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Referencial Teorico



1-Um Breve Historico Sobre Fibrilacao Atrial

A fibrilacdo atrial (FA) €, sem sombra de diavidaamitmia cardiaca mais
estudada nos ultimos anos. Diariamente, multigeana literatura médica, o numero de
publicacbes referentes ao assunto. Os avancos teadeanento dos mecanismos de
fisiopatologia em niveis tecidual, celular e molacufazem com que o arsenal
terapéutico para a arritmia em comento evolua deeira exponencial. Contudo, as
origens e os relatos histéricos da FA parecem re&ar gnais interesse aqueles que
estudam tdo prevalente doenca cardiaca. Aqui faremm breve revisdo dos aspectos
historicos referentes a FA.

Os primeiros relatos de FA datam c
século sete, presentes no tratado
medicina interna do Imperador Amare
da China. Nessa época, se acreditava
0 pulso era como cordas de u
instrumento, isto e, vibravan

organizadamente quando o organisr

-~

Figura 1- Andlise do pulso realizada na China séc.
na cadéncia ou a irregularidade da VIIA.C.

estava em harmonia. (1) Uma alterag

sensacao tatil do pulso significava um
descompasso das forcas de controle do corpo, podendn&o, se manifestar em uma

doenca.
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O entendimento das patologias do ritmo cardiacorregcoem paralelo com o

descobrimento, ou melhor, com o0 reconhecimento ideulacdo sanguinea e da

correlagédo do pulso com o movimento cardiaco. Bagpessoas tiveram papel de suma

importancia nos descobrimentos das maravilhas dpuimario cardiovascular. A seguir,

citaremos algumas personalidades que contribuieaalglima forma para esse fato.

No mundo ocidental onde tudo comecgou?

Figura 2- Sir William Sheakespeare

Estranhamente, o primeiro relato
no mundo ocidental de FA néo foi
realizado por médico, anatomista ou
cirurgido e sim por um artista. Foi William
Shakespeare que em 1611, na pH@
Winter's Tale,ao escrever a passagem ‘I
have tremor cordis on me: my heart
dances; But not for joy; not joy.” fez o
primeira descricdo dos sintomas da FA(2).
Dezessete anos mais tarde, William
Harvey, o descobridor do sistema

circulatério, fez o primeiro relato da

visualizacdo direta de um atrio em FA em sua obragpsobre a circulacdo sanguinea

intitulada “EXERCITATIO ANATOMICA DE MOTV CORDIS ETSANGVINIS IN

ANIMALIBVS”.(3)
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PR T I

EXERCITATIO |

}1 |
ANATO ' ICA DE ' obra literdria que revolucionou a arte da
MOTV CORDIS ET SAN.

"‘-'(;.les Tv;: 253 . medicina de forma radical. Essa obra foi
VILIELMI _HA}_{ZEI_ {INci?[LL
-Mm'a_nﬂtgu Es‘d?r%ﬁ’gﬂd‘”amumgpébml‘ intitulada: DE L’AUSCULTATION

No ano de 1819, foi publicada uma

g

MEDIATE OU TRAITE DU DIAGNOSTIC

DES MALADIES DES POUMONS ET DU

COEUR(4). Nela se ressaltava a utilidade
diagnostica d estetoscOpio, instrumento

e FRANCOTFITI, : inventado por Leanecc. Este mesmo autor fez
. sumptibus GVILIELMI FITZERLG0

TANNO M, DG XXPIL

a descricdo do sinal clinico no qual existe um

S L déficit entre o pulso periférico e o pulso
Figura 3-Capa do manuscrito original de

Harve . . . ~
y medido na ausculta cardiaca, manifestacao de

FA. Laenecc denominava a FA como “intervalos naggéio do coracao”.

Figura 4-Reproducao do estetoscopio idealizado por Leanecc

Por sua vez, Robert-Adams, em 1882, percebeu eedlesccomo patognomdnica
a associacao entre o pulso extremamente irregol@ochcédo (decorrente de fibrilacéo
atrial com sinal clinico de pulsaequalis et irregularis) e a ocorréncia de doenca da

valvula mitral (5).
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No ano de 1906, Willem Einthoven, ganhador do poéNwbel de Medicina de
1924, o pai da eletrocardiografia, realizou o pnimeegistro eletrocardiogréfico de
paciente com fibrilagcdo atrial. Finalmente, em 1908omas Lewis fez a descricdo
classica da interpretacédo eletrocardiografica decé®o sendo a auséncia de ondas P

com irregularidade na linha de base (denominadmdas F)(6).

Historico da Fisiopatologia de Fibrilagcdo Atrial

O entendimento dos mecanismos responsaveis peio @a manutencdo da FA
evoluiu de maneira significativa nos ultimos arfdstém, as teorias fisiopatoldgicas que
comecaram a desvendar 0s mecanismos desta tdquimtiveram sua idealizag&o ja no
comeco do século 20.

O primeiro conceito tedrico de reentrada como msocao responsavel das
arritmias foi proposto por Winterberg em 1906 (Zgwis e Schleiter(8), em 1912,
inferiram que atividade focal extremamente rapida mais de uma localizacdo no
miocérdio atrial era 0 mecanismo responsavel palabm 1913, Mines(9) demonstrou
gue o mecanismo de reentrada era decorrente dempmiso que circundava um
obstaculo anatébmico. Em 1947, Scherf(10) trouxeanm@nte a tona a teoria da origem

focal da FA.
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Na década de sessenta, Moe e colaboradores @di)zmam evidéncia cientifica

gue responsabilizava como mecanismo mantenedoAdagdresenca de multiplas ondas

m)ﬁ

Y ¥

N R R mdni

€

Reentrada por multicircuitos Onda mae Hiperautomaticidade
(Mines, Garrey) (Lewis) (Engelmann, Winterberg)

Figura 5- Modelos tedricos de mecanismos fisiopatoldégiesponsaveis pela FA

de re- entrada que se propagavam de maneira racal®ws atrios. Porém, foi somente
na década seguinte que Allessie (12) foi capazd®dstrar de maneira experimental o
conceito de reentrada por “alca-mae”. Em um mof#to em cabras, foi observado que
o didmetro médio do circuito reentrante era de 3Drmam e que um minimo de 5 a 8

ondas reentrantes simultaneas eram necessariasugégatar a arritmia. Esse mecanismo
era capaz de explicar a manutengdo da arritmigudoro fator necessario para o seu
desencadeamento ainda permanecia obscuro. Este omastar postulou diversas

possiveis explicacbes para o desencadeamentoitti@iaare) a existéncia de um circuito

estavel escondido que poderia ser capaz de reiaieigitmia quando um episodio de FA
se extinguia; b) presenca de focos de gatilho tisséou até mesmo a presenca de

batimentos de eco provenientes do no atriovenénicul de feixe acessorio.
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Jalife e colaboradores (13) questionaram a hipalesque as ondas reentrantes,
durante a FA, se manifestem de maneira randémicasé&l trabalho, fica sugerida a
existéncia de um “circuito-mae” que serve como limentador em segundo plano para
a arritmia e, que obstaculos anatdémicos, comocaritie veias, cicatrizes no miocardio,
entre outros, servem para quebrar esta onda, eroresras quais se propagam em
diferentes direcdes dentro dos atrios. O proprisauld pectineo atrial pode servir como
obstaculo para quebrar a onda de ativacdo e &cditaparecimento de mecanismos
reentrantes (14).

A idéia de mecanismo focal da FA tomou forca també década de sessenta
guando estudos anatbmicos da juncdo entre o &duoeedo e as veias pulmonares

mostraram que existia uma
Atrio direito Atrio direito

conexao elétrica entre o atrio e

GE] Septo é:b . i .
| cava / o 0 segmento proximal da veia

. superior, - / -
Viiag pulmonar (15). Todavia, foi na
O pulmonares
Fossa s & década de noventa, que
oval o é&
[ ]
. U Haissaguerre e colaboradores

7 Veia Seio
cava | coronario
w 0 (16) demonstraram a

arritmogenicidade de focos no

interior das veias pulmonares,
Figura 6- Esquema representando focos gatilho de fibrilagcio
atrial em pacientes com paroxismos da arritmia.ptatio de bem como que sua eliminacéo
16

era capaz de prevenir recorréncia de FA paroxistica
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As bases do envolvimento do sistema nervoso amtdnoom a FA foram
propostas por Coumel (17), que classificou a aiaitem formas mediadas pelo vago ou
pelo tdnus adrenérgico.

No século XXI, o descobrimento de genes que prédi® desenvolvimento da

FA em certos individuos comecou a ser mais benndiate (18,19)
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2-Epidemiologia da Fibrilacao Atrial

Nos ultimos anos, a incidéncia e a prevaléncia Aeafingiram proporcoes
epidémicas (20). A FA é a arritmia mais comum régipa clinica e é responsavel por
cerca de um terco das hospitalizacbes por altesagderitmo cardiaco nos Estados
Unidos, afetando aproximadamente 2,2 milhdes dgithebs na Ameérica do Norte (21).
No Brasil, estima-se que aproximadamente 1,5 nsllti@epessoas sejam acometidas por
esta arritmia (22). A prevaléncia descrita é dellfHes de individuos na Europa(23).

O risco de desenvolvimento de FA em homens e mesh&p0s 0s quarenta anos
de idade é de aproximadamente 25%(24). No estudbBral@ingham, sua incidéncia
cumulativa foi de 2% em 22 anos, aumentando cowvaag da idade, em especial nos
pacientes com doenca cardiaca estrutural (25). & Bfka doenca associada a idade e ao
aumento da longevidade. O melhor tratamento degdsecronico-degenerativas, como
cardiopatia isquémica, insuficiéncia cardiaca eulapatias, certamente é responsavel
pelo aumento exponencial na cifra de pacienteagoreés dessa arritmia. Estima-se que
a prevaléncia de FA chegard a quatro milhbes deemtas nos Estados Unidos da
América no ano de 2030, atingindo quase seis nslkde 2050 (26,27,28).

No Brasil, estudo realizado em ambulatério gegétepurou que a prevaléncia da
FA foi de 4,8% (29), sendo a média de idade dos pettadores em torno de 75 anos,
situando-se cerca de 70% na faixa dos 65-85 ar)sI§€3o0 também parece ser verdade
em nossa populacédo de pacientes em acompanhaneelmistituto de Cardiologia do Rio

Grande do Sul (29).
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3- Anatomia Atrial Voltada Para Fibrilacao Atrial

Anatomia do Atrio Direito
O éatrio direito (atrium dextrum; auricular direitg (figura 7 )é maior que o atrio

esquerdo, porém com paredes mais delgadas, em derrb mm de espessura. Sua
cavidade é capaz de conter aproximadamente 57 whrtgue. Ele é formado pér duas
porcdes: cavidade principal, @inus venarum, situada posteriormente, e uma parte
menor, mais anterior, denominadaaleicula.(31)

Pulmonary valve

A

Aunt., evsp of tricuspid
valve

- Chorde tendinem

Pepillary
mascles

Opening of sup. vens
Cand

Crisla terminalis

Atrial seplum

Limbrus fosse ovalis

Opening of coronary

LR
Opening of inf, veng

CareL

Valve of inf. venz cava

: )
Valve of coronary sinus

Figura 7- llustracao anatbmica, coragdo em visédo obliqueriam direita mostrando atrio direito e
pontos de referencia anatdémicos.(31)

O sinus venarum §ginus venosus é composto por uma cavidade grande e

guadrangular localizada entre ambas as veias cauas.paredes, que sdo extremamente
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finas, conectam-se inferiormente ao ventriculo idiyemedialmente com o &trio
esquerdo, sendo livre no restante de sua exteB%fo (

Por sua vez, auricula (auricula dextra; apéndice auricular direitp(Figura 8)
€ uma pequena estrutura muscular de forma conicarfodedo de luva), cujas bordas
sdo endentadas. Ela se projeta da porcédo supeaiegor dosinus venosusm direcéo

a esquerda, sobrepondo-se sobre a raiz da aorta.

Figura 8- llustracdo anatdémica, coragdo em obliqua postesquerda mostrando atrio esquerdo e pontos
de referencia anatémicos.(31)

A separacdo entre a auricula girtus venaruné demarcada externamente por um
sulco denominado de sulco terminal, o qual se detela porcdo anterior da veia cava
superior até a inferior, representando a linhard@oudosinus venosudo embrido com o
atrio primitivo. Na parede interior do atrio, a amgdo € demarcada por uma dobra
muscular, vertical, com superficie suave denomirmtderista terminal. Por trds da crista,

a superficie interna do atrio € lisa, enquanto gaesua frente, um conjunto de fibras
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musculares se destaca de sua superficie e se zagamiparalelo, lembrando dentes de
um pente. Esta por¢cdo é denominadandsculi pectinatiou masculo pectinecEntre as
bandas de musculo pectineo, a parede atrial &dnme um papel, sendo translicida ao
estudo anatébmico(31,32).

A veia cava superior conduz o sangue da metadeisugde corpo, abrindo-se na
porcéo superior e posterior do atrio direito; sefioto ndo possui valvula. Ja a veia cava
inferior possui didmetro interno maior do que aesigw, trazendo o sangue da metade
inferior do corpo. Ela se abre na porcdo mais iofeto atrio direito, proximo ao septo
atrial, tendo seu orificio direcionado para cimpaga tras e provido de uma valvula
rudimentar, a valvula de Eustaquio. O 6stio do smionariano localiza-se entre o
orificio da veia cava inferior e o orificio atriaveicular, sendo ele protegido por uma
valvula semicircular denominada de vélvula de Theb@\ valvula da veia cava inferior
(valvula vence cavee inferigrisvalvula deEustachio.esta situada na frente do orificio da
veia cava inferior, possuindo uma forma semilunaja margem convexa se conecta ao
orificio da veia; sua borda concava ¢€ livre e taem@ém dois cornos um esquerdo que se
conecta contiguamente ao bordo anterior do limbdodsa ovalise um direito que se
fusiona a parede atrial. Essa valvula se formamnmo de uma duplicacdo da membrana
interna do &trio que contém algumas fibras museslaNo feto, a valvula possui
tamanho maior, servindo para direcionar o sangoeepiente da veia cava inferior, que
€ arterializado na placenta, pelo foramen oval paratrio esquerdo e circulacdo
sistémica. No adulto, ela ocasionalmente persiptede auxiliar na prevencao de refluxo
de grande quantidade de sangue para a veia caoinfcontudo, ela é menor que

durante a vida fetal, podendo apresentar um aspebiaforme ou filamentoso. A rede
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de Chiari nada mais € do que uma valvula de Eustéaguito grande com mudltiplas
fenestracdes.

A valvula do seio coronarianwdlvula sinus coronarifThebesii; valvula de
Thebesio)e uma dobra semicircular da membrana interna o @& nivel do éstio do
seio coronariano. Sua fungédo é prevenir o reflugosdngue para o interior do seio
coronario durante a sistole atrial, podendo seladup ainda cribriforme (31,32).

O foramenvenarum minimarum (foramina Thebesjié composto por orificios
de diminutas veiasvénce cordis minimjgeque trazem sangue diretamente da substancia
muscular do coracdo ao atrio. A abertura atriovarar (orificio tricuspideo) € uma
abertura oval que comunica o atrio direito ao \feukp através da valvula tricispide
(312).

A fossa ovalisé uma depressdo de forma oval na parede septatrin
correspondendo a localizacdo do foramen oval rm 8 esta situada na porg¢édo baixa
do septo acima e a esquerda do orificio da veia irderior (31).

O limbus fossee ovaligannulus ovalisconsiste de una proeminente margem oval
da fossa ovalis, sendo mais desenvolvida nas baulaesriores e laterais da fossa, e
menos proeminente na porcdo inferior. Por vezede [g@r encontrada uma pequena
abertura em forma de fenda na porcéo superior skafalirigindo-se, superiormente e
por baixo do limbus, ao atrio esquerdo. A essatalzrda-se o nome de foramen oval, 0
gual é um remanescente da comunicagao entre oatdos da vida embrionéaria(31,32).

Tubérculointervenoso (uberculum intervenosum; tubérculo de Loweéruma
pequena projecdo na parede posterior do atricargittse acima da fossa ovalis. Essa

estrutura é bem visivel no coracédo de quadriupedes,do é raramente visualizada em
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humanos. Lower formulou a hipétese de que sua €usedia a de projetar o sangue

proveniente da veia cava superior para a aberttiogentricular(31,32).

Anatomia do Atrio Esquerdo
O Atrio esquerdo (atrium sinistum; auricula esquerdapossui dimensio menor

do que o atrio direito, entretanto suas paredes s@is espessas, medindo
aproximadamente 3mm. Compde-se, como o direitodwles partes: uma cavidade
principal e uma auricula. A cavidade principal pogerma cubdide, a qual € ocultada
pelas artérias pulmonares e aorta, anteriormerdedgeita pelo septo interatrial. O
musculo pectineo esta presente em menor quantdtadgie na auricula direita, sendo
confinado somente ao interior do apéndice atrigluesio. No septo interatrial, é
localizada uma impresséo na superficie em formaeia lua com concavidade voltada
para cima, a qual demarca a face atrial esquerdasda ovalis. E importante ressaltar
gue o verdadeiro septo interatrial é a fossa qwaBso que € o Unico local que comunica
as duas camaras sem sair do coracao. O resto tarsepatrial muscular é formado pela
aposicdo do miocardio atrial esquerdo e direitoe gu separado por tecido fibro-
gorduroso, vascularizado e que se estende desdaegdar@ extra-cardiaca. Por isso,
prefere-se usar o termo sulco interatrial no ludarsepto interatrial muscular, nao
possuindo esse conceito apenas importancia acealépuis € somente na fossa ovalis
gue se consegue realizar uma puncado transeptakcpagar com sondas e cateteres ao
atrio esquerdo. Quatro veias pulmonares drenamaeia uma de suas laterais. (31,32)

A auricula (auricula sinistra;apgndice auricular esquerdo)apresenta abertura

constrita na sua juncdo com o restante do atrioeedq, com maior comprimento e
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curvatura quando comparada ao apéndice a direténpé mais estreita com maior
numero de endentacdes em seu interior. Ela seedamgeriormente e para direita se
sobrepondo sobre a raiz da artéria pulmonar.(31,32)

As veias pulmonares (Figura 95840 em numero de quarto e desaguam na porcao
mais superior da parede posterior do atrio esquelams em cada lado da linha medial
do atrio. Essas veias, geralmente, ndo possuenlaslegm seus oOstios. O par a esquerda
apresenta com maior frequéncia oOstio Unico e atabeentre o atrio esquerdo e o
ventriculo contralateral é relativamente menor goeificio a direita (32)

Para o estudo adequado da fibrilacdo atrial é itapte se ter um entendimento
completo da anatomia da juncdo veia pulmonar -0 asquerdo. Estudos iniciais
realizados por Nathan e Burch e cols.(33,34) descaen a presenca de invaginagoes
musculares que penetravam nas veias pulmonaregnieates do atrio esquerdo. Essas
invaginagdes percorrem uma distancia média de 18esde o Ostio da veia (maximo de
25 mm). Esses feixes musculares sdo mais bem ddgelogs nas veias pulmonares
superiores, comparativamente as inferiores (35K6)(36) evidenciou em estudos de
coracbes humanos, que o diametro dos 6éstios das \milmonares é semelhante
(aproximadamente 1 cm + 0.5, variagdo 8-20 mm)ermpoo comprimento das bandas
miocérdicas € distinto em cada veia. O maior comgmto é encontrado nas veias
pulmonares superiores, sendo maior a esquerdaeda dueita (1.1 + 0.3cm vs. 0.9 £ 0.3
cm). Os autores supramencionados notaram que @éfreiq das ectopias responsaveis
por FA apresenta distribuicdo semelhante ao dadesticial de Haissaguerre e cols.
(16), o qual descreve a frequéncia de focos gatiltm interior das veias pulmonares,

apresentando correlacdo anatbmica com maior frecuié comprimento de feixes
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musculares nas veias pulmonares superiores. EBshidgimlogicos realizados por Ho e
cols.. demonstraram que as paredes das veias palesoséo compostas de um endotélio
fino, uma camada média muscular lisa, e uma espeéssaticia fibrosa (36).

A transicdo entre o atrio e a veia ocorre de fognaaual com o aparecimento de

invaginagcdes de miocardio atrial sobrepostas a mhatseca lisa da parede venosa. Essas

Figura 9- Fotografia anatdmica posterior do atrio esquendstrando veias pulmonares direitas com presenca
de ivaginagBes musculares que penetram nas vdiasmares como dedos de luva.

invaginacbes miocardicas sdo mais espessas naojwegid-atrial (média 1.1 mm),
ficando mais finas a medida que avancam para ganta veia. Outro ponto importante

€ que a espessura dessas invaginacdes ndo € heaayemongo de seu percurso na
veia; as paredes inferiores das veias superiores @aredes superiores das veias
inferiores sdo os locais de maior espessura. Quandoem falhas na continuidade
dessas invaginacdes miocitarias no interior daasyeilas parecem ser preenchidas por
tecido fibroso. O arranjo desses midcitos no iateda veia pulmonar € complexo, na
medida em que apresentam um padrdo de dispositidolae permeado de ilhas de

tecido fibroso, que provavelmente é responsavebpmotropia na conducao elétrica na
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veia. Alguns estudos sugerem uma correlacdo entemprimento dessas invaginacoes

musculares no interior da veia com FA (37,38,39).
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4-Classificacao da Fibrilacao Atrial

A FA pode ser classificada de diversas maneirasefa; de acordo com: a sua
associacdo com doenca cardiaca estrutural (valvataus ndo valvular); a sua duragéo
(paroxistica, persistente ou permanente); a suacdel com causas secundarias
(hipertireoidismo, cirurgia cardiaca) e a sua @bagom sistema nervoso auténomo (FA
por inducgdo neural - vagal ou simpética).

Recentemente as Sociedades Americana, EuropéiasleBa de cardiologia
(20,22) definiram utilizar, como padrao para unifimacéo dos termos que descrevem a
arritmia a classificagao temporal. Essa classifioageve ser aplicada nos casos de FA
nao secundaria, ndo valvular e a FA solitaria. Stttara-seFA inicial um primeiro
episédio de deteccdo, sintomatica ou ndo, da aaitoom duracdo superior a trinta
segundos. Os casos recorrentes ( FA Cronica) paerapresentar de trés formas
distintas (Figura 10):

1- Paroxistica duracdo de até sete dias, com freqlente revegdmntanea ao ritmo
sinusal. Na sua grande maioria, os episodios,gerdk, sdo menores que 24 horas.

2- Persistenteduracéo superior a sete dias, sendo que suauipt@o geralmente exige
cardioversao elétrica ou quimica.

3- Permanentecasos nos quais se decidiu que a manutencaardo sinusal ndo é

desejada ou néo é possivel, sendo FA o ritmo pemt@amo paciente.
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Figura 10— Classificacao proposta de Fibrilagdo Atrial celaada apresentacao temporal

Coumel e colaboradores(17) classificam os pacierdas FA paroxistica como

sendo aqueles cuja arritmia é desencadeada pmuéstivagais ou adrenérgicos.
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5-Mecanismos fisiopatolégicos da fibrilacao atrial

Foi ap0s a publicacdo pioneira de Haissaguerre lega® (16,40) que o
conhecimento da natureza arritmogénica das veidmopares foi amplamente
divulgado. Nesses trabalhos ficou demonstrado queA gpoderia ser iniciada pela
ocorréncia de focos de gatilho localizados 2-4cmnterior das veias pulmonares(VP),
principalmente nas superiores. Todavia, a ablagdmiltiplos focos no interior dessas
veias nao é factivel, circunstancia que levou a®emeolvimento de diversas formas de
isolamento elétrico das veias pulmonares. O isetdamelétrico das veias baseia-se no
conceito de que bandas musculares conectam oe&igerdo as veias pulmonares. As
propriedades eletrofisiologicas desta inter-relagam que leva ao aparecimento de FA.
Contudo, outros autores (41) sugerem que modifeac®do substrato, e néo
necessariamente o isolamento das veias pulmorgacesgcessario para o tratamento da

FA.

Automaticidade Anormal e Atividade Deflagrada:
A presenca de pulsacbes independentes nas veiasonares sugere a

possibilidade de células tipo marca-passo no séerion (42) Blom e cols.(43),

estudando o desenvolvimento tissular em embridesahas, descobriram que as veias
pulmonares apresentam a mesma origem das outratuest do sistema de conducédo
cardiaco, o qual apresenta capacidade de autodsateci Estudos morfologicos em uma

gama de animais sugerem a presenca de célulastoaslno interior das VP. (44,45,46)
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Perez-Lugones e cols. (47) estudando VP em humanosntraram a presenca
de células P, transicionais e do tipo Purkinjemerior dessas veiagsses fatos sugerem
gue o automatismo anormal seja o0 mecanismo denagénicidade das VP. Cheung
demonstrou a presenca de despolarizacéo tipo fasarterior das veias pulmonares de
porcos guiné (48) A infusdo de digital induziu atividade deflagraeta preparacdes de
VP dessa espécie de cobaia, desencadeando taquésriatriais.(49) Nesse estudo,
também foi identificada a presenca de bloqueioatelecdo no interior das VP. (Figura
11). De outra parte, estudos em modelos canindd) démonstraram que o uso de
procainamida pode suprimir esses focos de gatilhagersmdo como mecanismo
eletrofisiolégico a automaticidade alterada. Outmtor importante é a presenca de
fibrose em torno de ilhas de midcitos. Essas zdeasicatriz geram uma diminuicdo no
contato elétrico entre esses midcitos acarretamdmenor inibicdo elétrica e por sua vez
aumentando a automaticidade dessas ilhas de tegmiardico no interior da s veias
pulmonares. (51)
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Figura 11- Registro da atividade elétrica espontanea redistean espécime de veia pulmonar de coelhos

com uso de micro eletrodos. O potencial apreséespolarizaco tipo fase 4 espontanea com frecgiénci

de 2.5 Hz.
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Mecanismo de Reentrada
Reentrada é o mecanismo eletrofisioldgico respatgdsla grande maioria das

arritmias que ocorrem na pratica clinica, como aovgam os modelos experimentais.
Hocini e cols.(52), utilizando coracOes isoladob perfusdo, de seis caes, realizaram
multiplas gravacoes tanto extracelulares, comadetulares dos potenciais elétricos das
VPs, identificando a presenca de sinais fracionadasconducao lenta em todas as VPs.
Ao exame histolégico essas zonas com baixa veldeidia conducgdo elétrica eram
caracterizadas por uma mudanca sUbita da orienticfibra muscular no interior da VP,
isto €, quanto maior o grau de rotacdo da fibrdapmea lentificacdo na velocidade de

conducdo. (Figura 12).
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distal end
Figura 12 - A) reconstrucdo da orientacdo das fibras emidoda registro no interior da veia pulmonar inferio
esquerda. O arranjo na zona de registro ostiahfplexa, mostrando mudanca sibita na orientagcaonitdstos,
bem como a presenga de miltiplas orientacdes gimeds. No terco distal existe um nimero menor ladie
essas apresentam orientagdo paralela entre . (B) sdo os mapas de ativagédo da veia pulmonarisuplireita
durante a realizacdo de um trem de estimulos (&jido de extra-estimulo prematuro (S2). Nessasdgyse
observa a subita mudanga na onda de propagac¢é&spalarizacdo com areas de bloqueio da conducéaptado
de (52)

O fenbmeno sob exame facilita a ocorréncia de ragatno interior da veia pulmonar,
valendo registrar que o aumento no grau de fibeogeenvelhecimento dos midcitos
parecem ajudar ainda mais no aparecimento de agentAnisotropia ndo uniforme
também é proposta como mecanismo facilitador detnada. Hamabe et col.(53)
sugeriram a presenca de uma quebra de onda elé&igancdo entre a VP e o atrio
esquerdo decorrente de estruturas anatdmicas lcoa® sendo a responsavel por
reentrada nesta zona. Nesses casos, foi obsemwadiante o exame histoldgico, uma
descontinuidade da musculatura da VP com a presknihas de tecido conjuntivo que

favorecem anisotropia e reentrada. O uso de mapgaméptico em modelos
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experimentais demonstrou uma diferenca entra ac@lardo potencial de acdo na veia
pulmonar comparativamente entre o endocardio eicarelico. Este potencial de acéo
dura mais no endocérdio do que no epicéardico. ©npadl de acdo das veias pulmonares
€ mais durador do que aquele encontrado na muguld atrio esquerdo (54,55). Uma
marcada diminuicdo na velocidade de conducdo én&macia no interior das veias
pulmonares, principalmente em sua porgdo proxifGain estimulacdo atrial rapida,
encontramos bloqueio de conducgéo 2:1 para o intdeoveia. Com estimulacdo atrial
programada com acoplamento curto podemos geraudimgnidirectional na veia com
surgimento de reentrada. Entretanto, a estimulagfal muito rapida pode gerar o
aparecimento de atividade focal automatica noionteta veia. Uma teoria unificadora
entre o papel do mecanismo de reentrada e hipenatitiddade sugere que um gatilho
focal pode ser mantido ativo por uma alca reergrartremamente rapida no interior da
veia pulmonar. Kalifa e cols.(56) demonstraram quaumento da pressao intratrial
acima de 10cm de agua tornou a juncao entra @ édgquerdo e a veia pulmonar uma
zona de rotores, sugerindo que o estiramento atgdh também responsavel pela
manutencédo da reentrada.

Estudos em Humanos

Estudos detalhados da eletrofisiologia das veidsignares em seres humanos
sdo, obviamente, de mais dificil execucdo. Contadauciosa investigacdo conduzida
por Jais e colaboradores (57) avaliou as carabtagseletrofisiologicas das VP em
pacientes portadores de FA. Vinte e oito pacientas FA paroxistica e 20 controles
foram incluidos na pesquisa. Os periodos refragefetivo (PRE) e funcional (PRF))

das quatro veias pulmonares foram significativamemdis curtos nos pacientes com FA.
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Outro achado importante foi de que os PRE das @uaias pulmonares foram mais

curtos do que o PRE atrial esquerdo nos casos odmOFoposto foi verdade nos

pacientes controles. O PRE teve valores similarearabos os grupos, sendo a diferenca
encontrada decorrente das propriedades elétrica¥s Conducédo decremental entre o
atrio esquerdo e as veias pulmonares, bem comoducao lenta no interior das veias,

foram mais frequentes nos pacientes com FA. Estesdas sugerem que em pacientes
com FA exista um substrato nas VP para mecanismosahtrada com presenca de PRE
curtos e zonas de conducgéo lenta. Takahashi e (&@s.investigaram a natureza das
taquicardias no interior das VP apdés o isolameptoradiofreqiiéncia dessas estruturas.
Os autores foram capazes de induzir arritmias o me estimulacdo programada em
2,6% das veias pulmonares ja isoladas, as quaiamasker terminadas e encarrilhadas

por estimulacéo artificial, sugerindo 0 mecanismma reentrante.
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6-Fibrilacao Atrial Mediada Pelo Vago.

O sistema nervoso autbnomo possui importante pepphtogénese da fibrilagéo
atrial paroxistica. Os terminais simpaticos e panagaticos cardiacos modulam as
propriedades eletrofisiolégicas do miocardio atgahtribuindo para a iniciacdo e a
manutencdo dessa arritmia (59,60). Coumel(60) roides primeiros a classificar a FA
paroxistica em relacdo ao mecanismo neurogéni@ndadeador.

Os pacientes com FA por inducdo vagal sdo geraémgevens, sem doenca
estrutural, preferencialmente homens, com epis@liesniciam a noite ou apés refeicéo
copiosa(61). Em contraste, os pacientes com FAnadyea sao mais velhos, possuindo,
em sua grande maioria, doenca cardiaca estruseradp os episédios desencadeados por
estresse emocional ou atividade fisica.

A prevaléncia de FA neuralmente mediada (vagahdrenérgica) ainda nao foi
claramente definida. O estudo EuroHeart (62) aualima populagdo ndo selecionada
encontrando uma prevaléncia de 6% de FA vagal, j&% a forma adrenérgica e 12%
para a forma mista. Contudo, estudos de pacieotesFA encaminhados para ablacéo
por cateter da arritmia demonstram uma prevalédeiaté 27% dos casos (63,64). A

tabela 1 mostra as diferencas entre FA mediadevagjo e FA adrenérgica.
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Tabela 1 - Caracteristicas da FA mediada pelo \éa§drenérgica

FA mediada pelo Vago FA adrenérgica

Mais prevalente Menos prevalente

Predominancia em homens entre 30 — 50 ar®&m predilecdo por Sexo

Pacientes sem cardiopatia estrutural Geralmentedommca cardiaca estrutural
Noturna, durante repouso, apos ingestao Diurngess&t emocional ou exercicio
Precedida de bradicardia Precedida de taquicardia

Reposta ventricular lenta durante FA Reposta \anéi rapida durante FA
Piora comB-bloqueadores e digoxina Melhora c@rbloqueadores e digoxina

A inervacgdo vagal do coracao é feita por meio @onkrvo craniano, o vago. Os
axbnios dos neurdnios parassimpaticos, pré-garegbsnda medula do tronco cerebral,
transcorrem pelo vago direito e esquerdo, fazendapse com neurbnios poés-
ganglionares localizados nos ganglios paracardigcesentes em coxins de gordura
epicardicos. A distribuicdo desses ganglios ocentee o tronco da aorta e da artéria
pulmonar, ao redor das veias pulmonares e sobegaeacava superior e inferior(65). S&o
desses coxins gordurosos que neurbnios pés gaagi®rse projetam para as ceélulas
miocérdicas alvo da inervacdo autbnoma (figura ©8.éatrios sdo mais densamente
inervados pelo sistema parassimpatico do que dsimaos.

O efeito da estimulagédo parassimpatica nositagcardiacos ocorre atraves da
ativacdo de receptores muscarinicos de acetilcoRan ACh). Em modelos

experimentais, tanto a estimulacéo vagal, quarddnainistracdo de acetilcolina, foram
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capazes de induzir FA sem necessidade de estindétific®@ diretamente sobre os atrios.
A ativagcdo dos RmACh no coracdo,por meio da acdtile liberada por terminais

axonais do vago, resulta em: (1) hiperpolarizacd@orenuicdo na frequéncia de disparo
do no sinusal; (2) encurtamento do potencial de agdal e enfraquecimento da forca de
contragcdo atrial; (3) diminuicdo da velocidade daducdo no né atrioventricular. A

alteracdo no periodo refratario atrio atrial e onanto da dispersdo da repolarizacao
tornam-se importantes na génese de fibrilacdol,atvéa medida em que propiciam a
formacdo de zonas reentrantes no atrio. O aumeataispersdo da refratariedade
tecidual e o encurtamento do potencial de acaor@moprincipalmente em decorréncia

da corrente de potassio dependente de acetilqtkngs).
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Figura 13- llustracdo esquematica da localizacéo e direg&o mrvos mediastinais (setas) que se
dirigem para sete plexos ganglionares epicardbestificados pelas abrevia¢des: DRA dorsal ao atrio
direito; LC coronaria esquerda; LD dorsal esqueld®; dorsal médio; RC coronaria direita; VLA

ventral ao atrio esquerdo; VRA ventral ao atrieiia. Adaptado (66)

Estudos experimentais (66,67) utilizando colorag@m hidroxilase anti-tirosina

para identificar nervos adrenérgicos, bem como ileckta acetiltransferase para



36

evidenciar nervos colinérgicos, demonstraram a awiténcia de fibras simpaticas e
parassimpaticas em coxins gordurosos epicardicesgnandes vasos toracicos e em

torno das veias pulmonares ( Figura 14 e 15).

Figura 14 -Gravura reconstruindo coragdo humano submetmomacao para nervos colinérgicos
pertencentes ao plexo epicéardico.

A coexisténcia de neurénios locais, tanto adrenésgcomo colinérgicos, € o que
torna responsavel a variacao
batimento a batimento do controle
neural intrinseco do proprio coracao
(68). Estudo em coragdes humanos

demonstrou que, em um nivel

celular, aproximadamente 25% de
'Figura 15 Visualizacao do pléxo epicéardico atrial todos os feixes nervosos em torno
direito com coloragéo histoquimica para

acetilcolinesterase. das veias pulmonares ou sobre as
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veias toracicas contém tanto fibras adrenérgicesamlinérgicas. Essas cifras atingem
90% nos ganglios paracardiacos.

Em contraste com espécies inferiores de animaiargaitetura neuronal de
mamiferos ndo € apenas um conjunto de neurdnicsctamos serialmente (69,70,71),
mas sim uma rede organizada com diversas interfeseras quais sado redundantes em
alguns momentos, circunstancia que serve como nsecande seguranca para a
manutencdo do controle nervoso efetivo sobre océoraA organizacdo desse sistema
pode ser desmembrada em trés diferentes niveigréFi), a saber: o sistema nervoso

intrinseco do coracao, o sistema intratoracicaistema nervoso central.

Centros Altos
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Circulantes
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Figura 16-Representag¢do esquematica da arquitetura e alt®es dos sistemas nervoso intrinseco do
coracao, intratorécico e central (adaptado de 68).
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Em modelos experimentais caninos, a FA por indugiwal pode ser iniciada através da
estimulacdo direta de feixes nervosos (para cagljado sistema vagossimpatico que
cursam sobre a veia cava superior ou veias pulresn@?,73). Esses feixes nervosos
conectam-se diretamente ao sistema nervoso intdrde coracao (SNIC) (74,75,76). A
estimulacdo dos feixes nervosos, que cursam af&ipeda veia cava superior gera,
inicialmente, uma resposta vagal acentuada, asguaianifesta por meio de bradicardia
importante seguida de atividade ectopica atriadllpada na parede livre do atrio direito
e na regido do feixe de Bachmann. Estas ectopiassdevam ao desencadeamento de
FA (77,78). Quando essa estimulacdo é realizadagaoglios em torno das veias
pulmonares, a atividade ectépica geralmente apai@aaterior da veia. O aparecimento
de ectopias esta, possivelmente, relacionado acaiivsimpatica que ocorre durante a
estimulacdo desses elementos neurais, visto quasaaw partes do sistema nervoso
autbnomo sdo ativadas simultaneamente (Figura A73tivacdo simpatica pode ser
responsavel por um encurtamento ainda maior donpialede acdo, bem como no

aparecimento de pds-potenciais e atividade defiagra
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Figura 17-Interelacdes entre tdnus vagal e adrenérgico nesgéde fibrilacédo atrial mediada pelo vago

7- Mecanismos Mantenedores da Fibrilacao Atrial

Como visto com brevidade na parte histérica, teasrids classicas foram
desenvolvidas para melhor explicar os mecanismaosateitencdo da FA. A seguir, estas
estdo descritas com maior detalhe.

Multiplas Ondas de Reentrada Atrial (“multiple wavelet hypothesis)Essa € a
teoria mais aceita para explicar o0 mecanismo digitstihgico mantenedor da FA. Ela foi
desenvolvida nos anos 60 por Moe e colaboradoré¥ @endo confirmada por
Allessie(79) e pelos experimentos de Cox(80). Mids impulsos reentrantes

simultdneos percorrem o miocardio em ambos ossatcigando uma atividade elétrica
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continua que gira, se divide, se fusiona ou sengxé em torno de regides onde ha
bloqueio de conducgdo. Enquanto estas frentes dacat encontrarem miocardio em
condicOes de ser despolarizado, a FA se perpetwau®o lado, a mesma se extingue,
guando isto ndo ocorrer, ou se as frentes de amdagar a colidir umas com as outras.
Na FA n&o ha estabilidade em torno de obstacula®amcos, sendo que cada frente de
onda condiciona o curso das que a sucedem, alteeanefratariedade e a velocidade de
conducdo ou criando transitoriamente obstaculosidnais pelo miocardio atrial que
percorre. Esta arritmia se mantém em funcao daapiiiteade de que a cada momento se
forme um numero de novas frentes de onda igualuper®r ao das que se extinguem
(81).

Circuito com “Onda Mé&e”: Nessa teoria, que se baseia em experimento
realizado em preparacdes isoladas de atrios humsaaguestiona que a ativagao atrial
durante a FA seja de forma randdmica (81). Os asifoostulam a presenca de uma Unica
“‘onda méae”, que mantém de maneira estavel o arcgentrante com a frente de
ativacao girando como um redemoinho. A porcao aessui excitabilidade menor,
com conducdo mais lenta que o tecido atrial pé&rdérSua ativacdo poderia ser
estacionaria, ocorrendo em apenas um local, conoeesi@cionaria, migrando para
outros pontos nos atrios. Este tipo de ativacaecerp@acorrer em meios homogéneos,
ndo havendo necessidade de heterogeneidade nafmrha circuitos de FA. A presenca
de barreiras anatdmicas dentro dos atrios (orffide veias e zonas de fibrose) serviria
para quebrar o circuito mae em multiplos outrosequéo se espalhariam pelo miocardio

atrial em multiplas direcdes.
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Desencadeadores Focais e Conducdo FibrilatériaEm 1948, Scherf e
colaboradores (10) desenvolveram o primeiro moégfgerimental de FA utilizando a
aconitina, um alcal6ide que ativa os canais deosdfta substancia era colocada em
algum ponto do atrio, criando um foco automatice disparava a uma frequéncia tao
rapida que impedia que o restante dos atrios memsvuma ativacao sincronica. Deste
modo, criavam-se areas de conducdo lenta e de dngGomo resultado, havia o
desenvolvimento da “conducdo fibrilatéria” que gerpadréo eletrocardiografico de FA.
O isolamento do foco de aconitina interrompia a iledgrnando ao ritmo sinusal.

Com isso, ap0s o desencadeamento da FA, divertsmedagem para que ocorra
a perpetuacdo da arritmia. Um desses fatores éssstgacia dos focos de gatilho (em
veias pulmonares na sua grande maioria), que famiaa arritmia, que agem
conjuntamente como um “motor” que mantém a FA. Atentacdo da arritmia, nesses
casos, depende que o foco de gatilho apresentéreqiencia de disparo constante.

Contudo, a FA pode também persistir na ausénciatidi@lade desses focos de
gatilho. Nesses casos, a constancia da alteragdimuocardiaco ocorre por uma série de
alteracOes estruturais e elétricas dos atrios ais ghamamos de “remodelamento atrial”.
S8o partes integrantes dessa alteracdo a dilataggéd, a ocorréncia de fibrose
intersticial, modificagbes nas propriedades idGnamsniocardio atrial, 0 encurtamento do

periodo refratério e a dispersdo na refratariedésrib.
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8- Alteracdes Morfofuncionais dos Atrios em Fibrilagio
Atrial

Também denominada de remodelamento atrial, amglies morfofuncionais dos
atrios durante FA tornam mais facil sua perpetuaCa@studo classico de Wijffels e
colaboradores (82) demonstrou que “fibrilagdo batgarreta em fibrilagéo atrial”. Logo,
guanto maior a duracdo do episédio de fibrilac@i@alatmaior é a chance dela se tornar

cronica e sustentada (figura 18).

“burst
Pacing’|---- FA-=------—-| Ritmo Sinusal Duracédo FA
Controle IH Mmmm 5seg
“burst
Pacing’} FA | Ritmo Sinusal
Apds L
24 horas 20 seg
“burst
Pacing’} FA Sustentada >
Apés 2 |
semanas i i | >24horas

2 seg

Figura 18- Prolongamento da duracdo dos episédios de FAaddcpor estimulagdo elétrica de alta freqiéncia
por 24h e 2 semanas. Os trés tracados mostramtrogghma atrial registrado no mesmo cobaia durante
desencadeamento de FA por estimulacdo rapida pegdndo. O primeiro tracado o coabia esta em ritmos
sinusal todo o tempo e a FA tem término espontapés 5 segundos. O Segundo tragado foi registiade @
cobaia ter sido conectado a marcapasso geradok ger24 horas, demonstrando um claro aumento recéa

da FA para 20 segundos. O terceiro tracado foisteglo apdés 2 semanas de FA mantida por estimulagdo
elétrica. Apos o inicio da FA pela estimulagéo adapd episédio da arritmia permaneceu sustentadm enais
apresentou término espontaneo. Adaptado de 82.
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Figura 19- Fotomicrografia com microscopia 6tica com colam@AS aumento de 400x e microscopia
eletrdnica com aumento de 2000X. A/2a: midcitosrgmo sinusal. B/2b: midcito atrial em fibrilagéo
atrial; torna-se evidente o aumento da quantidaslecalageno intercelular bem como uma maior
vacuolizacao citoplasmatica, com perda de miofisriacimulo de glicogénio, alteragdo no tamanho das
mitocOndrias, fragmentacao do reticulo sarcoplasméatdispersdo da cromatina nuclear. (83,84)

As mudancas estruturais nos atrios ocorrem tantarepaitetura tecidual quanto
na celular do miocardio (figura 19). Em modeloseskpentais de atrios acometidos de
FA cronica, observa-se a presenca de fibrose eitdar e alteracdes nas organelas
intracelulares com maior vacuolizacao citoplasmaatperda de miofibrilas, acimulo de
glicogénio, alteracdo no tamanho das mitocondritmgmentacdo do reticulo
sarcoplasmatico e dispersdo da cromatina nuclessaskE alteracbes propiciam a
ocorréncia dos fenémenos eletrofisiolégicos necess@ara a sustentacao da arritmia

(84)
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Autépsias realizadas em pacientes com FA comprozarpresenca dessas
modificagbes estruturais, com extensa substituig@dtica no atrio, principalmente
guando existem, simultaneamente, condicbes comongdoeda valvula mitral,
insuficiéncia cardiaca e idade avancada. Somanda-dibrose, a dilatagdo atrial
decorrente dessas condicbes favorece 0 aparecingentmecanismos reentrantes e

distarbio de conducéo e refratariedade atriallifaodo a manutencéo da FA.
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9-Criotermia

A utilizacao de criotermia para procedimentos étr@isiologia foi inicialmente
realizada, na década de 1970, por Klein e cols). (86ssa época, seu uso era feito
durante ablacao cirargica de feixes acessorioonsspeis por taquicardia por reentrada
atrio ventricular em paciente com sindrome de WR&fkinson-White. Foi com o
desenvolvimento de cateteres endovasculares di@a@ts capazes de aplicar criotermia
gue o uso desta forma de energia se difundiu nosegimentos de eletrofisioligia
invasiva cardiaca.

O cateter de crioablacdo funciona através doiaesfinto de sua extremidade
distal a temperaturas menores que -75° C parauitestritecido miocardico alvejado
durante o procedimento de ablacdo. Para que isswap® cateter se conecta a um
console onde um tanque com oxido nitrico (N20) emmé fluida é injetado no limen
do cateter para que ocorra o resfriamento da d@ant@. Ao atingir a ponta, o N20 se
gaseifica resfriando seu entorno. O gas dispergmnta do cateter € entdo drenado para
fora por meio do sistema de vacuo presente no dtimiw de eletrofisiologia. As
vantagens da crio-energia na ablag&do (crioablagin)relacdo a utilizacdo de formas
usuais como calor ou radiofrequéncia, consolidamesé&to de que a primeira acarreta
uma menor destruicdo da superficie endotelial esemiientemente, menor formacgéo de
trombo no local selecionado para ablacdo, bem comocriacdo de lesdes mais
homogéneas e mais bem delimitadas. Deve-se resamltta que com a utilizacdo da
crioablacdo exista um potencial de reversibiliddddesdo com o crio-mapeamento. Tal

procedimento utiliza temperaturas menos negativa8°C), identificando a regido
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necessaria para realizacdo da ablacdo. Caso aletereninada ndo seja adequada para o
procedimento, o re-aquecimento torna a regido iaelsfy durante o mapeamento,
novamente ativa sem dano permanente (86). Quando zaoma alvo para ablacdo €&
encontrada pelo crio-mapeamento, temperaturas besas (-60°C até -80°C) sédo
utilizadas para formar a necrose necesséria patigagao tissular (Figura 18).

Em experimentos animais, a aplicacédo de crio-énecgm temperaturas ao redor
de 0°C, em feixes nervosos do sistema vago singpdtie antes eram capazes de induzir
fibrilagdo atrial por meio de estimulagédo elétrdm alta frequéncia incapaz de iniciar

arritmias nos focos congelados. (87)

S
o

Cabo ECG Cabo Defleccao N20 refrigerante

Console

Limen c/ Ductode injecdo  gonsorde Temperatura
Vacuoretomno N20
Gas

Figura 20- llustracdo do console de crioablagéo (Cryocatb®p cateter desenvolvido para aplicacdo de

criotermia.
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10-Modelos Animais de Fibrilacao Atrial

Existem diversos modelos animais utilizados paeatado de FA. Esses modelos
podem ser realizados tanto em animais de meédie fcies, cabras, coelhos, carneiros e
porcos) como em animais de pequeno porte (ratamermdongos) (88).

Certamente, o modelo animal mais antigo, para wdestlessa arritmia, € o que
manipula o tbnus auténomo nos atrios de cées.féssmicialmente, descrito por meio
da aplicacéo direta de carbacol sobre o apéndicd atleva a ocorréncia de FA. A
arritmia persiste enquanto a substancia estivecamato com o miocardio atrial (89).
Outra forma de produzir, em laboratério, FA é arda estimulacdo vagal com uso de
pulsos de eletricidade aplicados sobre o nervo \&gmosto, durante procedimento
cirirgico, em cédes (74). A estimulacdo adrenérgamabora diminua em semelhante
monta o periodo refratario atrial, parece nédo apaz de desencadear FA de forma téao
reprodutivel como com o uso da estimulacdo vagatje menos utilizada (90)

Outro modelo utilizado para o estudo de FA é ogdamellacdo artificial de alta
frequéncia. Allessie e colaboradores (82) forampmsieiros nesse campo. Em seu
experimento, a estimulacéo atrial de alta freqigé(@4Hz), em cabras, foi capaz de gerar
episodios sustentados da arritmia.

Existem diversos outros modelos experimentais pastudo da FA, entre eles se
destacam o da pericardite estéril, o de taquicandijoatia iniciada por estimulacdo
ventricular (remodelamento estrutural — substraod uso de animais transgénicos

susceptiveis ao desenvolvimento de FA.(91,92,93%aldela 2 sumariza os diversos
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modelos animais de FA, demonstrando as princip@sagdes eletrofisioldgicas geradas

por cada modelo.



Tabela 2- Modelos Animais de Filirilag30 Atrial

IMadala Estimulag 3o Sistama Taquicardiz Atrial Insuficiéncia Cardizca TA+IC Fericardite Esteril Envvalhacimemto
Marvoso Autdnomo iTA) {1
Espacie Caes Cabiras Caes Caes Caes Forcos Caes Caes
Filrrilag 30 &trial ~ Sustantada Sustentada T Induzimenta T Induzimento T Induzimento Sustentada T Induzimento T Induzimento
Remadelaments Eletrofisialdgico
I FRE I FRE 1 P& FRE
| P& PR 1 PAD .+ +] ; "
Funcional (% E;EP:E & ZPRErate adPat ZPRErate adPat LP;?'_1 ERE _J lng Semrelato :ll (P_:EE I PRE dispersao
vEflEpersn sy sy e : : | €V ofPADS
Densidade de T, Ach fchalinargic Jolte, 1Cal, INa Jote, 1Ca L, IKs JoACa L+ Ito, K
Cotrantes |6 nicus I 1Es, 1Za.L Semralate ks, K, MC® TCa,T, IKr KL, Ik SHCH Semralato Semralato Semralato
fadrenergic) TAKL, IKACh T NCX TIKL
1 KEND3, CACHALG
Expressio e i SCNEA & & & & &
RHAm Semrelato Semrelato L KCHAL, KCHH, Sem relato Sem relato Sem relato Sem relato Sem relato
KCM12,3 5, 5LCBAL
Exprassio JEwd 3, NawlS
Semrelato Semrelato 3 Semrelato Semrelato Semrelato Semrelato Semrelato
Froteica = Kird. 1, Kird.4, N2
Remadelamento Estrutural
T tamanho atrial T A& ¥tamanho
F 1 A 4 s AR ) : i resyl
PR Marmal + Irflpertrn‘fla. r.nu:llllse.. It.amanh-:- at.rlal . | i tan.'uanh-:- . T AR Viamanhs .i-flbr-:-se:'apu:-ptnse. !Eplv:ardlz'uul.ap-:-ptu:-se, e
acumulo de glicogénio S filbrose or hipertrofia+ fibrose, hipertrofia inflarma; ao, inflarma; a0, necorse
Sfibrose e Apoptose hipertrofia, myolysis
— I colageno, fibrilina-1. f'.II;F.lll':-runle-:tlna-lJ
fLrR SN0 Sem relato Sem relato = ECI MIAP2, TGFRL 660 Semrelsto L Sem relato Sem relato
FEMAMm el fibromadulina, ML
Actina v
2V, colageno
TSN Acting I Fibronactina-1, Epicardial:
Exprassao e g gy e T coldgeno, fibrilina-1, fibrilina-1, MLC2Y T wimentin
5 lat L - +ECI 5 lat % 5 lat
Proteica g d"ﬂ4_”*t't'"ca'd'°t'“* b=t MIMP2 R fibramaduling, | aeactinain, Cedo, o od
2smina colageno Cwd 3

Abreviaturas- Ach: acetilcolina; A&V: atrio e ventriculo; PA:opencial de acdo; PAD: duracdo do potencial de;aE&M: matriz extracelular; PRE: periodo
refratario efetivo; CV: velocidade de conducao;intonsisténcia entre relatgs;aumento; |:diminui¢do; «inalterado, @: auséncia ou perda , +: presencapnhagde. ~
Adaptado de ref. 88.



50

11-Justificativa

O descontentamento com as taxas de sucesso deemgwitie ritmo sinusal com
a utilizacdo de farmacoterapia, bem como o aumertdgressivo da incidéncia da FA,
faz com que o uso de procedimentos que visem &doudssturbio do ritmo seja cada vez
mais aplicado. Mesmo assim, os procedimentos a@gegablvoltados para a FA ainda séo
heterogéneos, tanto quanto a fonte de energiawibesda, como ao conjunto de lesdes
a serem realizadas nos atrios e a utilizacdo oweadvos alternativos. Por essa razao, a
ablacdo de elementos neurais tem sido utilizadaoquocedimento isolado ou adjunto
nos pacientes com FA. Pouco é sabido sobre og®fiudos e em longo prazo, no que
se refere a capacidade de inducdo de FA e as pizssiodificacdes nas caracteristicas
dessa arritmia, da realizacdo de uma lesao focdkie nervoso localizado sobre a veia
cava superior, sem ablacdo concomitante de miacatdal ou ganglios paracardiacos,.

A crioenergia tem se mostrado segura e efetiva pracedimentos
eletrofisioldgicos. As caracteristicas histopatalag da lesdo obtida por esse método sé&o
atraentes no que tange a homogeneidade tissutamui¢do da ruptura endotelial e
menor potencial trombatico.

Nesse contexto, propomos determinar os efeitosrid@ablacdo localizada de
elementos neurais em cées, nos quais foi posstvielidar de maneira reprodutivel FA
mediante estimulacéo elétrica de feixes nervosescgusam sobre a veia cava inferior.
Dessa forma, objetiva-se, com o experimento, avalimibicdo da inducédo de FA na
regido ablada, a alteracdo das propriedades damiarrinduzida, a visualizacdo da

integridade do sistema nervoso auténomo pos-ahlaedo como a influéncia do tempo.
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12-Objetivos

Objetivo Geral:

1. Avaliar os efeitos da crioablacdo de feixes vagaepsgiticos na capacidade de
inducéo e caracteristicas da FA em modelo expetaheanino.
2. Avaliar os efeitos do tempo na recuperacdo (‘revimgho”) da

funcionalidade do sistema nervoso autbnomo.

Objetivos Especificos:

1. Capacidade de induzir FA no local selecionado phfacdo no procedimento
terminal.

2. Numero de sitios capazes de induzir FA no procedtionerminal.

3. Numero de estimulos necessérios para iniciar FAcada sitio estimulado
(medida da facilidade do induzimento da arritmia).

4. Resposta bradicardica maxima antes do inicio dangaratrial iniciada pela
estimulagao do sistema nervoso autbnomo durantecegimento terminal.

5. Duracdo dos episddios de arritmia desencadeadoa pstimulacédo
programada durante o procedimento terminal.

6. Resposta ventricular maxima durante os episodidsAddesencadeados pela

estimulagcédo durante o procedimento terminal.
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Resumo:
Introducéo: A ativagdo do sistema nervoso intrinseco do cordS&80C) por meio da

estimulacdo de um uUnico nervo mediastinal € capandlizir, de maneira reprodutivel,
fibrilagcdo atrial (FA) em modelos experimentais inaB. Em pacientes com FA
recorrente, a ablacdo de elementos neuronais tonpsdbposta como terapia adjuvante
ao isolamento elétrico das veias pulmonares, assimo na desconexdo da parede
posterior do atrio esquerdo ou na cirurgia do iatzr

Objetivo: determinar os efeitos, em curto e longo prazo, mwaaldlacdo de nervos

mediastinais nas caracteristicas da FA induzida yeeo.

Métodos: Quinze caes foram submetidos a cirurgia, sob asiasteral com técnica
asséptica, para a identificacdo de ramos nervasassttma vagossimpatico que cursam
sobre a veia cava superior. Nestes feixes neuroftdisealizada estimulacdo elétrica,
com salva de estimulos (5 pulsos, 1 mseg duracamtenvalos de 5mseg) durante o
periodo refratario atrial, que reprodutivelmentéuzriram FA. Um desses sitios foi
selecionado para crioablacdo, a qual foi realizagall cédes. Quatro animais foram
submetidos ao procedimento sem a realizacdo dabtaigho servindo, assim, como
grupo controle. A capacidade de inducédo de FAdwisada (procedimento terminal) em
1 a 2 meses (Crio pos-recente) e 4 meses (Critapdie) apos a crioablacdo e em 1 a 2

meses apoés o procedimento placebo (Controles).

Resultados:No grupo submetido a crioablagdo, extingui-se acidade de iniciar FA
estimulando o local selecionado para ablacdo, taotprocedimento inicial quanto no

novo teste, meses apos, durante o procedimentintdrilo procedimento terminal foi
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observado, no grupo controle, um maior nimero daigotestados com capacidade de
inducéo de FA (91% contra 33%) comparativamentgrapo crioablacdo (em sitios ndo
foram submetidos a crioablacdo e, que previamentkiziam FA)(P<0.0011). A
freqUiéncia ventricular maxima durante os episodm$A foi de 27221bpm no grupo
controle e de 24#44bpm apos a crioablagcdo de um uUnico feixe ner{®se0.01). Os
episodios de FA tiveram maior duracdo no gruporotatregistrando-se que o nimero
de estimulos necessarios para a inducédo de FAdnommeste grupo quando comparado
ao grupo Crio pos-recente, retornando a um valsalbao grupo Crio pés-tardio. A
resposta bradicardica antes do inicio da arritmagtrou uma tendéncia inversa, sendo
mais elevada no grupo controle e menor no grupo @s-recente, retornando ao basal
no grupo Crio pés-tardio. A resposta a estimulagiyal direta e do ganglio estrelado se
mostraram preservadas em todos 0s animais no pnoeetd terminal. Foi realizada a
infusdo de nicotina na coronaria direita para destrana ativacdo do plexo ganglionar

atrial direito que se manteve também com sua fupgéservada.

Conclusao: Os resultados do estudo sugerem que a criacdo ddesdo focal em um

pequeno feixe nervoso vagossimpatico produz marafddo de nocaute sobre a
capacidade de inducdo de FA bem como nas prodesddesta arritmia, quando
induzida. Esse efeito € mantido mesmo com a evidéle adequada funcionalidade do
sistema nervoso autbnomo. Uma recuperacdo parciafelto da crioablagcdo parece
ocorrer com o passar do tempo, sugerindo uma gildestie do SNIC em relacdo ao dano

gerado pela ablacéo.

Palavras-chavefibrilagao atrial, crioablacdo, vago.
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Introducao

A fibrilac&o atrial (FA) é a arritmia sustentadesecg mais comumente encontrada
na prética clinica diaria, apresentando um crestionexponencial em decorréncia do
envelhecimento populacional, assim como um aumera@oocorréncia de doencas
cardiovasculares cronicas (1).

A FA pode ser classificada de diversas maneirasseja, de acordo com a
associacdo com doenca cardiaca estrutural (valweiesus ndo valvular); a duracéo
(paroxistica, persistente ou permanente); a relac@mn causas secundarias
(hipertireoidismo, cirurgia cardiaca); e a relacdm sistema nervoso autbnomo (FA por
inducéo neural - vagal ou simpatica) (2).

Sdo alvos terapéuticos no manejo da FA, primeindégnea prevencdo de
fenbmenos tromboembdlicos e, em segundo lugarntvate da resposta ventricular ou a
manutencdo do ritmo sinusal (2). Este ultimo pateatcancado com o uso de farmacos
antiarritmicos, cardioversdo elétricas repetidasme@js recentemente, com terapias
baseadas em cirurgia ou intervencdo percutaneeapeter. O tratamento por cateter tem
como objetivo as modificagbes no substrato nedespara a perpetuacdo da FA (ex.
procedimento do labirinto e ablacdo linear) ou @Eniehcdo de focos de gatilhos
responsaveis pelo inicio dessa arritmia (ex. Isefdmde veias pulmonares, ablacao de
potenciais fracionados) (5-7).

Em modelo experimental canino, a FA por inducaaralepode ser iniciada
através da estimulacdo direta de feixes nervosdpara cardiacos) do sistema
vagossimpatico que cursam sobre a veia cava summrioeias pulmonares (8-10) os

quais se conectam diretamente ao sistema nervogtseto do coracdo (SNIC) (11-13).
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O SNIC é responsavel pela regulacédo cardiaca ntediana hierarquia neuronal que

inclui componentes do sistema nervoso central,spgbmponentes intra e extratoracico;

assim como pelos cardiacos propriamente ditos. Meira estimulacdo destes feixes
nervosos, que cursam a superficie da veia cavaisypge pode observar, inicialmente,

uma resposta vagal acentuada com bradicardia iamgerseguida de atividade ectopica
atrial localizada na parede livre do atrio diretoa regido do feixe de Bachmann. Estas
ectopias atriais resultam no desencadeamento dESFAL).

A utilizacdo de crio-energia durante procedimermrdesrofisioldgicos ja esta bem
estabelecida. Esta forma de energia é utilizada pacriacdo de lesbes endocérdicas
durante os procedimentos de ablac&o por cateteratagens da crio-energia na ablacéo
(crioablacédo) em relacdo a utilizacdo de formasaigsoomo calor ou radiofreqiiéncia
consolidam-se no fato de que a primeira acarreta omanor destruicdo da superficie
endotelial e, consequentemente, menor formacawsoded no local selecionado para
ablacdo, bem como na criacdo de lesGes mais homageémais bem delimitadas. Deve-
se ressaltar ainda que, com a utilizacdo da cagabl existe um potencial de
reversibilidade da lesdo com o crio-mapeamento. picedimento vale-se de
temperaturas menos negativas (-30°C), identificancepido necesséria para a realizacéo
da ablacdo. Durante o mapeamento, caso a zonandeda ndo seja adequada para o
procedimento, 0 reaquecimento torna a regido aelfrinovamente ativa sem dano
permanente (15). Quando uma zona alvo para abl@c&ncontrada pelo crio-
mapeamento, temperaturas mais baixas (-60°C a®€)&@o utilizadas para formar a

necrose necessaria para a inativacao tissular.
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Pelo fato das redes neuronais (que regulam adatiei cardiaca) apresentarem
redundancia em sua arquitetura, é aventada a b@deeque a ablacdo de um Unico feixe
nervoso mediastinal que se conecta ao SNIC poderpar a capacidade de inducdo da
FA e, ainda, que esse efeito possa ser dependeméenpo em um modelo experimental
canino. Espera-se que tais resultados auxiliemcaorapreensdo dos mecanismos
patofisiolégicos da FA por inducdo neural e quevasit, também, para guiar o

desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas.
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Métodos:

O protocolo experimental realizado foi aprovaddop€omité de Cuidados

Animais do Centro de Biomedicina do Hospital Dur8aCoeur de Montreal.
Procedimento Inicial:

Com o0 uso de anestesia intravenosa (midazolamm@/Kg, buprenorfina
0,02mg/Kg e propofol 7mg/Kg bolo e infusdo de 0,fggmin), quinze caes foram
entubados e colocados em ventilagdo mecéanica pEems entdo, submetidos a
toracotomia lateral direita utilizando técnica a¢®@. Durante a exposi¢ao das estruturas
mediastinais, ao menos dois feixes nervosos quealcusobre a veia cava superior foram
adequadamente identificados através da visualizagi@asos que 0s acompanham,
conforme ja descrito pelos autores (figura 1)(89&stimulacao elétrica (8, 9,13) nessas
estruturas induziu, de maneira reprodutivel, umspasta bradicardica seguida de

taquiarritmia.



70

igura oracotomia lateral direita onde se visualizaeg\cava superior, atrio direito. Observa-
se a caneta estimuladosobre pequeno vaso sanguineo que é acompanhadim ghhminuto ram
do SNCI vago-simpatico.

O protocolo de estimulacdo neural para inducdardtmias consistiu do uso de
salvas de cinco estimulos elétricos (1-2mA, duratduseg, com intervalo de 5mseg
entre cada pulso) aplicados durante o periodotégivado batimento atrial consecutivo.
O inicio da salva de estimulos foi sincronizada3Rfiseg apds a despolarizacao da
regido atrial mais préxima do eletrodo explorad@rap evitar captura direta da
musculatura atrial pela estimulacdo programada.s#melacdo era interrompida de
maneira imediata, no momento do aparecimento degugratipo de arritmia atrial (figura
2). Apoés o término espontaneo da arritmia induyzaaestimulacao era novamente
realizada com intuito de comprovar a reprodutibdid de inducdo da arritmia em

guestao.
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Figura 2- Registro transoperatorio da inducao de FA.Obsgevgque logo no inicio da estimula
ocorre leve bradicardia e, apds a terceira salvadfnulos (brras soélidas negras), ocorr
aparecimento de ectopia atrial com desencadeandentéeA. AEG= eletrograma bipolar do &
direito; Tacho=gréfico da frequéncia cardiaca emn;bftim=registra das salvas de estimule
AP=registro invasivo de presséo arterial; ECG=stegieletrocardiogréafico da derivacéo D2.

Para facilitar a localizacdo das zonas estimuladiasnte o procedimento
terminal, 1 a 4 meses apos a cirurgia inicial, iessutura foram colocados de maneira
superficial ao redor desses sitios. Uma dessasszera entdo selecionada para
crioablacdo como abaixo descrito. Os registro timakcado, do ECG de superficie, dos
eletrogramas locais, da presséo arterial e daérexjgl respiratoria foram realizados com

0 uso do programa Spike© (Cambridge Eletronic 2007)
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Grupos do Experimento:

Grupo Controle (n=4). Foi realizado nos cdes um procedimento placebo
envolvendo anestesia geral e toracotomia lateraitalicom identificacdo dos feixes
nervosos na superficie da veia cava superior, lmmo @ inducdo de arritmias perante
estimulacdo nervosa. Apos o final da cirurgia, mtoera fechado e o animal era
encaminhado para recuperagdo com manejo adequathy dgprofilaxia infecciosa com
antibioticos. Dois desses caes foram submetide@xperimento final em 1 més e outros
dois em 2 meses apoés a instrumentacao inicial.

Grupo Crioablacdo (n=11).Nestes animais, apos a identificacdo dos sitigs no
guais a FA era induzida de maneira reprodutivaplecacéo de crioenergia era realizada
com a utilizacdo de cateter Cryocath@rénch com ponta de 4 mm de comprimento,
utilizando-se temperaturas entre -60°C e -80°Cuporperiodo de 30 segundos. Meia
hora ap6s o término da crioablacdo, a estimulalgioca era novamente realizada para
evidenciar a supressao da capacidade de inducké de zona tratada e a manutencéo
da resposta normal com inducdo de arritmia nooosftio. Caso, apds uma Unica
aplicacdo de frio, fosse ainda registrada uma staptpo bradi-taquicardica, nova
crioablacdo era realizada nessa regido para assegoéo capacidade de inducéo de FA.
Quando este objetivo era atingido, o torax eraddole o animal era encaminhado para
recuperacdo com manejo adequado da dor e profilatégciosa com antibibticos.
Quatro destes animais foram submetidos ao procetimerminal em 1 més e trés caes
em 2 meses (Crio pos-recente; n=7). Quatro out@ss cforam submetidos ao

procedimento terminal 4 meses apoés a crioablacdo fOs-tardio; n=4).
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No periodo pés-operatorio até a data do experontamtninal, todos os animais
foram submetidos, semanalmente, durante o peri@aegouso, a monitorizacdo

ambulatorial de 24h.

Experimento Terminal

Este procedimento consiste de cirurgia sob anasggsal com cloralose (25-
50mg/Kg dose ataque, suplementada com 25mg/Kg Idcedo com a necessidade),
entubacdo endotraqueal e ventilagdo mecéanica segaid toracotomia bilateral para
exposicao do coragcdo. Os nervos previamente esisidgadm novamente submetidos a
protocolo de estimulacéo conforme acima descritdard3 nervos mediastinais, na regiao
anterior e posterior da veia cava, foram tambémmtifieados e testados quanto a
capacidade de inducéo de FA.

Para testar a integridade da funcdo autonomiearf@stimulados o vago cervical
a direita e a esquerda, estimulacdo supra-maxiraagénglios estrelados a direita e a
esquerda. A ativacdo do plexo ganglionado atrigitdi (PGAD) foi testada por meio de
infusdo nicotina (Jug/ml) na coronaria direita.

Respostas Cardiacas a Ativacédo do SNIC

Os efeitos da ativacdo do SNIC no miocéardio atgalventricular e suas
modificacbes decorrentes da crioablacdo localiZzadan determinados pela habilidade
de induzir taquiarritmias atriais com a estimulag&ososa mediastinal. Os efeitos no no
sinusal foram medidos pela maxima resposta brati@@rsecundaria a estimulacdo

neural antes do aparecimento de taquiarritmialafi@aos efeitos no né atrioventricular
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foram medidos pela maxima resposta ventricularrdaras episodios de FA induzida por

estimulagéo do ICNS.
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Anadlise Estatistica:

As variaveis categoricas sdo expressas como nlatsa@uto e percentagem, o
teste Chi quadrado foi utilizado quando necess&aros continuos foram expressos
como média = erro padrdo da meédia e analisados tesie t. Para variaveis ndo
parameétricas foi utilizado o teste de Willcoxon-Mawhitney. A analise de variancias
(ANOVA) foi utilizada para comparacdes envolvendaisrde dois grupos. Por sua vez, a
analise pos-hoc foi feita com uso do teste de @tudewan-Keuls para comparacdes
pareadas. O erro alfa foi delimitado como 5% e tdet80%. Por fim, o banco de dados e
calculos estatisticos foram realizados utilizangiwagrama MedCalc(r) V.7.3.

Primeiramente os dados foram analisados pela cagga de todos os animais
do grupo controle contra todos em que a crioablégicealizada, acrescentando-se a
analise entre os grupos controle, Crio pés-recei@do pds-tardia. Os animais em que o
experimento terminal foi realizado entre um e doisses ap0s a crioablacdo foram
agrupados no grupo Crio pés-recente em decorrélecauséncia de diferenca entre os

resultados nos tempos de seguimento pds-operatorio.
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Resultados:
A tabela 1 demonstra as caracteristicas de cdmaaco

Tabela 1- Caracteristicas dos animais em estudo

Cobia Grupo/ Tempo no Expt.Terminal Expt.Terminal No. de
(Sexo/Peso Kg)  Expt. Terminal No. sitios No. de sitios que induziram  episodios de FA
(meses) estimulados FA (%)
A (M/27) ABL/ 2 10 1 (10%) 1
B (F/30) ABL/2 10 1 (10%) 1
C (F/34) ABL/4 9 5 (56%) 5
D (F/37) ABL/4 7 3 (43%) 7
E (F/32) ABL/1 10 1 (10%) 3
F (F/32) ABL/1 9 1 (11%) 4
G (F/32) Cont/1 4 4 (100%) 5
H (M/29) Cont/2 5 4 (80%) 5
I (M/24) Cont/1 4 4 (100%) 4
J (M/33) Cont/2 6 5 (83%) 5
K(M/26) ABL/2 5 0 (0%) 0
L (M/26) ABL/4 8 5 (62%) 10
M (F/30) ABL/4 7 4 (57%) 4
N (F/30) ABL/1 8 6 (75%) 8
O (M/27) ABL/1 7 2 (28%) 5

ABL = crioablacao; cont.=controle; Expt.= experima&to; M=masculino; F=feminino

Capacidade de Inducao da Fibrilacéo Atrial:

N&o foi possivel induzir FA no sitio selecionadoapa aplicacéo de crio energia
em todos os animais que foram submetidos ao proesdd durante a cirurgia inicial.

A FA no experimento terminal foi induzida em tod®scéaes controles (n=4). No

grupo crioablacéo, a FA permaneceu ndo induzivébcal que foi alvo da terapia com
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lesdo térmica. Contudo, a FA permaneceu induzivebatros feixes nervosos que nao

foram selecionados para a crioablacdo em 10 deifriass.

100

% de sitios com capadicade de inducdo de FA

Controle Crio p6s-recente Crio pés-tardio

Figura 3- Porcentagem de sitios com capacidade de inducBé @pos ablacdo de um Unico feixe nervoso sc
veia cava. ANOVA: F: 17.76; P<0.001, Student-NewsKauls para comparacdes pareadas com P<0.05
controle ocntra ambos grupos experimentais, benoetre os grupos experimentais.

No grupo controle, a FA foi induzida por estingdla neural em 91% dos sitios
testados no experimento terminal, mas isto oca@mnewapenas 33% dos sitios em que foi
realizada crioablacao (diferenca 57.8; 1C95%:2783-8,P=0,0011). A figura 3 mostra a
estratificacdo do grupo crioablacdo em Crio pésater e Crio pés-tardio.
Comparativamente ao grupo controle, a estimulagiwah foi capaz de induzir FA em
21% dos sitios no grupo Crio pés-recente (P<0,08ne54% dos sitios no grupo Crio

pos-tardio (P<0.05).
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Figura 4- Niumero de salvas detesulos necessarios para indu¢do de FA no gruptratencomparativamente aque
submetidos a crio-ablagéo e testados eé2mieses (Crio Recente) e em 4 meses (Crio TarlldQVA: F: 6.43; P=0.00:
Student-Newman-Keuls para comparagdes pareada69géra ambos o controle e Crio Tardio contra BecenteNac

houve diferenca entre o grupo controle e Crio Tardi

Foi verificada, também, diferenca no nimero devasalde estimulo elétrico
necessarias para a obtencdo de FA. Como demonsteatigura 4, foi necessario um
maior numero de estimulos para inducdo de FA npaogi@rio pds-recente quando
comparado com controle (P<0,05). Todavia, estervatornou ao estado basal no grupo

Crio tardia.

Resposta Bradicardica Neuralmente Induzida antesallnicio da FA:
Foi definido, como resposta bradicardica maximasardo inicio da arritmia

atrial, o intervalo de tempo (milissegundos) eutnes eletrogramas atriais (intervalo A-
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A) imediatamente anteriores a primeira ectopiaaiah pela estimulacdo. A diferenca
entre essa medida e o intervalo A-A anterior acionda estimulacdo foi considerada
como a resposta bradicardica neuralmente induzida.

A resposta bradicérdica foi menor no grupo de aisiraubmetidos a crioablagcéo
comparativamente aos controles (38msec versos &8Ms®,03). A figura 5 demonstra
a diferenca existente entre o grupo controle eupa@r crioablacdo estratificados pelo
tempo de seguimento (recente e tardio). Foi enadatuma significante diminuicdo na
resposta bradicardica nos cées Crio poés-recenteparativamente aos controles
(P<0,05). Nos cdes novamente operados apos 4 mes@socedimento inicial, foi
abolido o efeito na supressao da resposta bradiearsendo o resultado semelhante ao

do grupo controle.
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Figura 5- Resposta bradicardica maxima antes do inicio dpdfAndudo neuratos grupos Controle, Crio Recen
Crio Tardia. ANOVA F: 4.6, P=0.014. Student-Newnéauls para comparacdes pareadas dex®.05 par
diferenca na modificacdo no intervaloAAantes do inicio da FA de 12mseg Crio Recente, sggmControle

59mseg Crio tardia. Nao houve diferenca entre @sidbmos grupos

Resposta Ventricular durante os Episadios de FA nealmente induzida:

A frequéncia ventricular maxima durante os epie®die FA foi maior no grupo
controle (272+21bpm) em relacdo aos animais subdowta crioablagdo de um unico
ramo eferente vagossimpatico (244+44bpm; P=0.043aKliferenca foi decorrente de
uma diminuicdo da frequéncia cardiaca durante s0dm de arritmia no grupo Crio

tardia (P<0,05), a qual ndo foi verificada no gr@io pos-recente (figura 6).
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Figure 6- Frequéncia ventricular maxima durante FA neuralméntuzida. ANOVA F: 8.8
P<0.001 Student-Newmarkkeuls para analises pareadas com P<0.05 para rdjterentre Grug

Controlee Crio recente contra Crio tarcN&o houve diferenga entre os dois primeiros gr

Duracédo dos episodios de FA induzida por estimulag do ICNS:

Os episédios de FA foram mais longos no grupo rot(80 segundos)
comparativamente aos animais submetidos a cricabléts segundos; P=0.0008). A
figura 7 demonstra a andlise comparativa dos grgpatrole , Crio pos-recente e Crio
pos-tardio. Os episodios de FA tiveram mais cutegho no grupo Crio pos-tardio,

porém em ambos 0s grupos de intervencdo houvdisagia estatistica (P<0.05).
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Figura 7 -Dura@o dos episédios de FA por inducéo neural nosetdifes grupos do experimento. ANOV/
6.3, P= 0.003. Student-Newm&ruls para analise pareadas mostrou uma diferegpdicativa (P<0.0&

entre o gurpo Controle contra ambos grupos subpeeticrio-ablagéao.

Integridade dos Feixes Vagossimpaticos:

Em todos os animais, as respostas vagais (brddicsignificativa com ou sem
blogueio atrioventricular ou assistolia) foram alia€as com estimulagéo do nervo vago
a esquerda e a direita. A estimulacdo direta dogligd estrelados desencadeou uma
resposta taquicardica em todas as cobaias. A mfdsaicotina na coronaria direita, que

supre o plexo ganglionado atrial, levou a resposadicardica seguida de taquicardia.

Discussao:

No presente estudo, como em outros (8,13,16), disiida, de maneira

reprodutivel, a inducdo de taquiarritmias atriat pstimulacdo elétrica direta sobre



83

pequenos ramos nervosos vagossimpaticos que parcarrsuperficie anterior da veia
cava de céaes. Isso ocorreu através de estimuldé@iwae durante o periodo refratario
atrial de maneira a evitar uma estimulacdo musatidal direta. Armour et al (17)
demonstraram que a aplicacdo de crioenergia competaturas ao redor de 0°C naqueles
feixes nervosos tornaram inefetiva a inducéo dévaas no foco resfriado. Neste estudo,
apos a crioablacdo daqueles mesmos feixes comlizagdio de temperaturas mais
negativas (-60°C), eliminou-se a habilidade de ¢gddude FA na zona que foi submetida
a crioablacéo.

Os efeitos da crioablacdo de um unico feixe nervoes animais experimentais,
levaram a uma desorganizagdo na hierarquia fudcdmaSNIC. Em contraste com
espécies inferiores de animais, a arquitetura malrde mamiferos ndo é apenas um
conjunto de neurdnios conectados serialmente (1),8mas sim uma rede organizada
com diversas interconexodes, ficando claro por ndeiguele experimento que a fungéo
normal da rede neural pode ser alterada por meionmtde pequena lesdo em um Unico
feixe nervoso. Esta perturbacdo fica evidenciadampeio das diferentes respostas a
estimulacdo neural nos sitios ndo selecionados gerablacdo nos animais que foram

submetidos a crioablagao.

Capacidade de inducgéao de FA:

No experimento terminal, a FA permaneceu induzéreltodos os animais do
grupo controle e em 10/11 daqueles que foram sudosed crioablacdo. Em um dos
cdes ndo foi possivel induzir FA em nenhum sitiosap crioablacdo. Contudo, a

proporcdo de sitios testados em que a estimulag@@lnpermaneceu capaz de induzir
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FA foi menor nos animais submetidos a crioablag@alizada. Isto provavelmente
ocorre devido a um efeito de nocaute do SNIC semimch lesdo de um de seus
componentes, o0 qual é dependente do tempo e tedida@ralir com seguimento, porém
ndo é completamente revertido em periodo de olbg@vanaior (4meses) apos a
crioablacéo.

O numero de salvas de estimulos elétricos nedesgzara a inducdo de FA foi
diferente entre os grupos, ficando mais evidengecdes re-intervidos precocemente (1-2
meses) apos a crioablacdo. No grupo Crio tardimédes pos-ablacdo), o numero de
estimulos necessarios para iniciar as taquiarrtreigoraventriculares foi semelhante ao
do grupo controle. Esta modificacdo na capacidaeleinitiacdo da FA pode ser
decorrente da dificuldade de recrutar uma respestgatica efetiva que leve ao
desencadeamento das ectopias necessarias paracrapato da fibrilacédo atrial.

Os efeitos, em longo prazo, sugerem uma reorgaiozaég estrutura funcional do
SNIC, com o retorno a um estado basal de capacidadmducdo como no grupo

controle.

Resposta bradicardica durante estimulacéo antes daoicio da FA:

Como ja demonstrado em outros estudos (20,21)]ag&@ibde componentes do
SNIC leva a uma supressdo do alentecimento daénetpi cardiaca, assim como a
inabilidade da inducédo da FA. No presente estudwadicardia antes dos episodios de
FA foi menor no grupo Crio poés-recente, isso pdaatente a uma diminuicdo no
induzimento de taquiarritmias atriais o que, pr@haente, representa uma importante

atenuacdo da resposta parassimpatica desencadedda eptimulacdo nervosa
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mediastinal. Nos animais operados em 4 meses,ito ei crioablacdo localizada ja se
mostrava atenuado. Esta observacdo sugere umatagitaem longo termo da resposta
neural com uma reorganizacao, tempo dependent\Ntd apos a crioablagéo.

Dados de outros autores(22), referente aos efeito®ngo prazo da desnervagao
vagal, demonstram que em 4 semanas apos a destseigdiva de plexos neuronais por
radiofreqiiéncia, a capacidade de induzir FA peaoarmmantida. Isto também ficou
evidenciado na populagédo estudada, porém com umeartamte diferenca no que diz
respeito a facilidade de induzir FA, bem como asataristicas da arritmia (duragéo e
frequiéncia ventricular maxima), sendo a diferemgamamente ligada ao momento do
experimento terminal em relacéo ao procedimentrridablacao.

Os experimentos em modelo canino, (23) comparandstimulacdo de plexos
neuronais em veias pulmonares e seus efeitos &ie&pale norepinefrina e acetilcolina,
demonstraram efeitos similares nas caracteristidas potencial de acdo. Essas
modificacbes levam a um marcado encurtamento denpeti de acdo com o
aparecimento de pds-potenciais precoces. A dedtrudestes plexos com uso de
radiofreqiéncia manteve o induzimento de FA, poionge estimulacdo programada,
com salvas de alta freqiéncia (durante periodatéefo atrial) aplicadas na base de cada
uma das veias pulmonares. Também permaneceu iateesposta de induzimento de FA
guando a estimulacao foi realizada nos coxins gosthis proximos as veias pulmonares
superiores esquerda e direita. Dados de ablagcd®Adem humanos revelam que os
grupos de ganglios autondmicos, que circundam @ &squerdo, podem ser
efetivamente destruidos durante o procedimentozegi pelo endocéardio. A ablacéo

direcionada a esses elementos nervosos em paciemeBA vagalmente mediada ndo é
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suficiente para prevenir a inducgéo repetida danasigipor meio de estimulacéo atrial com
alta frequiéncia (22). Isso provavelmente significe durante procedimentos ablativos
para o tratamento desta arritmia, neste grupo #gmede pacientes, outros alvos devam
ser procurados e ndo meramente a ablagdo neutalfdgsia de ablacdo neural parece
ser um complemento de procedimentos envolvendeias pulmonares ndo devendo ser

utilizado de maneira solitaria para o tratament&Agor cateter.

Resposta Ventricular durante FA Neuralmente Induzida:

A resposta ventricular maxima durante a FA foisy@éevada nos grupos controle
e Crio pés-recente, comparativamente ao grupo @ode-tardio. A presenca de
taquicardia mais acentuada nos dois primeiros grppeece ser explicada pelo momento
(1 a 2 meses poés crioablacdo) em que o procedimentonal foi realizado naqueles
animais. Em ambos os grupos, a presenca de inferagaguda combinada com um
estado hiper-adrenérgico pds operatério pode taretado uma maior permissividade do
no atrioventricular durante a FA. Este aumentoGmus$ adrenérgico e o nocauteamento
da resposta parassimpatica ficam claramente deradostnos Holters de 24 horas, os
quais foram realizados nas primeiras 2 semana®geEratorias que evidenciaram uma
elevacdo na freqUéncia cardiaca média, tanto misobes como nos grupos intervengao

(Figura 8 no Apéndice).

Duracéo dos episodios de FA induzida por estimulag do ICNS:
Mesmo que a capacidade de induzir FA retorne caempo apos a crioablagcéo

localizada, constatou-se uma diminuicdo no tempauw@cdo desses episodios. Este
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efeito apresentou maior magnitude no grupo Crictpdtio. Tal observacéo pode indicar
um potencial beneficio clinico se esse tipo deagtspocorrer também em humanos que
foram submetidos a crioablagdo neuronal. Existe tetegdo direta entre a duracdo dos
episodios de FA e a formacgdo de trombos no inteldoétrio esquerdo (25), assim uma
duracdo menor da arritmia pode sugerir uma dim@wigo risco de tromboembolismo
apos a crioablacdo neuronal. Desta forma, aindde-pe valer de tal diminuicdo de
duracdo dos episoédios de FA secundaria a cricibllaralizada para tentar alterar a
progressdo desta patologia. Segundo o conceitaroemte aceito de que “FA gera
FA”(26) uma menor duracédo de FA talvez impeca @massado de episodios paroxisticos

para crbénico por retardo no remodelamento elé&idal.
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Conclusao:

Os resultados apurados sugerem que um dano &NIC, gerado por meio de
crioablacdo, acarreta um marcado efeito de nocae respostas autondémicas
desencadeantes de arritmias, evidenciado por isgnié diminuicAo da resposta
bradicardica e reducdo na habilidade de induzir gé& intermédio da estimulagao
elétrica programada do SNIC. As modificacbes, spéme, parecem ndo alterar as
respostas vagais descendentes do SNC e, muito penesfeitos da ativacdo simpatica
normal. Verifica-se que mesmo que ocorra uma regegpe parcial na capacidade de
inducdo de FA, a duracdo dos episddios parece distamuida no seguimento a longo
prazo. A recuperacao parcial sugere certa plaatieidia arquitetura funcional do SNIC.
O desafio deste tipo de terapia para o tratamenteAdsera o de determinar a extensao
das lesdes necessarias para a crioablacdo neurpleese diminua o impacto da FA em
longo prazo, sem resultar em dano a resposta cémicd e inotrOpica normais do

coracao.
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Abstract
Background: In canines, excessive activation of select medhaktierve inputs to the intrinsic

cardiac nervous system (ICNS) induces atrial fétidn (AF).

Objective: Since ablation of neural elements is proposed rasdjunct to circumferential
pulmonary vein ablation for AF, we investigated #ieort and long-term effects of mediastinal
nerve ablation on AF inducibility.

Methods: Under general anesthesia, in 11 dogs several SV@iast;al nerve sites were
identified that, when stimulated electrically duinhe atrial refractory period, reproducibly
initiated AF. Cryoablation of one nerve site wasrtiperformed and inducibility retested early
(2-2 months post Cryo; n=7) or late (4 months posfo; n=4). Four additional dogs that
underwent a sham procedure were retested 1 to thepost-surgery.

Results: Stimulation induced AF at 91% of nerve sites &@stecontrol versus 21% nerve sites
early and 54% late post-ablation (both P<0.05)08dly, fewer stimuli were required to induce
bradycardia in controls vs the Early Cryo groups ttapacity returned to normal values in the
Late Cryo group. AF episodes were longer in coniokhe Early or Late Cryo groups. Heart
rate responses to vagal or stellate ganglion séitimn, as well as to local nicotine infusion into
the right coronary artery, were similar in all gpsu

Conclusion: Focal damage to intrinsic cardiac neuronal inpatsses short-term stunning of
neuronal inducibility of AF without major loss ofverall adrenergic or cholinergic efferent
neuronal control. That recovery of AF inducibilipccurs rapidly post-surgery indicates the

plasticity of intrathoracic neuronal elements todbinjury.

Key words: atrial fibrillation, intrinsic cardiac nervousstgm, mediastinal nerves, cryoablation,
canine model
Glossary: AF —atrial fibrillation; ICNS — intrinsic cardiac nerus system: RAGP — right atrial

ganglionated plexus; SVC — superior vena cava
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Introduction

Atrial fibrillation (AF) is the most common arrhythia identified in daily clinical
practice. Its prevalence is increasing due to @ggihthe population and the occurrence of
degenerative cardiac diseasedhis arrhythmia can be classified in several waysording to
its: @) association with structural cardiac dise@sdvular versus non-valvular AF); b) duration
(paroxysmal, persistent or permanent); c) relatdbsecondary causes (hyperthyroidism, cardiac
surgery); and , d) neuronal inducibility (vagalsympathetic induced AE)

The goals of AF treatment are first prevention labtboembolism and second either
control of the ventricular response rate in AFloe establishment and subsequent maintenance
of sinus rhythm? To achieve the latter, we have available variansi-arrhythmic drugs,
electrical cardioversion and, more recently, swagar catheter based therapies. The latter target
either the substrate responsible for AF perpetoaf®.g. Maze procedure, linear catheter
ablation) or the trigger points that initiate therhgthmia (e.g. pulmonary vein
isolation/disconnection). Some authors also adeottee destruction of cardiac components of
the thoracic autonomic nervous system in the fheod paroxysmal * or even chronic AR”.

The potential role of neural mechanisms in AF ingluc has been demonstrated in a
canine experimental model by direct electricalvetton of para-cardiac vagosympathetic nerves
that lie over the superior vena cava (SVC) or pularg veins®®. These nerves input to the
intrinsic cardiac nervous system (ICNSY which is implicated in regional cardiac contrdis
such this represents the target organ nervousmsysté the neuronal hierarchy that includes
central as well as intrathoracic extracardiac camepts. Upon stimulation of nerve bundles

overlying the SVC, an initial vagal bradycardiapesse occurs that is followed by ectopic atrial
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depolarizations localized to the right atrial fneall, Bachmann bundle region and other atrial
regions. This atrial ectopy subsequently leadsRt" 4

Application of cryothermia is one electrophysiokagji procedure available to create
targeted endocardial lesions. The advantages afthmymia for ablation of a specific tissue
(cryoablation) over the standard use of heat ofofeetjuency ablation is that the former
produces less disruption of the endothelial surtaw consequently less thrombus formation at
the ablated site. Also, it produces a more homagen@nd delimited lesion. Once a region is
identified as an important target for ablation bgams of cryomapping, lower temperatures (-60°
to -80°C) can then by applied to achieve definitiigsue necrosis — i.e., long-term local
structural damage.

Given that excessive activation of the ICNS caruaedatrial fibrillation and since that
neural network displays redundancy of function, seeight to determine in a canine model of
neurally-induced AF whether localized cryoablatmina single mediastinal nerve input to the
ICNS would perturb the inducibility of AF, and ibswhether such an effect is time-dependent
(i.e., long lasting). Nerve bundles were targetather than ganglia because of the ease and
reproducibility of anatomic indentification. Thuthiese experiments were designed to advance
our understanding of not only the pathophysiologyeurally induced AF in order to guide the
development of new therapeutic approaches, buttalsetermine whether mediastinal neuronal

ablation does incur long-term, stable managemeneofonally induce AF.
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Methods

These experiments were performed in accordance widelines for animal
experimentation (World Medical Association - Amac Physiological Society, 2002) and
approved by the Animal Care Committee of the Ced&eBiomedicine of Hopital du Sacré-

Coeur de Montréal of the University of Montreal.

Initial procedure

Under intravenous anesthesia (midazolam 0.15mgixgprenorphine 0.02mg/kg,
propofol 7 mg/kg bolus+0.4 mg/kg/min), fifteen adedongrel dogs (33 +/- 3 kg) were intubated
and ventilated. Thereafter, a limited right-sidatercostal thoracotomy was performed using
aseptic technique. At least two mediastinal newere identified on the intrapericardial surface
of the SVC such that when electrical stimuli weepeaatedly delivered to these sites a
bradycardia response and subsequent atrial tattyyamia were consistently indudet .
Focal electrical stimulation was performed usingaan of 5 electrical stimuli (1-2 mA, 1 ms
duration; 5 ms pulse interval) delivered during #tieal refractory period. The beginning of the
stimulus train was timed 20-30 msec following depiaktion of the nearest atrial regions to
avoid direct atrial muscle capture. This was manata synchronized with each subsequent atrial
beat until the required response was achieved.u&ttian was interrupted immediately on the
appearance of any atrial arrhythmia. Once spontandéermination of the tachyarrhythmia
occurred, stimulation was reapplied to verify reprability of arrhythmia initiation. Initially, in

order to facilitate localization at the terminapeximent one to four months later of stimulation
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sites sutures were threaded superficially arourm guch nerve sites, one of which underwent
cryoablation (described below). In subsequent alsineaphotograph of the anatomy of ablated
and nonablated nerves was used as reference fterthmal experiments. Continuous records of
stimulation pulses, intracardiac electrograms, tlpeessure and surface EKG were obtained via
the software Spike2© (Cambridge Electronic 2007yufe 1 shows a example of stimulation
leading to atrial fibrillation.
We defined the maximal bradycardia response diicibefore the start of atrial

arrhythmia by measuring the time (in msec) betwikentwo last local atrial electrograms (A-A
interval) before the first ectopic beat arose. Theasurement was compared to the A-A interval

recorded just before the beginning of ICN stimalati

Animal Groups

Control Group (n=4) A sham procedure involving general anesthesiaaangdht-sided
thoracotomy was performed in 4 dogs. At least Ze®were identified on the SVC which when
stimulated induced atrial arrhythmias on repeansifition. The thorax was then closed and
residual air removed. The animals were allowetktmver with appropriate antibiotic and pain
management. Two of these dogs underwent termirmdrerentation one month and two dogs 2
months after the initial surgery and nerve idecsifion.

Cryoablation Group (n=11)In this group of animals, two mediastinal nesites were
identified which, when repeatedly stimulated induéd-. Thereafter, cryothermia (-60 to -80°C
for 30s) was applied to one of these nerve sitegyus Cryocath 7F catheter with a 4 mm-length
tip. Thirty minutes after cryoablation, electricaimuli were re-applied to these two nerve sites t

verify that the bradycardia-tachyarrhythmia resgoremained inducible at the non-ablated sites



100

but not at the ablated site. Once non-inducibdityhe ablated site was confirmed, the thorax was
closed in layers and, following removing of residaia from the thoracic cavity, the animals were
allowed to recover with appropriate antibiotic gradn management.

Of these 11 animals, four underwent the termingleeiental protocol at 1 month and
three at 2 months (Early Cryo; n=7) post-surgemnpther 4 animals underwent the terminal

experiment at 4 months following cryoablation (L&tey0).

Terminal experiment:

Terminal experiments were performed under anesth@sillowing sedation) using
choloralose (25-50 mg/kg IV bolus supplemented ®img/kg IV as required). Animals were
intubated and ventilated; the heart was exposeditjir a bilateral thoracotomy. The stimulation
protocol described above was repeated at the tes greviously identified at the initial surgery.
In addition, other mediastinal nerves on the aoteand posterior surface of the SVC were
visually identified and stimulated, as describedvabbut using also a larger electrical current (3-
5mA), to test AF inducibility in these other nonkatied mediastinal nerves.

Assessment of the integrity of autonomic neurautapo the intrinsic cardiac nervous
system was performed by applying supramaximal ebettstimuli individually to the right and
left cervical vagosympathetic trunks as well as fiight and left stellate ganglia. Thereafter,
neurons in the right atrial ganglionated plexus G were preferentially activated by local
administration of nicotine (jug/ml) into their arterial blood supply (via a catreplaced in the

right coronary artery).

Cardiac Responses to ICNS activation
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The effects of ICNS activation on the atrial mywitam and its modification by localized
cryoablation were determined by the ability of nastinal nerve inputs to the ICNS to induce
atrial tachyarrhythmia. This was done by assesgiagffects of mediastinal nerve stimulation
on sinus node function as measured by the maximadybardia response elicited by nerve
stimulation before the onset of atrial arrhythmiBise effects of mediastinal nerve stimulation on
the atrioventricular nodal function was also assgdsy monitoring the maximal ventricular

response rate during episodes of ICNS-induced AF.

Statistical Analysis

Categorical variables are expressed as absolutberuamd percentage. Chi square tests
were employed where appropriate. Continuous data @epressed as mean + standard error of
the mean as analyzed with either the Student'sttde for non-parametric values, with the
Willcoxon-Mann-Whitney test. Analysis of varianc®NOVA) was used for comparison among
data obtained from more than two groups. Post dmalysis was done using the Student-
Newman-Keuls test for all pairwise comparisons. dsumed an alpha error of 5% and a beta of
80%. The data bank statistical calculations angligawere performed using the software
MedCalc® V.7.3. Experimental data were analyzest fiy comparing all control data versus
data obtained from all animals in which cryoablatias performed. Subsequently, the control
group was compared to the Early and Late Cryo groupAnimals in the one or two months
post-ablation studies were grouped as Early Crytbexre no difference in results was obtained at

those times.
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Results

Table 1 lists the characteristics identified foctea@xperimental animal as well as the
number of AF episodes induced by mediastinal nstiwaulation. Figure 2 shows a schematic

representation of the anatomy of the ablated andahdated sites in each animal.

Inducibility of Atrial fibrillation - overview. During the terminal experiment, neural
stimulation induced AF in all control dogs (n=4). In all the animals that underwent
cryoablation, AF was no longer inducible by stintida an ablated site following application of
cryothermia at the initial surgical interventioffhus,in those animals in which a neural site was
cryoablated, AF remained uninducible at that stia the other hand, in 10 of the 11 animals AF

was induced when other (non-treated) nerve sites stanulated.

Inducibility of Atrial fibrillation - details. In the control group, AF was inducible at 91%
of nerve sites at which focal electrical stimulire@pplied during the terminal experiments. In
the cryoablation group, neural stimulation elicitddc at only 33% of nerve sites tested
(Difference: 57.8., 95%CI: 27.8 to 87.8, P=0.0011figure 3 illustrates data showing the
stratification of data obtained from both cryoaldlatgroups as separated into the Early and Late
Cryo groups. Comparing with control group data, w&s induced on stimulation of only 21 %
of nerve sites tested in the Early Cryo group (BSPversus 54% of nerve sites tested in the

Late Cryo group (P<0.05).
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Differences were also identified among groups wtmmnparing the number of bursts of
electrical stimuli required to successfully inigaaF. A greater number of trains of electrical
stimuli were required to induce AF in the Early €ryroup compared to the control group (Fig.

4A). These stimuli numbers returned toward baselglues in the Late Cryo group.

Neurally induced bradycardia initiated before the mset of AF. The maximal
bradycardia response (A-A interval) induced befibre first atrial ectopic beat was shorter in
animals which had previously undergone localizedralecryoablation compared to the control
group (38 msec vs 85msec; p=0.03). Figure 4B coespthe control group against dogs
stratified by time (Early and Late) following crydation. This bradycardia response was
reduced significantly early following cryoablati@empared to control animals (p<0.05); lesser

(nonsignificant) bradycardiac modification was it#ed at 4 months post-cryoablation.

Ventricular rate during induced AF. The maximal ventricular response rate during
ICNS stimulation-induced AF was higher in the Cohgroup (27221 bpm) than in the entire
group that underwent cryoablation (2444 bpm; P =0.01). Comparing the Early and Late
Cryo groups, a significantly lower maximal venttenuresponse rate was elicited during AF in

the Late (P<0.05), but not in the Early Cryo grocgmpared to control animals (Fig. 4C).

Duration of neurally induced AF. Episodes of neurally induced AF lasted longer in
control animals (8&114 sec) compared with those that underwent cigtiah (16+4 sec;

P=0.0008), with the greater effect occurring inltlée Cryo group. (Fig. 4D)
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Integrity of parasympathetic and sympathetic efferat neuronal inputs to the ICNS.
Responses to vagal (marked bradycardia with orowitbAV block or transient asystole) or
stellate ganglion stimulation (tachycardia) wermikir in all groups. In accord with that,
responses elicited by local nicotine infusion itite right coronary artery supplying the right
atrial ganglionated plexus (initial bradycardialdeled by tachycardia) were similar in all

groups.
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Discussion

$131% \we were able to consistently induce atrial

In our study, as in other
tachyarrhythmias by direct electrical stimulatioh reerve bundles arising from the thoracic
vagosympathetic trunk that runs over the ventreiase of the SVC in dogs. This was achieved
by applying stimuli during the atrial refractoryrfmel so as to avoid direct muscle capture.
Armour et al’ have previously demonstrated that the delivergrgbthermia (at temperatures
around 0°C) to these nerve bundles rendered thgthmias non-inducible on stimulation of the
cooled focus. After cryoablation of these vago-ggthetic nerve bundles using a lower
temperature of —60°C, we demonstrated persistiemnation of the ability of the ablated neural
site to induce atrial arrhythmias when stimulated.

The effects of cryoablation on a single nerve bendlour experimental animals led to
disruption of ICNS function. In contrast to lowaamimals, the neuronal hierarchy in mammals is
not arranged in a simple serial fasHibii*® Instead, it consists of interconnected networfks o
neurons. We were able to demonstrate that the aldiunction of these networks could be
disrupted by the destruction of a single nerve bainBvidence for such a functional disruption

was provided by the alteration of the tachyarrhyghresponse elicited by neural stimulation of

non-ablated sites, even following cryoablation mdther small mediastinal nerve.

Inducibility of Atrial fibrillation: At the terminal experiment, AF was still inducilie
all control animals and in 10/11 animals that hadargone cryoablation of a single neural site

when other sites were stimulated. In one dog weswet able to induce AF post-cryoablation by
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stimulation of any mediastinal nerve, including geahat were not previously ablated, nor at
sites located cranial, caudal, medial or latévalhe ablated site. Thus, overall ablation did
obtund the capacity of a small mediastinal neovimduce atrial arrhythmias when stimulated at
the same site that had produced arrhythmias pegiabl

Although AF was still inducible in most animalsgetproportion of sites tested at which
neural stimulation remained capable of inducing Ww&s lower in animals post cryoablation.
This is likely due to a stunning effect on the IC&t such an injury might induce as a result of
damage to one of its inputs. However, this effea$ Wwme-dependent in as much as it diminished
with time though it was not completely reverseddaing cryoablation with longer observation
times (i.e., 4 months). These data imply that feihnervation had not occurred by 4 months
following local mediastinal nerve cryoablation.

There was also a difference identified in the numifestimulation bursts required to
initiate a tachyarrhythmia response post-ablatidrhis was most evident early (1-2 months)
following cryoablation. In the Late Cryo group (donths post ablation), the number of stimuli
bursts needed to induce atrial tachyarrhythmiarnetlito baseline. The early change may reflect
difficulty in recruiting a significant sympatheti@sponse involved in initiating atrial ectopy
responsible for the onset of atrial tachyarrhythniiathe longer-term, the decreased stimulation
requirement identified may reflect a re-organizatad the ICNS over time such that its response

characteristics were capable of returning to basdlinction.

The bradycardia response_elicitedbefore the beginning of AFcan be modified by

ablation of ICNS componerif&’ In our study, the bradycardia elicited before #Afe episode

was less marked in the Early Cryo group, paraketime decrease in inducibility of the atrial
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tachyarrhythmia. This change probably represemtsingpairment in the parasympathetic
component involved in mediastinal nerve stimulatiofhe effect of localized cryoablation on
this bradycardiac response was significantly atitgdl in animals studied 4 months post-
ablation. This return toward baseline values likalgo represents a long-term adaption to
localized damage and reorganization of the ICNS$luding resprouting of parasympathetic
efferent axons.

Data from other authofSon the long-term effects of vagal denervation stbat at 4
weeks post destruction of selected neuronal plgxirddiofrequency, AF is still inducible.
Although this was also true in our study, a majiffiecence remains in that in our animals the
ease of inducibility and characteristics of AF @hion and maximal ventricular response rate)
differed over time post-cryoablation since theydyialy returned towards baseline values with
time.

Data from experiments using canine models comparulgnonary vein neuronal plexus
stimulation to activation via acetylcholine and enephrine show similar effects on action
potential characteristits These can be characterized as marked shortehimyocyte action
potential durations and the appearance of earlgrddpolarizations. When the mediastinal
neuronal sites were destroyed with radiofrequenaat@an in this study, AF could still be
induced by stimulating other (distal) loci suchtls base of each pulmonary vein distal to the
ablated ganglia with trains of high frequency stintoupled to each atrial paced beat so as to
fall within the refractory period to achieve logarve stimulation without atrial excitation. In
addition, AF could be induced by applying electrisemuli over epicardial fat containing the

ganglionated plexus near the right superior artcsigierior pulmonary veif$
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A recent study in patients with AF showed that autonomic ganglia surrounding the lef
atrium can be ablated from an atrial endocardipf@gch. However, in a subset of these patients
with vagally-mediated AF, ablation of these newtdments (as well as the subtending atrial
muscle) was not found to be sufficient to preveminduction of AF with high-frequency left
atrial endocardial stimulation. These data algggeat that remodelling of the intrinsic cardiac

nervous system can arise post local ablation.

Heart rate response during induced AF:In animals studied 4 months following
localized neural cryoablation, the maximal venigulresponse rate identified during induced
episodes of AF was lower that those identified oantool dogs, as well as when compared with
the early ablated group (1-2 months following ciyl@aéion). The rapid ventricular response in
both the control animals and Early Cryo group mayekplained by the delay encountered in the
final experiment group (i.e., whether studied oméwo months following initial surgery). In
such animals, presumably there was an ongoing stdatlammatory process that, combined
with a hyperadrenergic postoperative state, mayifyndte atrioventricular nodal functional
response to AF This increase in the adrenergic drive and dimirdsharasympathetic activity
was also demonstrated by the increase in mean ftag¢arduring the first two weeks after surgery
in control and experimental groups (as determingdvbekly post-operative serial heart rate

recordings at rest) .

Duration of AF induced by ICNS stimulation. Although inducibility of AF recovered
with time following localized cryoablation, thereasra demonstrable reduction in the duration of

the induced episodes of AF. This effect was gstaie the Late Cryo group. Such an
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observation could indicate the presence of sigaificclinical benefit following localized
neuronal cryoablation, if the same type of respooseurs in humans following neuronal
cryoablation. As there is a direct correlation be#w duration of AF and the formation of
thrombus inside the left atriudT, shorter episodes of AF may suggest a diminished of
thromboembolism following neuronal cryoablationrthermore, since it is commonly accepted
that “AF begets AF®, shortening of such episodes could also decrdaselilkelihood of

progression to chronic AF secondary to atrial elegkremodelling.

Conclusions. These results suggest that focal damage to ICNStsnacutely

attenuates any bradycardia responses and redheesnducibility of AF provoked by
destabilization of the ICNS. This occurs in thegance of preserved descending vagal and
sympathetic efferent neuronal inputs to the he&ecovery of inducibility with time indicates
the plasticity of the ICNS in response to injurypespite recovery of inducibility, AF duration
remains significantly reduced on long term follap. The challenge in this approach to AF
therapy will be to determine the optimum extentetironal ablation required to significantly
diminish the burden of AF in the long term withdaotpairing normal cardiac inotropic and

chronotropic responses.
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Figure Legends:

Figure 1- AF induction . The black stars are pointing to ttveo bursts of electrical
stimulation(each burst consisting of 5 electricangli 1-5 mA, 1 ms duration; 5 ms pulse
interval, delivered on the atrial refractory peigust before the first ectopic beat (large arrow)

that leads to AF. EGM= eletrogram; BP=blood pressur

Figure 2- Schematic representation of the right atrium (R&)d the intrapericardial portion of
the superior vena cavae (SVC) showing the placeevbeyoablation was done in each animal
(grey circle). Letter “A” to “J” are the selectesites tested for AF induction in the terminal

experiment. FP=fat pad; TS= terminal sulcus; RAgktiatrial appendage.

Figure 3- Percentage of sites with stimulation induced AEbntrol animals and Early and Late
Cryo Groups following cryoablation of a single stpevena cava nerve site. ANOVA F-ratio:
17.76; significance level of P<0.001, Student-NewsKauls test for all pairwise comparisons
found a P<0.05 for Control versus either experiralegtoup, as well as between Early and Late

Cryo groups.

Figure 4 A:Number of stimuli trains needed to induce AF ANOVA F-ratio: 6.43; P=0.003,
B:Maximal bradycardic response before ICNS inducedAF. ANOVA. F-ratio:4.6, P=0.014,
C:Maximal heart rate during ICNS induced AF. ANOVA F-ratio:8.88, P<0.001. D:

Duration _of ICNS stimulation_induced AF. ANOVA F-ratio:6.3, P=0.003. All pairwise

comparisons were performed using Student-Newmariskest. Values shown are MeanzS.E.
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Figure 1- AF induction . The black stars are pointing to tweo bursts of electrical
stimulation(each burst consisting of 5 electridahali 1-2 mA, 1 ms duration; 5 ms pulse
interval, delivered during the atrial refractomripd) just before the first ectopic beat (large
arrow) that leads to AF. EGM= eletrogram; BP=bl@oessure.
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A Early Cryo B Early Cryo C Late Cryo D Late Cryo E Early Cryo F Early Cryo

M Late Cryo N Early Cryo O Early Cryo

Control Group

Figure 2- Schematic representation of the right atrium (R#&)d the intrapericardial portion of
the superior vena cavae (SVC) showing the placeaevbeyoablation was done in each animal
(grey circle). Letter “A” to “J” are the selectesites tested for AF induction in the terminal

experiment. FP=fat pad; TS= terminal sulcus; RAgktiatrial appendage.
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Figure 3- Percentage of sites with stimulation induced AEEbntrol animals and Early and Late
Cryo Groups following cryoablation of a single stpevena cava nerve site. ANOVA F-ratio:
17.76; significance level of P<0.001, Student-NewsAzuls test for all pairwise comparisons
found a P<0.05 for Control versus either experiralegtoup, as well as between Early and Late
Cryo groups.
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Figure 4- A:\Number of stimuli trains needed to induce AF ANOVA F-ratio: 6.43; P=0.003,
B:Maximal bradycardic response before ICNS inducedAF. ANOVA. F-ratio:4.6, P=0.014,

C:Maximal heart rate during ICNS induced AF. ANOVA F-ratio:8.88, P<0.001. D:

Duration of ICNS stimulation induced AF. ANOVA F-ratio:6.3,

P=0.003. All pairwise

comparisons were performed using Student-Newmariskest. Values shown are MeanzS.E.



118

Table 1- Characteristics of animals used in the stly.

Subject Group/ Expt. Terminal Expt. Terminal Expt. No. of AF episodes

(Gender/Wgt-Kg) Month No. of stimulated No. of sites with

sites AF inducible (%)
A (M/27) Abl/ 2 10 1 (10%) 1
B (F/30) Abl/2 10 1 (10%) 1
C (F/34) Abl/4 9 5 (56%) 5
D (F/37) Abl/4 7 3 (43%) 7
E (F/32) Abl/1 10 1 (10%) 3
F (F/32) Abl/1 9 1 (11%) 4
G (F/32) Cont/1 4 4 (100%) 5
H (M/29) Cont/2 5 4 (80%) 5
1 (M/24) Cont/1 4 4 (100%) 4
J (M/33) Cont/2 6 5 (83%) 5
K(M/26) Abl/2 5 0 (0%) 0
L (M/26) Abl/4 8 5 (62%) 10
M (F/30) Abl/4 7 4 (57%) 4
N (F/30) Abl/1 8 6 (75%)
O (M/27) Abl/1 7 2 (28%) 5

F=female, M=male,
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