId
e NORMAL, foram encontradas diferencas estatisticamente significantes

(p<0,05) em todos os segmentos (gréfico 4).
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Grafico 4 - Perimetros ventriculares esquerdos (segmentos apical,
equatorial e basal) comparados entre 0s grupos (analise intergrupos)
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Na andlise de comparacdo de médias dos perimetros ventriculares
esquerdos entre 0s segmentos apical, equatorial e basal dentro de cada
grupo (CMDId e NORMAL), foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes em todos os grupos (Gréfico 5).

Os resultados do teste Post-Hoc com correcdo de Bonferroni para
comparagbes  multiplas  evidenciaram  diferencas  estatisticamente
significantes para todas as comparacdes, exceto com relacdo a comparacao

entre perimetros ventriculares equatoriais e basais (Tabela 9).
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Gréfico 5 — Perimetros segmentares ventriculares esquerdos comparados
dentro da cada grupo (analise intragrupo)
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Tabela 9 - Comparacbes (média e desvio-padrdo) dos perimetros
segmentares ventriculares direitos entre os grupos (analise intragrupos)

COMPARACOES MULTIPLAS CMDId NORMAL
APICAL X ESQUATORIAL p < 0,001 p < 0,001
APICAL X BASAL p < 0,001 p < 0,001

EQUATORIAL X BASAL p=0,189 p =1,000
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5.4.4 Comparacdo dos perimetros dos anéis atrioventriculares esquerdos

(andlise intergrupos)

Na analise de comparacdo de médias dos perimetros dos anéis
atrioventriculares esquerdos entre os grupos CMDId e NORMAL, ndo foi

encontrada diferenca significativamente estatistica (p > 0,05) (Grafico 6).

Gréfico 6 - Perimetro do anel atrioventricular esquerdo comparado entre os
rupos.
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5.5 Andlise inferencial microscoépica

5.5.1 Comparacbes das meédias das porcentagens por area das fibras
colagenas dos anéis atrioventriculares direitos entre os grupos CMDId e

NORMAL (analise intergrupos)

Na analise de comparacédo de médias das fibras colagenas dos anéis
atrioventriculares direitos entre os grupos CMDId e NORMAL, foi encontrada

diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) (Gréfico 7).

Gréfico 7 - Porcentagem por éarea de fibras coladgenas do anel
atrioventricular direito comparado entre 0s grupos
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5.5.2 Comparacbes das meédias das porcentagens por area das fibras
colagenas dos anéis atrioventriculares esquerdos entre os grupos CMDId e

NORMAL (analise intergrupos)

Na analise de comparacdo de médias das fibras colagenas dos anéis
atrioventriculares esquerdos entre os grupos CMDId e NORMAL, foi

encontrada diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) (Gréfico 8).

Grafico 8 - Porcentagem por éarea de fibras coldgenas do anel
atrioventricular esquerdo comparado entre 0s grupos.
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5.5.3 Comparacbes das meédias das porcentagens por area das fibras
elasticas dos anéis atrioventriculares direitos entre os grupos CMDId e

NORMAL (analise intergrupos)

Na analise de comparacdo de médias das fibras elasticas dos anéis
atrioventriculares direitos entre os grupos CMDId e NORMAL, néo foi

encontrada diferenca significativamente estatistica (p > 0,05) (Grafico 9).

Grafico 9 - Porcentagem por area de fibras elasticas do anel atrioventricular
direito comparado entre 0s grupos.
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5.5.4 Comparacbes das meédias das porcentagens por area das fibras
elasticas dos anéis atrioventriculares esquerdos entre os grupos CMDId e

NORMAL (analise intergrupos)

Na analise de comparacdo de médias das fibras elasticas dos anéis
atrioventriculares esquerdos entre os grupos CMDId e NORMAL , néo foi

encontrada diferenca significativamente estatistica (p > 0,05) (Grafico 10).

Gréfico 10 - Porcentagem por area de fibras elasticas do anel
atrioventricular esquerdo comparado entre 0s grupos.
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6 DISCUSSAO

6.1 ConsideracOes gerais

O entendimento médico sobre a ICC evoluiu de forma notavel desde
0S primeiros registros desta entidade, que podem ser rastreados em escritos
atribuidos a Hipdcrates, sendo possivel identificar sua evolucao histérica, a
qual progrediu em simetria com o avanco do conhecimento cientifico®.

A CMDId pode ser definida como a presenca de CMD na qual ndo se
consegue identificar fator etioldgico. Tem incidéncia estimada em 5-8 casos
por 100.000 nos EUA, correspondendo a cerca de metade do total das
cardiomiopatias dilatadas e cerca da quarta parte dos casos de ICC, com

cerca de 10.000 mortes anuais naquele pais™>°.

Estudos recentes, que
investigam a presenca de fatores familiares ou genéticos, fatores
infecciosos, presenca de citotoxicidade e anomalias de mecanismos de
reparo endodgenos tem auxiliado a descrever 0s possiveis agentes causais
da CMDId, podendo eventualmente levar a novas abordagens
terapéuticas®’.

Do ponto de vista funcional, ocorre perda da fungédo de bombeamento
do coracdo com dissipagdo energética, fato este derivado de diversos
mecanismos, tais como aumento da massa cardiaca, dilatacdo dos

ventriculos e com frequéncia também dos atrios, presenca de trombos nas

camaras cardiacas e dilatacéo dos anéis das valvas atrioventriculares®.
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A matriz extracelular teve seu papel revisado na génese das CMDId.
Inicialmente, seus componentes eram tidos como parte de suporte passivo
no qual os midécitos se entrelacam, porém estudos recentes apontam para o
fato de que tais componentes exercem papel ativo em todas as fases do
ciclo cardiaco normal, pois conferem ao coracdo propriedades fundamentais
tais como resisténcia, resiliéncia e elasticidade, com consequente alteracao
destas caracteristicas no ciclo cardiaco patolégico, cuja principal
caracteristica € o remodelamento ventricular, que pode ser observado em
nivel macroscépico e microscopico®*°.

Em nivel microscopico pode-se observar hipertrofia acentuada e
degeneracao de cardiomidcitos, fibrose intersticial e edema®. A presenca de
fibrose pode ocorrer predominantemente na regido sub-endocardica ou pode
ocorrer difusamente em todo o miocéardio, assumindo padrao perivascular ou
intersticial®”.

O colageno miocardico normal é composto predominantemente pelos
tipos | (que corresponde a cerca de 80% da massa colagénica total) e lll,
qgue formam uma rede estrutural tridimensional que inclui as valvas, cordas
tendineas e os componentes colagénicos perivascular e intersticial, o qual se
organiza em feixes.denominados epimisio (que cobre cada fibra muscular
individualmente), perimisio (que cobre grupos de miécitos) e endomisio
(encontrado entre cada midcito)*.

Diversos estudos’ 833353738

descreveram as funcdes das fibras
coldgenas miocardicas, tais como 1) prover o arcabouco de suporte onde

residem os cardiomidcitos e 0s vasos sanguineos, 2) conectar os diversos
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feixes musculares para que a arquitetura normal seja preservada, garantindo
que a forca da contracdo dos miécitos seja aproveitada da melhor maneira
possivel durante a sistole, com pouca dissipacdo energética, 3) manter a
conformacao geométrica do ventriculo durante a sistole e diastole.

Com relacdo ao comportamento das fibras colagenas nas
cardiomiopatias, os estudos mostram resultados conflitantes’ podendo haver

9293 ou diminuicao®°° do componente colagénico, bem como

aumento
desarranjo de sua estrutura normal. Weber et al®., em estudo histolégico que
analisou trés coracdes de pacientes que morreram devido a CMDId
relataram que houve diminuicdo do colageno tipo | (mais resistente) e
aumento do colageno tipo Ill (menos resistente) em relacdo ao padrdo
normal, bem como perda da arquitetura funcional normal das fibras
colagénicas. Postularam que o aumento do colageno menos resistente € o
provavel responsavel pelo mecanismo de remodelamento, com diminuicao
da eficiéncia contratil. Também sugeriram o termo “cardiopatia” como
preferivel ao termo “cardiomiopatia”, uma vez que trata-se de doenca néo
apenas dos miocitos, mas também da matriz extracelular.

Tal discrepancia de resultados parece estar relacionada em parte a
metodologia utilizada e em parte devido ao fato de que o coldgeno pode
assumir formas distintas em se tratando do coldgeno miocardico normal ou
de fibrose.

Embora as alteragbes da matriz extracelular miocéardica ja& tenham

sido investigadas nos casos de CMDId, dois fatores permanecem incAgnitos,

quais sejam a eventual alteracdo da composicdo histolégica da matriz
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extracelular dos anéis atrioventriculares direito e esquerdo e o
comportamento das fibras coladgenas em termos de balanco entre sua
producdo, degradacdo e organizacdo. Tais fatos motivaram e serviram de

norte para a realizacdo do presente estudo.

6.2 Discussdao sobre a selecdo da amostra

A composicdo do presente trabalho obedeceu a necessidade de
comparar-se grupo de coracdes portadores de CMDId com grupo de
coracdes normais.

Foram disponibilizados para analise todos os relatdrios necroscopicos
de pacientes falecidos no INCOR-HC/FMUSP no periodo compreendido
entre os anos de 2005 a 2010, com separacdo dos espécimes cujo laudo
anatomopatoldgico atestou 6bito decorrente da presenca de CMDId. Apos
analise macroscopica dos coracdes foram excluidos aqueles cujos cortes
prévios impossibilitaram a formatacdo pretendida, chegando-se ao namero
de treze pecas. Poder-se-ia eventualmente utilizar coragdes provenientes de
pacientes com CMDId receptores de transplante cardiaco, porém a
dificuldade logistica exigida para tal bem como a exiglidade do
procedimento e o fato de que os coracfes dos receptores também serem
objeto de outros estudos levaram a decisdo de aplicar-se apenas a
metodologia efetivamente utilizada. Registre-se que foram realizadas
tentativas de obtenc&o de pecas inclusive em outras instituicdes, porém tal

esforgo resultou ser infrutifero.
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O grupo controle foi composto sem dificuldade, gracas a grande

guantidade de necropsias realizadas pelo SVOC.

6.3 Discussao sobre o método de analise macroscopica

Estudos anatdbmicos sdo sempre passiveis de discussbes e criticas
com relacdo a fidedignidade dos métodos escolhidos para selecdo das
amostras e mensuracdo das estruturas & 4% 6066,

No presente estudo toda a atencao foi tomada para diminuir possiveis
erros de medida, sendo todo o processo de laminacéo realizado pelo mesmo
pesquisador com o0 objetivo de evitar vieses decorrentes de operadores
diferentes. Mensurou-se a distancia do sulco AV até o 4pice na face
posterior dos coracdes em razdo de haver, nesta face, uma posicdo mais
perpendicular entre sulco AV e sulco interventricular. Isso facilitou a
padronizacdo dessa medida, com maior precisdo na determinac¢éo dos locais
de seccdao ventricular, diminuindo o risco de obliqtidade na laminacédo, que
poderia gerar medidas pouco fidedignas.

O método de analise morfométrico computadorizado utilizando-se o
software Image Tool tem sido utilizado com sucesso em diversos estudos,
fornecendo medidas precisas®®*, motivo pelo qual optou-se por sua
utilizacdo no presente estudo. As medidas perimetrais foram realizadas
independentemente por trés pesquisadores sendo posteriormente obtida a

média aritmética das afericbes de cada segmento, sendo este resultado

considerado para a efetivacdo de todos os célculos. Julgou-se ndo ser
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necessaria a realizacédo de teste de concordancia entre os trés observadores
por ndo se tratar da verificacdo de variavel qualitativa e sim quantitativa,
sendo as trés medidas utilizadas para gerar, na sua média, um valor mais
confiavel.

A dilatacdo observada a partir do processo de remodelamento
ventricular levou a um quadro de amputacdo da ponta do ventriculo direito
no local de laminacdo do segmento apical. Tal fato fez com que este

segmento ndo fosse incorporado aos dados que foram analisados.

6.4 Discussao sobre o método de analise microscopica

6.4.1 Fibras elasticas

As fibras elasticas sé@o classificadas em maduras, elauinicas e
oxitalanicas, de acordo com a proporcdo existente entre o componente
microfibrilar e o componente elastinico®?.

A coloracéo utilizada no presente estudo (resorcina-fucsina oxidada)
identifica indistintamente os trés tipos de fibra®.

Outras coloracBes propiciam coloracdo de apenas alguns tipos de
fibras, tais como o método da hematoxilina-férrica (Verhoeff) que cora
apenas as fibras maduras, ou a resorcina-fucsina ndo oxidada, que cora
apenas as maduras e as elaufnicas®.

A intencdo de pesquisar o0 componente elastico dos anéis

atrioventriculares néo exigiu o estudo individual de cada tipo de fibra, uma

72



Discussao

vez que houve interesse em entender o comportamento quantitativo, e nao

qualitativo, do sistema das fibras elasticas.

6.4.2 Fibras colagenas

O estudo das fibras colagenas constituiu ponto capital na idealizacéo
deste projeto sendo portanto necessaria a utilizacdo de metodologia
adequada para o estudo deste componente.

A coloracao utilizada para a analise do colageno foi o picrossirius,
método desenvolvido por autores brasileiros®. Existem varias técnicas
disponiveis para diferenciacdo das fibras colagenas das fibras musculares
sendo que a maioria delas pertencem a categoria dos tricrémicos, tais como
os métodos de Masson, Mallory e van Gieson®®. Embora as fibras colagenas
corem-se de maneira satisfatéria por esses métodos, outras estruturas
colagenas tais como as fibras de reticulina e as membranas basais ndo sao
seletivamente coloridas pelos métodos tricrémicos, motivo pelo qual optou-
se pela utilizacdo do picrossirius, que se vale do padrdo de birrefringéncia
proporcionado pela orientacdo paralela das fibras colagénicas®®. A
utilizacdo de software especifico para quantificacdo do colageno por area
.permitiu que fosse calculado o percentual ocupado por tal estrutura em cada
lamina nas diversas pecas.

O estudo do colageno nos anéis atrioventriculares realizado através

da observacéo das laminas em luz polarizada permitiu andlise qualitativa da
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estruturacdo espacial das fibras, permitindo visualizacdo de seu padrdo nos

casos normais e patologicos.

6.5 Andlise dos resultados macroscopicos

Do ponto de vista macroscopico, notou-se que existe dilatacdo de
ambos os ventriculos no grupo CMDId, embora com morfologia distinta, uma
vez que a dilatacdo do AVD acompanha a dos segmentos ventriculares
equatorial e basal, ao contrario do que acontece no AVE, que néao
apresentou dilatac&o significativa em relacdo ao grupo normal, apesar de ter
havido dilatacdo dos segmentos equatorial e basal a esquerda. Em relacéo
ao AVE, tais achados confirmam os resultados de Juliani e de Hueb?? et al.,
que afirmam n&o ser o grau de dilatacdo do ventriculo esquerdo que
determina o grau de dilatacdo do anel mitral, pois eles ocorrem de maneira
independente. Tal afirmacdo sempre foi motivo de controvérsias na
literatura. Em estudo que analisou a medida do AVE em 102 coracdes, 78
dos quais possuiam dilatacdo ventricular esquerda, Bulkley e Roberts®
concluem que a dilatacdo do ventriculo esquerdo isolada raramente causa
insuficiéncia da valva atrioventricular esquerda. Citam que a afirmativa em
contrario foi por muito tempo tida como verdade, como postulavam grandes
nomes da cardiologia, como Flint e Osler em livros datados do final do
século XIX.

A associacdo de insuficiéncia da valva atrioventricular esquerda

aumenta a morbi-mortalidade dos pacientes portadores de ICC causada por
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CMDId®®. Embora frequentemente tida como secundaria apenas ao
remodelamento ventricular, sendo portanto classificada como “funcional’,
estudos recentes indicam que possivelmente existam componentes
intrinsecos a estrutura valvar como um todo que atuando de forma distinta
podem ser os responsaveis pela insuficiéncia observada*®?. Os folhetos
valvares, embora considerados como sendo apenas inertes, em virtude de
aparentemente nao estarem comprometidos nos casos de CMDId, ao
contrario do que acontece em outras formas de regurgitacdo valvar,
possuem caracteristicas proprias que devem ser levadas em consideracao,
tais como inervacao aferente e eferente, propriedades contrateis intrinsecas,
e orientacdo espacial das fibras colagénicas que permite 6tima distribuicéo
da tensdo mecanica..de forma que o remodelamento dos folhetos
possivelmente exerce um papel intrinseco na génese da insuficiéncia valvar,
conforme demonstrado por Timek e cols.*, em estudo experimental realizado
com ovelhas. Tal fato vem de encontro aos resultados observados em nosso
estudo, uma vez que ndo foi observada dilatacdo estatisticamente
significante do AVE, o que parece corroborar o fato de que ndo € apenas a
possivel dilatacdo do anel que causa a insuficiéncia O fato de ter havido
dilatacdo estatisticamente significativa do AVD pode estar eventualmente
associado a auséncia de anel colagenoso completo em torno do orificio
atrioventricular direito %', ao contrario do que ocorre do lado esquerdo, onde
tal orificio é efetivamente circundado por forte anel colagenoso, o que

poderia diminuir a propensao para a dilatagéo anular.
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A geometria ventricular esquerda se altera na CMDId, fato esse
corroborado por diversos estudos. Kono %, em estudo publicado em 1992,
afirma que a dilatacdo ventricular ocorre de forma global, e ndo em
segmentos isolados. Segundo Juliani®* ocorre dilatacdo transversal
ventricular esquerda, sendo esta majoritariamente causada por alteracdes
nos segmentos basal e equatorial. O fato de nédo ocorrer dilatacdo do AVE
pode ser componente significativo no processo de remodelamento
ventricular, pois anatomicamente o anel € parte do ventriculo que o contém,
e em virtude de sua nao dilatacdo poderia haver alteracdo na configuracao
anatbmica ventricular, com afilamento de sua porcdo superior. Tal fato
ocorre exclusivamente a esquerda, pois a direita ocorre dilatacdo dos
segmentos basal, equatorial e do AVD, fato que enseja uma conformacéo
ventricular diferente, com morfologia da parte superior mais alargada.Tais
achados parecem corroborar os resultados de Hueb® que observou o fato
de que a insuficiéncia da valva AVD acompanha a dilatacdo do anel direito,

fato que nao ocorre do lado esquerdo.

6.6 Andlise dos resultados microscoépicos

A proporcionalidade entre os diferentes tipos de colageno parece
representar papel preponderante na manutengcdo da conformacao
geométrica normal do coragéoS. Embora a quantidade de colageno total
possa aumentar no miocardio, em funcdo principalmente da substituicdo de

tais fibras por tecido de cicatrizagdo, com consequente desarranjo funcional,
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parece haver evidéncias que apontam para o fato que a composicdo da
matriz extracelular no miocardio podem variar de acordo com a localizagéo
anatdmica®*®*. Gunja-Smith et al.>*, em trabalho que comparou 8 coracgées
com CMDId, extraidos de receptores de transplante cardiaco, com 12
coracBes normais, afirmam taxativamente que “trata-se de simplificacédo
assumir que todo o coragao tenha composi¢cao semelhante”.

No presente estudo analisou-se a matriz extracelular com relacao aos
seus componentes colagénicos e elasticos exclusivamente na regido dos
anéis atrioventriculares. Até onde saibamos, ndo existe na literatura trabalho
semelhante, motivo que pode eventualmente explicar as discordancias
encontradas com relacdo a quantidade total de colageno, pois neste estudo
notou-se a analise inferencial microscopica, que a quantidade percentual de
fibras colagenas totais foi substancialmente menor no grupo CMDId com
relacdo ao grupo normal em ambos 0s anéis atrioventriculares.

A analise qualitativa da disposicao das fibras colagenas no AVD e no
AVE apontam para o fato de que existe um arranjo micro-pantografico
bastante caracteristico na disposicao das fibras colagenas. Tal arranjo nédo
parece ser exclusivo dos anéis atrioventriculares, uma vez que ja foi
documentado em outros tecidos, tais como na pleura®® e laringe’®®. O
arranjo parece ser mais bem diferenciado no AVE do que no AVD, fato que
pode eventualmente ser explicado pelas diferengcas de carga mecéanica
impostas a estas duas estruturas. As alteragbes do arranjo micro-
pantografico foram bastante evidentes, tanto a direita quanto a esquerda.

Parece haver adelgacamento das fibras colagenas, o que pode explicar a
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menor quantidade de tais fibras encontradas no anéis patolégicos em
relacdo ao grupo normal. Em que medida tais alteracdes sdo motivo de
causa ou de efeito na génese das insuficiéncias valvares foge ao escopo
deste trabalho, porém acreditamos que tais achados sé&o importantes e que

constituem o inicio de uma linha de pesquisa.

6.7 Limitacfes do estudo

Uma caracteristica de qualquer estudo que se proponha a esclarecer
algum aspecto novo dentro das ciéncias naturais € o fato de que em geral
tais trabalhos dao origem a novos questionamentos, muitos dos quais fogem
do escopo do trabalho original, ndo havendo, portanto, sentido em
considera-los como limitacdes. Mesmo assim, para efeito de andlise global
dos resultados obtidos, julgou-se necessaria uma revisao critica de todos os
passos metodolégicos efetuados, podendo as eventuais limitacdes serem
consideradas como alavancas para estudos posteriores.

Com relacdo a selecdo da amostra, embora tenha-se calculado o
poder para explicar qualquer alteracdo encontrada em termos
macroscopicos como superior a 80%, nédo foi possivel o calculo em termos
microscoépicos, uma vez que nao existem na literatura estudos especificos
sobre a alteracdo na matriz extracelular dos anéis atrioventriculares na
CMDId que servissem de embasamento a semelhante calculo. A

possibilidade de realizagdo de estudo piloto ndo foi contemplada pela

impossibilidade préatica de obtencdo de maior nimero de pecas, uma vez
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que as Unicas disponiveis foram efetivamente utilizadas no estudo. Tal
limitacdo podera eventualmente ser sobrepujada a partir da realizacdo de
estudos com modelos animais, uma vez que ja existem modelos
desenvolvidos para tal fim2.

A analise microscopica foi limitada por questbes relativas aos
meétodos de coloracao utilizados, principalmente em relacdo ao estudo das
fibras elasticas. A coloracdo através da resorcina-fuccina oxidada permite
avaliar a totalidade das fibras elasticas presentes, porém ndo se presta
adequadamente a diferenciacdo entre os trés diferentes tipos de tais fibras
(oxitalanicas, elauinicas e maduras). Estudos com utilizacdo de coloracdes
alternativas, tais como os métodos de Verhoeff para coloracdo exclusiva de
fibras elasticas maduras e resorcina-fuccina de Weigert®*, que permite
reconhecer as fibras maduras e elauinicas, podem auxiliar a elucidar o
comportamento do sistema elastico de forma qualitativa e ndo apenas
quantitativa.

Com relacdo as fibras colagenas, a metodologia utilizada permitiu a
quantificacdo do total de fibras presentes, porém nao permitiu a
diferenciacéo dos diferentes tipos de fibras presentes, de modo que néo foi
possivel avaliar quanto do coldgeno estudado foi composto por material de
cicatrizacéo e fibrose.

O estudo qualitativo das fibras colagenas permitiu visualizar seu
arranjo tridimensional, porém o fato de que nao foi realizada uma abordagem

quantitativa permitiu apenas a simples observacdo e nao a realizagdo de
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calculos inferéncias que permitissem afirmar categoricamente o real
comportamento de tais fibras em situacéo patoldgica.

No presente estudo ndo houve o propdsito de investigar a variacdo da
guantidade total de colageno e de fibras elasticas em regides anatdbmicas
distintas do coracao, o que poderia levar a confirmacédo da hipétese de que a
estrutura da matriz extracelular varia de acordo com a regido anatémica,
apresentando padrdo de aumento em algumas estruturas e diminuicdo em

outras.

6.8 Consideracdes finais

A variacdo anatébmica do anel atrioventricular em termos de presenca
de matriz extracelular ja foi demonstrada. Angelini et al.**, analisaram ap6s
necropsia a juncao atrioventricular esquerda em 13 individuos, sendo 7
isentos de cardiopatia e 6 portadores de prolapso valvar mitral, tendo
concluido que excetuando-se a distancia intertrigonal, onde reside a
continuidade mitro-aértica existe grande variedade do arranjo de matriz
extracelular, com presenca de por¢cdes fibrosas de tamanho variavel
permeando areas onde se encontram o miocardio atrial e o miocardio
ventricular, tendo adicionalmente constatado que a quantidade de colageno
no anel variou de porcdes espessas e facilmente identificaveis até porcdes
bastante finas. Esta mesma hipétese foi levantada por Juliani®®, que em
estudo anatbmico que analisou 43 cora¢cdes humanos, sendo 18 deles

oriundos de pacientes falecidos por CMDId, ao constatar a independéncia da
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dilatacdo do anel atrioventricular esquerdo com relacdo a dilatacdo dos
segmentos ventriculares, postulou que “Uma hipotese seria que os tecidos
formadores do anel mitral sdo mais ricos em matriz fibrosa, em especial a
regido da menor distancia intertrigonal, que o mauasculo ventricular e,
portanto, mesmo sofrendo a “pressao” da dilatacdo ventricular, além de
estarem sujeitos aos mesmos agentes etiologicos que determinam a
dilatacdo do ventriculo esquerdo na CMDId e CMDIsq, seu ritmo de
dilatagdo se da de modo diferente”.

A presenca da CMDId é uma realidade preocupante, uma vez que
sua incidéncia tende a aumentar com a maior sobrevida e o aumento global
de populacédo. Os gastos envolvidos no diagndstico, tratamento e perda de
produtividade laboral dos individuos afetados podem ser considerados
vultosos. Com efeito, qualquer estudo que ajude a entender os mecanismos
subjacentes a esta enfermidade pode ter grande impacto em termos globais.
Neste sentido acreditamos ter colocado uma pequenina pedra no vasto muro

do conhecimento ainda ignorado a respeito desta entidade.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que:

1) Houve aumento dos perimetros ventriculares no grupo CMDId em relagéo
ao grupo NORMAL tanto a direita quanto a esquerda nos diferentes
segmentos avaliados. O perimetro do AVD foi maior no grupo CMDId em
relacdo ao grupo NORMAL, n&do havendo diferenga significativa em relacao

ao AVE entre os dois grupos.

2) Com relacdo a distribuicdo das fibras colagenas, foi encontrado um
arranjo de fibras entrelagcadas semelhante a uma “cesta de vime” no grupo

NORMAL, com perda desta configuracdo no grupo CMDId.

3) Com relacdo ao percentual por area de fibras coladgenas, os anéis
atrioventriculares direito e esquerdo apresentaram percentagem de fibras
menor no grupo CMDId em relagdo ao grupo normal . Com relacdo ao
percentual por area de fibras elasticas, ndo houve diferenca entre os

grupos .
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