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RESUMO

A fibrilacéo atrial (FA) € a arritmia sustentada mais comum na prética clinica. Além
de sua importancia epidemiologica, a FA é destacada por suas repercussdes
incluindo fendmenos tromboembdlicos, hospitalizacbes e alta taxa de
morbimortalidade. Seu mecanismo fisiopatolégico é complexo, envolvendo uma
associacao de fatores hemodinamicos, estruturais, eletrofisiolégicos e autondmicos
e sendo conhecido por incluir fiborose. Como possivel biomarcador, a Galectina-3
(Gal-3) uma lectina de ligagao a B-galactosidase, foi descrita como um mediador de
fibrose cardiaca e aparece elevada em algumas cardiopatias. Os biomarcadores
podem ser uteis para melhorar a precisdo da avaliagdo clinica, dentre eles, os
polimorfismos descritos na literatura que envolve o processo fisiopatologico da FA
como, CAV1, HCN4 e KCNN3, além do LGALS3 envolvido no processo fibrético.
Existem alguns parametros eletrocardiograficos bem estabelecidos, mas poucos
marcadores soroldgicos, genéticos e ecocardiograficos definidos para fibrose atrial e
FA. Assim o objetivo desse estudo foi verificar a associagdo entre 0s niveis séricos e
expressao génica da Gal-3, a presenca de polimorfismos em genes envolvidos no
processo fibrotico e canais ibnicos com os parametros ecocardiograficos sugestivos
de fibrose atrial. Para isso, foi realizado um estudo do tipo corte transversal, com
comparacao de grupos e foram incluidos 206 pacientes com FA permanente e 70
com FA paroxistica. Os SNPs rs4652 e 4644 do gene LGALS3, bem como genes
envolvidos com os canais ibnicos foram estudados usando o sistema de PCR em
tempo real TagMan. Os niveis séricos de GAL-3 foram medidos por ELISA e foi
realizado ecocardiograma speckle-tracking (EST). Os valores estatisticos foram
significantes quando p<0,05. Como resultados, os individuos com FA permanente

apresentaram média de idade de 66.56+12 anos (50.5%) e eram do sexo masculino.



Os parametros ecocardiograficos no grupo FA permanente quando comparados ao
grupo FA paroxistica apresentaram significAncia estatistica, diametro de atrio
esquerdo (AE) (p=0.007), volume de AE (p=0.02) e volume indexado pela superficie
corporea (p=0.04), além do strain longitudinal de atrio esquerdo (SLAE) (p=0.002).
N&o houve associacdo entre os gendtipos dos genes HCN4, KCNN3, CAV1 e
LGALS3 dos SNPs rs4652 e rs4644 e o tipo de FA. A expressao de mRNA da Gal-3,
guando comparada entre os tipos de FA ndo apresentou associagdo. O grupo FA
permanente teve correlagdo com niveis séricos de Gal-3 quando comparado ao
SLAE (r=0.24; p=0.01). Nesse estudo o diametro de AE, volume de AE, volume de
AE/superficie corporea e o strain longitudinal de AE tiveram associacdo quando
comparados entre os grupos de FA permanente e paroxistica. O EST pode ser
usado para avaliar a fibrose atrial como marcador de remodelacdo e para detectar
disfuncéo precoce do AE mesmo antes das alteragdes estruturais. A distribuicdo das
frequéncias alélicas, genotipicas e dos haploétipos do polimorfismo LGALS3 rs4652 e
rs4644 ndo apresentou variacdo estatistica, o que sugere que estes SNPs nédo

possuem associacao com as formas clinicas da FA (permanente e paroxistica).

Palavras-chave: Fibrilacdo Atrial; Fibrose Atrial; Galectina-3; Polimorfismo Genético;

Ecocardiograma Speckle-Tracking.



ABSTRACT

Atrial fibrillation (AF) is the most common sustained arrhythmia in clinical
practice, in addition to its epidemiological importance; AF is highlighted by its clinical
repercussions, including thromboembolic phenomena, hospitalizations and higher
mortality rate. Its pathophysiological mechanism is complex, involving an association
of hemodynamic, structural, electrophysiological and autonomic factors and being
known include fibrosis. As a possible biomarker, Galectin-3 (Gal-3), a pB-
galactosidase binding lectin, has been described as a mediator of cardiac fibrosis
and appears elevated in some heart diseases. In clinical practice, biomarkers can be
useful to improve the accuracy of clinical assessment, among them, the
polymorphisms described in the literature that involve the pathophysiological process
of AF such as CAV1, HCN4 and KCNN3, in addition to LGALS3 involved in the
fibrotic process. There are some established electrocardiographic parameters, but
few defined serological, genetic and echocardiographic markers for atrial fibrosis and
AF. The objective of the study was to verify the association between serum levels
and gene expression of Gal-3, the presence of polymorphisms in genes involved in
the fibrotic process and ion channels with echocardiographic parameters suggestive
of atrial fibrosis. The study included 206 patients with permanent AF and 70 with
paroxysmal AF. The rs4652 and 4644 SNPs of the LGALS3 gene, as well as genes
involved with ion channels were studied using the TagMan real-time PCR system.
Serum GAL-3 levels were measured by ELISA and speckle-tracking
echocardiography (STE) was performed. Statistical values were significant when
p<0.05. As a result, individuals with permanent AF had a mean age of 66.56+12
years, 50.5% were mostly male. As for the echocardiographic parameters in the
permanent AF group when compared to the paroxysmal AF group, they showed
statistical significance, left atrial (LA) diameter (p=0.007), LA volume (p=0.02) and
volume indexed by body surface (p=0.04), in addition to left atrial longitudinal strain
(SLAE) values (p=0.002). There was no association between the genotypes of genes
HCN4, KCNN3, CAV1 and LGALS3 of SNPs rs4652 and rs4644 and the type of AF.
The expression of Gal-3 mRNA, when compared between the types of AF, was not
associated, the permanent AF group had a correlation with serum levels of Gal-3
when compared to SLAE (r=0.24; p=0.01). In this study, LA diameter, LA volume, LA

volume/body surface and LA longitudinal strain were associated when compared



between the permanent and paroxysmal AF groups. STE can be used to assess
atrial fibrosis and serves as a marker of LA remodeling to detect early LA dysfunction
even before structural changes in the left atrium. The distribution of allelic, genotypic
and haplotype frequencies of the LGALS3 rs4652 and rs4644 polymorphism did not
show statistical variation, which suggests that these SNPs are not associated with

the clinical forms of AF (permanent and paroxysmal).

Keywords: Atrial Fibrillation; Atrial Fibrosis; Galectin-3; Genetic Polymorphism;

Speckle-Tracking Echocardiography.
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1 INTRODUCAO

A Fibrilagdo Atrial (FA) é a arritmia supraventricular mais comum na prética
clinica (MAGALHAES et al., 2016). Os mecanismos da FA sdo complexos e
associados a remodelamento elétrico dos atrios. Acredita-se que envolve respostas
pré-inflamatérias, levando a remodelacdo estrutural e fibrose tecidual, além de
remodelacado eletrofisiologica, e como resultado um substrato pré-arritmico para
arritmogénese (CINTRA, FIGUEREDO, 2021).

Com o aumento da populacéo idosa, estima-se que a FA possa afetar de 6-12
milhdes de pessoas nos Estados Unidos da América (EUA) até 2050 e 9 milhdes de
pessoas na Europa até o ano de 2060 (KRIJTHE et al., 2013). Na populacdo
brasileira, estima-se que 1,5 milhdes de individuos sejam portadores de FA e 33%
das internacdes hospitalares ocorram por essa arritmia (MAGALHAES et al., 2016).

A FA esta associada a dilatacdo da cavidade atrial, hipertrofia e rarefacéo
variavel de cardiomiocitos atriais, focais ou difusos que séo substituidos por tecido
fibrético. O acumulo progressivo de tecido fibrotico no miocardico € descrito como
um dos principais componentes para remodelacdo cardiaca. A formacdo e
redistribuicdo do tecido conjuntivo modulam a forma do miocardio para se adaptar as
novas condi¢cdes, ou seja, ao processo patoldgico. Esse processo de adaptacao
envolve componentes celulares do miocardio e a matriz extracelular com
predominancia de colageno (TARONE et al., 2014). A remodelacdo do miocardio é
associada a patogénese das doencas cardiovasculares e apresenta como resultado
anormalidades de contracdo cardiaca e relaxamento (DZESHKA et al.,, 2015;
TARONE et al., 2014).

Sabe-se que pacientes com histéria de FA tem maior carga de fibrose do que
pacientes sem FA, demonstrando que pacientes com FA tem um substrato atrial
diferente dos pacientes sem FA (KASTAD et al., 2021; DZESHKA et al., 2015). Os
mecanismos de manutencdo da FA e da doenca ventricular estrutural séo
conhecidos por incluir fibrose. Como possivel biomarcador da fibrose, a Galectina-3
(Gal-3) aparece elevada em algumas cardiopatias (CLEMENTY et al., 2018a) e no
caso da FA, ha lesdes teciduais que levam ao aumento da sintese e secrecdo de
Gal-3. A Gal-3 possui uma estrutura quimérica e é codificada pelo gene denominado
LGALS3 que pertence ao cromossomo 14 (locus g21-22) (CLEMENTY et al.,
2018b).
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Os niveis de Gal-3 se correlacionam com fatores de risco de doenca
cardiovascular associada a inflamacdo crénica (SEHRAWAT/ KAUR, 2021) em
condi¢cbes como hipertensao, diabetes ou obesidade, e mostraram-se elevados na
insuficiéncia cardiaca (CLEMENTY et al.,, 2018a; BOER et al. 2012). A Gal-3
aparece agora com as caracteristicas recomendadas de um biomarcador que pode
ser Util no dominio cardiovascular (CLEMENTY et al., 2018b; CHOW et al., 2017;
DONG et al., 2018; SCIACCHITANO et al., 2018).

Na pratica clinica, os biomarcadores podem ser Uteis para melhorar a
precisdo da avaliacdo progndstica e podem ser usados para detectar aumento do
risco de progressao da doenca (CRUZ et al., 2015). Nessa perspectiva, na tentativa
de encontrar novos biomarcadores, a realizacdo de Genome Wide Association
Studies (GWAS) permite a identificacdo de genes que podem estar relacionados a
determinadas doencas (ELLINOR et al., 2012). Dentre eles, os descritos na literatura
gue envolve o processo fisiopatolégico da FA sdo, CAV1, HCN4 e KCNN3.

Porém, além dos polimorfismos associados ao aparecimento da FA, tém-se
descrito na literatura alteracGes fibréticas nos exames de imagem, como o
Ecocardiograma Strain com técnica Speckle-Tracking. O ecocardiograma strain é um
exame realizado através de um software que foi desenvolvido para captar
informacdes por meio do ecocardiograma transtoracico tradicional. Esses softwares
tem a capacidade de dar informacfBes sobre os speckles (posicdo dos pontos
brilhantes) e analisar a deformacdo do miocardio em 2 ou 3 dimensb6es. Como
vantagem, essa técnica apresenta independéncia do angulo de insonacao, relacao
sinal-ruido mais satisfatoria, maior eficiéncia quanto a captar sinal (CLEMENTY et
al., 2016).

A técnica de strain tem sido usada para avaliar a deformacdo miocardica pelo
ecocardiograma, apresentando alta sensibilidade na deteccdo de alteracbes
subclinicas, ao introduzir a técnica de speckle-tracking, se ganha na quantificacédo
da deformacdo miocardica em duas dimensdes, medindo velocidade tecidual e
torcdo do ventriculo (BARBERATO et al., 2019). O ecocardiograma pode ser usado
para avaliar a fibrose (LEUNG et al., 2018) e ser associado a dosagem sérica e
avaliacdo dos polimorfismos da Gal-3 para refinar o diagnéstico (WALEK et al.,
2021).

A predicdo de risco na doenca cardiovascular (DCV) pode ser util para

fornecer melhora na qualidade de vida e para orientar a tomada de deciséo clinica.
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No entanto, continua a ser um desafio prever o risco individual para novos eventos
(CLEMENTY et al., 2018a; LALA, PUSCHITA, DARABANTIU, 2015). Assim, é de
grande contribuicdo para a ciéncia e salde de um paciente quando exames
conseguem predizer qualquer problema que ele pode vir a desenvolver em virtude
do risco avaliado e de acordo com fatores intrinsecos e extrinsecos existentes. Ha
grande esforco da comunidade cientifica em tentar desenvolver marcadores
prognésticos para uma doenca afim de que seja tracada qual a melhor abordagem
terapéutica para aquele individuo.

Pacientes com fibrose atrial podem ao longo do tempo desenvolver FA ou a
FA pode ser um gatilho da fibrose atrial, bem como das demais cardiopatias. Com
isso, de forma geral, existem alguns parametros eletrocardiograficos estabelecidos,
mas poucos marcadores soroldgicos, genéticos e ecocardiograficos definidos para
fibrose atrial e FA. Dado o grande papel epidemioldgico, clinico e econbmico da FA,
torna-se necessario um estudo que busque marcador robusto e reprodutivel
envolvido no aparecimento e prognostico da FA visando a utilizacdo na pratica
clinica de forma inovadora além de contribuir na deteccdo de possiveis patologias
antes de sua manifestacdo, beneficiando os pacientes com a economia para o
estado por detectar a doenca.

Considerando o potencial envolvimento da Gal-3 na fisiopatologia da fibrose
atrial e considerando também a auséncia de estudos que avaliem polimorfismos do
gene da Gal-3 (LGALS3) em pacientes com FA, investigamos a associacao destes

polimorfismos com os parametros ecocardiograficos sugestivos de fibrose.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a associacdo entre 0s niveis séricos e expressdo génica da
galectina-3, a presenca de polimorfismos em genes envolvidos no processo fibrético

e canais ibnicos com os parametros ecocardiograficos sugestivos de fibrose atrial.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |dentificar na literatura a associacdo da galectina-3 como marcador sugestivo
de fibrose de atrio esquerdo em pacientes com FA.

e Identificar na literatura a utilidade do STE como marcador sugestivo de fibrose
de atrio esquerdo em pacientes com FA.

e Investigar os parametros ecocardiograficos que podem sugerir fibrose atrial
nos individuos selecionados;

e Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas nos genes LGALS3 (rs4644
e rs4652), CAV1 (rs3807989), HCN4 (rs7164883) e KCNN3 (rs13376333) nos
individuos estudados;

e Correlacionar niveis séricos e expressdo génica da galectina-3 com

parametros ecocardiograficos;
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 ASPECTOS GERAIS DA FIBRILACAO ATRIAL

A Fibrilacdo Atrial é a arritmia supraventricular mais comum na prética clinica
(GONG et al., 2020; MAGALHAES et al., 2016), caracterizada por ativacio elétrica
descoordenada dos atrios, gerando assim, ritmo irregular e muitas vezes resposta
ventricular rapida causando descompensacdo hemodinamica (GUTIERREZ,
BLANCHARD, 2016). A FA é um disturbio de ritmo cardiaco caracterizada por
excitacdo rapida e desorganizada dos atrios e ativagao irregular dos ventriculos. Os
mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes sdo complexos e variaveis, podendo ser
atribuido a diferentes fatores de risco alimentando o processo adverso de
remodelacao atrial na FA (CINTRA; FIGUEIREDO, 2021; LAU, et al., 2019).

O inicio e a manutencédo da FA podem ser vinculados a interacdo entre um
gatilho e um substrato, sendo o gatilho o foco de disparo rapido que pode atuar
como um precursor para a FA, a manutencdo dessa arritmia geralmente reque um
substrato, ou seja, caracteristicas anatdémicas, mecanicas, eletrofisiologicas dos
atrios que sustentam a FA. O desenvolvimento desse substrato pode incluir
conducédo elétrica e elementos estruturais de remodelacédo atrial. A remodelacéo
elétrica envolve alteracdo nos canais idnicos que afetam a ativacdo miocardica atrial
e a conducao elétrica, enquanto a remodelacao estrutural refere-se a alteracdes na
estrutura do tecido, com fibrose e dilatacdo atrial (WIJESURENDRA, CASADEI,
2019).

Existem diversos fatores de risco que predispdem a ocorréncia de FA, eles
podem ser divididos em convencionais (habituais nas literaturas diversas) e 0s
menos estabelecidos (citados por um menor percentual de estudos). Os
convencionais séo: idade avancada, sexo masculino, doenca arterial coronariana
(DAC), hipertensao, insuficiéncia cardiaca (IC), doencas cardiacas valvulares,
diabetes mellitus (DM) e hipertireoidismo. Novos fatores de risco potenciais podem
ocasionar grandes consequéncias nos pacientes com a doenca. Dentre eles,
destacam-se a presenca de Apneia Obstrutiva do Sono (AOS), obesidade, alcool,
exercicio fisico, histéria familiar e fatores genéticos (MAGALHAES et al., 2016).

Outra causa nao convencional da FA esté associada a cirurgia cardiaca. A FA

no poés-operatdério € uma complicagdo comum dessas cirurgias e ocorre em
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aproximadamente 15% a 40% dos pacientes submetidos a cirurgia de
revascularizagdo miocardica (CRM) e até cerca de 60% dos pacientes submetidos a
procedimento valvar. A incidéncia dessa arritmia tem aumentado continuamente ao
longo das ultimas décadas, o que tem relagdo com o maior percentual de idosos
sendo submetidos a cirurgia cardiaca. Portanto, a FA é a principal causa de
readmissdo hospitalar precoce apds cirurgia cardiaca (BAEZA-HERRERA et al.,
2019; FREEMAN et al., 2015).

Ap6s o primeiro episddio, a FA pode ser classificada segundo a Diretriz
Brasileira de Fibrilacdo Atrial (2016), tendo como base para a classificacdo a
duracdo e o controle da arritmia, assim sendo, foi proposto que paciente com
episodio de arritmia com duracdo menor do que sete dias, que pode ser revertida
espontaneamente ou com intervencao é classificado como FA paroxistica. Os que
apresentarem episodios de arritmia com mais de sete dias, séo classificados com FA
persistente. Os episodios de fibrilacao persistente, que resistem a cardioverséao, sao
denominados FA permanente (MAGALHAES et al., 2016).

A sintomatologia para as diversas classificacbes é a mesma, variando s6 a
intensidade e durabilidade. Sendo os principais sintomas relatados pelo paciente,
palpitacdes, sincope, dispneia em suas diversas formas, intolerancia ao exercicio,
tonturas ou tonturas, fadiga e precordiagia (KRIJTHE et al., 2013).

Com o crescimento da populacédo idosa, estima-se que a FA possa afetar de
6-12 milhdes de pessoas nos EUA até 2050 e 9 milhGes de pessoas na Europa até o
ano de 2060 (CHUGH et al., 2014). Calcula-se que sua prevaléncia (Figura 1), na
populacdo geral, seja de 0,5 e 1%, mas consideram que esse valor pode estar
subestimado, pois 10 a 25% das pessoas com FA s&o assintomaticas (MAGALHAES
et al., 2016).

Na populacédo brasileira, estima-se que 1,5 milhdes de individuos sejam
portadores de FA e 33% das internacdes hospitalares ocorram por essa arritmia. A
FA permanente é a mais frequente, ocorre em 40 a 50% dos casos, seguida da
paroxistica e posteriormente da persistente (MAGALHAES et al., 2016; ALMEIDA et
al., 2015).
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Figura 1 — Prevaléncia da fibrilacdo atrial associada ao incremento da idade.
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(Fonte: 11 Diretriz Brasileira de Fibrilacdo Atrial, 2016).

Sua prevaléncia aumenta com a idade, e 70% da populagdo com FA
encontram-se entre 65 e 85 anos. A doenca ocorre mais em homens do que em
mulheres, numa proporcdo de 1,2:1, porém, apo0s os 75 anos, as mulheres
constituem 70% da populacdo afetada devido & sua maior sobrevida (MAGALHAES
et al., 2016; ALMEIDA et al., 2015). Portadores de FA possuem um elevado risco de
morbimortalidade, sendo a doenca um importante problema de saude publica,
elevando, assim, o tempo de internamento e os custos com a saude (CHUGH et al.,
2014).

Com o incremento de novas tecnologias para o tratamento de doencas
cardiacas crénicas houve um aumento no numero de individuos com o diagnostico
de FA, apd6s a implementacdo nos testes diagndsticos, com dispositivos de
monitorizacao cardiaca que prolongaram o tempo de monitoracdo, chegando a taxas
de diagndstico, variando de 6% a 28% (ALMEIDA et al., 2015).

A FA é responséavel por aproximadamente um ter¢co das hospitalizacbes por
alteracdes do ritmo cardiaco. Mesmo na auséncia de doencas cardiacas valvulares
e doenca cardiovascular pré-existente, na presenca de FA, a mortalidade aumenta
em 2 vezes em ambos 0s sexos. A FA estd associada a um progndstico
desfavoravel e a incidéncia de acidente vascular encefalico (AVE) cinco vezes

maior, além da insuficiéncia cardiaca trés vezes maior (ALMEIDA et al., 2015).
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3.1.1 Fibrose Atrial na Fibrilag&o Atrial

Os coladgenos séo as principais proteinas da matriz extracelular no coragao.
A fibrose geralmente resulta de um acumulo de depdsitos de colageno fibrilar,
ocorrendo mais frequentemente como um processo reparador para substituir o
tecido miocardico em degeneracdo com fibrose reativa concomitante, que causa
expansao intersticial. A remodelagédo atrial influencia o curso natural da FA, é
responsavel pela perpetuacdo da arritmia e sua recorréncia, caracterizando a
histéria clinica tipica desses pacientes (LONGOBARDO, et al., 2014).

Mecanismos diversos estédo envolvidos na patogénese de trombose atrial na
FA, como estase atrial, adiposidade cardiaca, inflamac&o, hipercoagulabilidade,
disfuncdo endotelial, patologias estruturais, fatores genéticos, fibrose atrial, entre
outros (OLTEAN-PETER et al., 2017). A inflamagdo estd envolvida em varios
processos patolégicos, como estresse oxidativo, apoptose e fibrose (HARADA,
NATTEL, 2020).

Estudo recente sugere que os cardiomiocitos podem liberar células
inflamatorias, como exemplo, os fibroblastos cardiacos que sdo responsaveis pela
formacdo de tecido fibroso, sendo ativados por citocinas, fatores de crescimento,
adipocinas, entre outros, relacionados assim a doencas inflamatdrias, o que pode
ser agravado quando associados a comorbidades. Portanto, a inflamacédo no atrio,
mesmo que subclinica pode contribuir para o surgimento da fibrose (HARADA,
NATTEL, 2020).

A fibrose desempenha um papel importante no inicio e na perpetuacao de
FA através de processos de remodelacdo estrutural e elétrica. Diversas vias
moleculares estdo envolvidas na modificacdo do substrato atrial e a subsequente
manutencao de FA (XINTARAKOU et al., 2020).

Biomarcadores inflamatérios podem prever risco de FA e o desenvolvimento
da doenca é favorecido pela ativacdo de vias bioguimicas. Os mediadores proé-
fibréticos e produtos finais podem entrar na circulacdo sanguinea, assim, essas
moléculas podem ser usadas como biomarcadores clinicos para avaliar a condi¢ao
fibroinflamatéria (HARADA, NATTEL, 2020).
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3.2 ECOCARDIOGRAMA NA DETECCAO DA FIBROSE ATRIAL

Com o passar dos anos, novas técnicas de exame de imagem surgiram para
avaliar a funcdo atrial para prever o risco de recorréncia da FA (LACALZADA-
ALMEIDA, GARCIA-NIEBLA, 2017). Também nos Ultimos anos, surgiu o interesse
em avaliar a funcdo e as caracteristicas do atrio esquerdo (AE), provavelmente
devido ao impacto prognéstico do tamanho e funcdo do AE em diferentes doencas
cardiovasculares (DONAL, 2019).

O éatrio esquerdo (AE) atua como um reservatério, se enchendo e se
estendendo para receber sangue das veias pulmonares durante a sistole do
ventriculo esquerdo (VE), de forma que a sua curva de tensdo aumenta (CAMELI,
2016); como um conduto, transferindo passivamente sangue para o VE durante o
inicio da diastole e tem uma funcéo de bomba para direcionar sangue para o VE no
final da diastole. Em pessoas sem doenca cardiaca, as fases do reservatorio,
conduite e bomba de AE contribuem 40%, 35% e 25% do volume sistdlico,
respectivamente (LACALZADA-ALMEIDA, GARCIA-NIEBLA, 2017).

Na FA, o pico de tenséo longitudinal atrial (PALS) medido no final da fase
reservatério € um parametro de deformacdo importante, uma vez que depende
essencialmente da complacéncia atrial, podendo ser util na previsdo de estase atrial
e prevencdo de AVE e pode ser avaliado através dos exames de imagem (CAMELI,
2016). A imagem por Doppler tecidual foi a primeira técnica ecocardiografica para
avaliar a funcédo atrial, no entanto € limitada pela baixa reprodutibilidade, é
dependente do angulo e pela presenca de muitos artefatos (HARADA, NATTEL,
2020).

A Ecocardiografia (bidimensional, onda pulsada, Doppler, ecocardiograma
speckle-tracking) pode avaliar o tamanho e volume da camara atrial em pacientes
com FA (NJOKU, et al.,, 2018; OGATA, et al., 2017). Ecocardiografia Speckle-
tracking (EST) é um método ndo Doppler que permite a quantificacdo objetiva da
deformacdo atrial a partir de imagens 2D (HARADA, NATTEL, et al.,, 2020;
PILICHOWSKA-PASZKIET, et al.; 2018) que permite a avaliacdo de deformacdes da
func@o reservatorio de AE, potencialmente causadas por redugcdo da complacéncia
em decorréncia da fibrose atrial (PILICHOWSKA-PASZKIET, et al.; 2018).

A alteracdo no tamanho e volume do AE implica na progressao do

remodelamento da funcéo atrial associada a fibrose, podendo também se relacionar
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com a recorréncia de FA apos ablacao por cateter e risco de AVE (NJOKU, et al.,
2018; OGATA, et al.,, 2017). Alteracbes na contratilidade do AE e da funcao
diastélica estdo associadas com fibrose atrial e pode ser avaliada por EST (PATHAN
et al., 2017). A atenuacdo da tensdo da parede do AE avaliada por EST foi
considerada um preditor independente de recorréncia de FA apo6s ablagdo por
cateter (HARADA, NATTEL, 2020).

O EST (Figura 2) vem sendo utilizado para deteccéo de fibrose atrial, com
boas perspectivas de uso rotineiro na pratica clinica (NIELSEN et al.,, 2020). A
técnica de speckle-tracking para mensuracdo da deformagcdo do miocardio (strain)
foi desenvolvida mais recentemente, sendo considerado um novo parametro para
avaliacdo da funcéo sistolica de atrios e ventriculos (MANCUSO 2019). O EST é
utilizado para analisar/ rastrear “manchas” que sugerem deformacg&o miocardica
(CAMELI, 2016).

Em diversas doencas que podem cursar com comprometimento da funcao
sistélica, o Strain miocardico € um parametro que se altera antes da fracdo de
ejecao, além de ter valor prognostico em algumas condi¢des clinicas (MANCUSO
2019). Os parametros diastélicos do AE derivados do EST correlacionam-se bem
com a extensao da fibrose do AE. Com isso, foi sugerido que o EST poderia ser util
na avaliacao nao invasiva de fibrose (PILICHOWSKA-PASZKIET, et al., 2018).
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Figura 2. Deformacéo (strain) de atrio esquerdo pelo método speckle-tracking.
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(Fonte: Medeiros, Pedrosa, Del Castillo, 2019).

3.3 GENETICA NA FIBRILACAO ATRIAL

Embora historicamente considerada como doenca adquirida e associada ao
avanco da idade, a histéria familiar € compreendida como fator de risco para
desenvolvimento da FA (VAN OUWERKERK et al., 2020). Uma pessoa com parente
de primeiro grau com FA possui risco duas vezes maior de desenvolver essa
arritmia, independente de outros fatores de risco. A literatura mostra que individuos
com genotipos especificos possuem aumento do risco de desenvolver FA
(HAYASHI; TADA; YAMAGISHI, 2017).

Um estudo em familias e em grandes populacfes identificou multiplos loci
genéticos, genes especificos e variantes especificas que aumentavam a
suscetibilidade para FA. Uma vez que esta se tornando cada vez mais barato para
obter dados do gendtipo e de todo o genoma, a questao passa a ser definir se 0 uso
de novos conhecimentos genéticos emergentes pode melhorar o atendimento aos
pacientes antes e depois do desenvolvimento da doenca (VAN OUWERKERK et al.,
2020).
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Um exemplo de melhoria na abordagem terapéutica do paciente seria a
identificacdo de pacientes com risco aumentado de desenvolver FA, implantando
maior vigilancia e reduzindo exposicao a fatores que podem levar a FA, como uso
abusivo de alcool, estresse, pressao alta, entre outros (VAN OUWERKERK et al.,
2020). O objetivo € gerar, validar e implantar preditores de risco da FA para
identificar e tracar planejamento e intervencdo para esses pacientes com foco na
prevencao e tratamento precoce.

Um GWAS em individuos de ascendéncia europeia incluiu 6.707 pacientes
com FA e 52.426 sem FA. Foram identificados seis novos loci de susceptibilidade a
fibrilacdo atrial (PRRX1, CAV1, SYNEZ2, FBP, HCN4 e SYNPOZ2L), genes que estédo
envolvidos com fatores de transcricdo, canais idnicos e moléculas de sinalizagcéo
expressos no tecido cardiaco (ELLINOR et al., 2012). Outro GWAS realizado com
uma populacdo de afro-americanos nos EUA verificou que dos seis SNPs (Single
Nucleotide Polymorphism) associados com FA em GWAS de populacbes de
descendentes europeias, apenas trés foram encontrados em afro-americanos
(PITX2, KCNN3 e ZFHX3) (KAO et al., 2013).

Os SNPs nos genes CAV1 (rs3807989) e HCN4 (rs7164883) foram
associados com a FA em estudos anteriores (MARTIN et al., 2015; ELLINOR et al.,
2013). O mecanismo bioloégico envolvendo esses genes na FA nao esta
completamente elucidado, sendo necessario estudo para desvendar suas funcdes e

conhecer melhor suas caracteristicas.

3.3.1 Gene CAV1

As caveolas sao subdominios da membrana plasmatica que contém duas
familias de proteinas muito importantes para sua estrutura e funcdo, a familia das
CAVs e das cavinas (FRIDOLFSSON, ROTH, INSEL, PATEL, 2014). A Cav-1 é uma
proteina estrutural de membrana plasmatica de 22 kDa, descoberta através da
imunocitoquimica como componente chave das caveolas, sendo a sua expressao
essencial para a sua biogénese (GUPTA, TOUFAILY, ANNABI, 2014).

A proteina caveolina é altamente estruturada e composta por dominios
funcionais. A presenca do dominio estruturante da caveolina (do inglés Caveolin
Scaffold Domain, CSD), na porcdo 82-101 na Cav-1, é essencial, uma vez que é

onde ocorre a interacdo com moléculas e proteinas de sinalizacdo. Assim, a
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interacdo direta com o CSD da CAV1 geralmente resulta no sequestro de uma
molécula de sinalizagdo dentro da membrana das caveolas e a modulacdo da sua
atividade de sinalizagdo. Diante disso, estas proteinas de sinalizagBes interagem
com receptores acoplados a proteina, canais iénicos, 6xido nitrico sintase endotelial,
receptor de fatores de crescimento epidermais, familia das Src cinases, adenil
ciclases, cinases ativadas por mitdgenos e a proteina cinase A (FRIDOLFSSON,
ROTH, INSEL, PATEL, 2014).

Figura 3. Representacdo esquematica da estrutura proteica da familia das caveolinas.
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(Fonte: Adaptado e traduzido de FIALA, MINGUET, 2018).

O CAV1 codifica uma isoforma maior da cavéola, a caveolina-1, uma
invaginacdo membranosa celular proteica com 50 — 100 nm localizada na superficie
plasmatica da célula, rica em colesterol, que tem um importante papel de transducao
por interacdbes com moléculas sinalizadoras como o fator de crescimento para
receptores tirosina quinase (RTK), que tem papel na fibrose miocéardica, e o fator de
crescimento para receptores tipo insulina (LIU et al., 2015).

O SNP rs3807989 esta situado no cromossomo 7q31 (Figura 4), préximo ao
gene CAV1, responsavel pela proteina de membrana integral — caveolina-1 —
importante na endocitose celular. Esse SNP foi associado a FA como doenca Unica,
sem associacdes com demais comorbidades (ELLINOR et al., 2012). Abrigam
muitos canais ibnicos, alguns deles responsaveis pelo potencial de acdo cardiaco, e

sdo muito expressos em células endoteliais e cardiomiocitos (WAGONER et al.,
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2015; PALUDAN-MULLER et al., 2016; LIN et al., 2016; JIA, QI, LI, 2016). CAV-1 é
um inibidor da via de sinalizacdo do TGF-betal, que desempenha papel importante
na fibrose atrial (ULUS et al., 2021).

Figura 4. Localizag&@o génica da CAV1 no cromossomo 7.
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Em seres humanos, o SNP rs3807989 presente no gene CAV1 com
substituicdo A>G mostrou-se associado a ocorréncia da FA, inclusive da FA
paroxistica, a qual pode ocorrer no coragao sadio, independente dos fatores de risco
e antes mesmo dos 40 anos; e da FA pés-operatoria, complicacdo que pode ocorrer
apos cirurgias cardiacas (WAGONER et al., 2015).

O possivel mecanismo para o aumento de risco da FA pelo polimorfismo do
gene CAVL1 seria pelo prejuizo na regulacdo dos canais de sédio e potassio, que
junto das alteracbes provocadas também em outros genes reguladores dos
mecanismos de controle da despolarizacdo cardiaca levariam aos fatores
predisponentes para aparecimento da arritmia, como encurtamento do periodo
refratario e formacdo de mecanismos de reentrada. Foi observada relacdo do CAV1
com a sinalizacdo do TGF-beta, que também tem papel na fibrose atrial, conhecido
substrato para desenvolvimento da arritmia (CHEN et al., 2015; YI, LIU, ZHONG,
ZHANG, 2014).

No fim do ano de 2015 em metanalise publicada por Jia, Qi e Li (2014)
realizada com os trabalhos publicados na China em lingua inglesa teve-se por
resultado a associacao de risco do polimorfismo do gene CAV1 com a FA. Estudo
realizado por Ulus et al. (2021) demonstrou que polimorfismo no gene CAV1
conseguiu predizer a recorréncia de FA ap0s ablacdo por cateter na populacdo
estudada e que esse polimorfismo estava associado a FA também na andlise

univariada.
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3.3.2 Gene HCN4

Uma familia de quatro genes codifica as subunidades dos canais de céations
controlados por nucleotideos ciclicos ativados por hiperpolarizacdo — denominados
de HCN1 a HCN4 - responsaveis pela corrente de hiperpolarizacdo. Cada
subunidade do canal HCN é composta por seis segmentos transmembrana, com um
sensor de voltagem e uma regido formadora de poro. Uma importante caracteristica
dos canais HCN € seu dominio de ligacdo com o nucleotideo ciclico regulado pela
adenosina monofosfato ciclico (AMPc), e ndo requer a fosforilagdo de proteina. Os
canais HCN2 e HCN4 sao fortemente modulados por aumento das concentracdes
de cAMP, com a voltagem de ativacdo e deslocamento para potenciais mais
positivos, perto de 10 mV a 20 mV. Com o aumento do AMPc, um pulso de voltagem
de hiperpolarizacéo ativa os canais HCN2 e HCN4 (JIANG et al., 2008).

O gene HCN4 é responsavel pela expressdao dos canais ativados por
hiperpolarizacdo ciclica codificados por nucleotideo, altamente expressos no noé
sinusal (NSA) (VAN OUWERKERK et al., 2020; PALUDAN-MULLER, SVENDSEN,
OLESEN, 2016) e relacionados a diversas disfuncées nodais na medida em que
constituem as correntes relacionadas com o automatismo cardiaco (PALUDAN-
MULLER, SVENDSEN, OLESEN, 2016).

Apoés a hiperpolarizacéo, as quatro isoformas geram uma corrente interna
no coragdo e no sistema nervoso. A corrente ativada por hiperpolarizacdo € o
principal determinante da despolarizacdo diastolica cardiaca, desempenhando um
papel fundamental no controle da frequéncia cardiaca. A expressao do canal HCN
esta relacionada a idade e tem diferenca em estagios de crescimento distintos. Trés
isoformas (HCN1, HCN2, HCN4) sdo expressas em tecidos cardiacos, sendo o
HCN2 e HCN4 os subtipos dominantes. No coracdo de um adulto saudavel, os
canais HCN s&o predominantemente expressos no sistema de conducéo,
especialmente no noé sinoatrial, o0 HCN4 tem sido determinado como a principal
isoforma HCN nas células do né sinoatrial (ZHAO, GU, 2016).

O SNP HCN4 (rs7164883) por substituicdo A>G tem localizagcéo intrbnica,
dentro do gene, na posicdo cromossémica 15924 (Figura 5), justamente proximo ao
gene HCN4. Por isso, mutacbes no referido gene ou proximos a ele foram

associadas a diversas formas de disfuncdo nodal (ELLINOR et al., 2012), inclusive
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mutacdes de perda de funcao foram identificadas em pacientes com FA (ROBERTS
et al., 2016).

Figura 5. Localizagéo génica do HCN4 no cromossomo 15.
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Um possivel mecanismo para o desenvolvimento da FA através desse
polimorfismo seria por alteragdo no NSA, que através de outros fatores de risco
formaria substrato para a arritmia. Com as alteracdes elétricas, tem-se o
aparecimento de atividade ectdpica precipitado por estresse adrenérgico na forma
de extrassistoles ou através da atividade das veias pulmonares. Pela
heterogeneidade ja formada no NSA, mecanismos de reentrada sao formados dando
inicio entdo a FA, que ao longo de algum tempo vai provocando remodelamento
molecular e estrutural no NSA para tornar a arritmia permanente (DUHME et al.,
2013).

O canal HCN4 é essencial para conducdo do impulso cardiaco normal e um
mediador importante do controle da frequéncia cardiaca (NAKANO et al., 2018).
Estudos molecularesque investigavam o sistema de conducéo cardiaco descobriram
gue HCN4 é expresso ndo apenas no NSA, mas também no né atrioventricular
(DIFRANCESO, 2013; VERKERK et al.,, 2015). Outros estudos relataram que a
superexpressao de HCN4 induz a taquicardia, sugerindo que o HCN4 desempenha
papel importante no controle da frequéncia cardiaca (NAKANO et al., 2018; LI et al.,
2015).

3.3.3 Gene KCNN3

O gene KCNN3 codifica um membro dos canais de potassio voltagem-
independente, de pequena condutancia, que Sao expressos no cérebro e coragao
(MAHIDA et al., 2014), com expressao cardiaca maior nos midcitos atriais (HOU et
al., 2016). A variante genética rs13376333 € um SNP localizado entre o primeiro e
segundo éxons do gene KCNN3 (também conhecido como SK3), no cromossomo
1921 com substituicdo C->T (LUO et al., 2014).
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O SK3 é um tetrdmero composto de uma subunidade alfa, calmodulina (CaM),
proteina quinase CKZ e proteina fosfatase ZA. A subunidade alfa é o nucleo e a
calmodulina a fragéo reguladora. A combinacdo Calcio (Ca*?) - Calmodulina pode
induzir uma mudanga conformacional nos canais SK causando entdo sua abertura
(HOU et al., 2016), por concentracdes submicromolares de célcio intracelular. Logo,
canais SK fornecem uma ligacdo entre os transientes de Ca?' intracelular e a
membrana condutora de K. Os outros dois canais mostraram regulacbes
diferenciais, de concentracdes diferentes a depender da localizagdo, mas agindo em
conjunto na regulacdo dos canais de K ativados por Ca?* (MAHIDA et al., 2014).

Contudo, a funcao precisa dos canais SK na eletrofisiologia cardiaca ainda
nao foi bem definida. Sabe-se que existe relacdo com regulacdo dos potenciais de
acao (MAHIDA et al., 2014). Uma metanalise de estudos GWAS mostrou que o SNP
rs13376333 do canal de potassio ativado por calcio do gene KCNN3 foi associado
significativamente com FA isolada. Contudo, a replicacdo de estudos com essa
associacao mostra resultados conflitantes (LUO et al., 2014).

Um estudo mostrou que o risco de FA pode ser reduzido pela inibicdo do
canal SK, prolongando o periodo refratario atrial efetivo (LI et al., 2015). Por outro
estudo foi demonstrado que canais SK3 sdo bem expressos nos midcitos atriais de
SK3T/T em camundongos mutantes bem como com uso da técnica Patch Clamp
(utilizada para estudar a atividade elétrica das células), demostrando que o0s
camundongos portadores da mutacdo tinham um potencial de acdo encurtado
durante a repolarizacdo, comparados aos camundongos selvagens. Todos estes
resultados indicam que o referido polimorfismo no gene KCNN3 é importante na
regulacdo do ritmo cardiaco. Esse seria um dos Unicos genes de canal ibnico
identificados no GWAS cuja mutacéo estaria relacionada a FA (LUO et al., 2014).

Entretanto, a auséncia de associacfes também foi demonstrada em outro
estudo, porém deve-se lembrar que a susceptibilidade para FA difere em diferentes
populacdes. Outro motivo poderia estar relacionado as interacbes gene-gene e
gene-ambiente que poderiam levar a diferencas, podendo diluir ou acentuar efeitos
genéticos na FA (YAO et al., 2015).
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3.4 GALECTINA-3

As Galectinas sédo lectinas de ligacdo ao B-galactosideo. A Gal-3 é a Unica
do tipo quimera. A galectina-3 humana € uma proteina que € codificada por um
Unico gene, LGALS3, localizado em cromossomo 14 (locus q21-22) (SACCON et al.,
2017). A Gal-3 é amplamente expressa em tecidos humanos, incluindo células
imunologicas, células epiteliais, células endoteliais e neurbnios sensoriais
(OLIVEIRA et al., 2015), estando envolvida na diferenciagdo celular, inflamagéo,
fibrogénese e defesa do hospedeiro (CHEN, KUO, 2016).

A Gal-3 é uma proteina verséatii que participa de varios processos
fisiopatolégicos, com isso, surgiu um interesse em pesquisar sobre a Gal-3 por
causa do seu potencial como biomarcador de diversas doencas. Sua expressao
pode ser induzida em condi¢cOes de lesao tecidual ou estresse (SUTHAHAR et al.,
2018). A Gal-3 é fundamental em inumeras atividades bioldgicas, incluindo
crescimento celular, apoptose, diferenciacdo, transformacédo, angiogénese,
inflamacéo, fibrose e defesa do hospedeiro (SOARES et al., 2021; DONG et al.,
2018) (Figura 6).

Figura 6. A infeccao, vias inflamatérias e de lesdo impulsionadas pela galectina-3 que levam a fibrose
do 6rgéo.
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Estudos anteriores indicaram que a galectina-3 esta envolvida na
patogénese da remodelacdo cardiovascular, bem como em varias doencas
autoimunes e processos inflamatérios (SACCON et al., 2017; HU et al., 2017,
OLIVEIRA et al., 2015). A Gal-3 pode ser usada no diagndéstico e progndstico de
diversos tipos de doencas e também como alvo terapéutico para o tratamento de
doencas (DONG et al., 2018).

O papel da galectina-3 na patogénese da fibrose cardiaca envolve o
recrutamento de macrofagos, miofibroblastos e fibroblastos para o miocardio,
resultando em proliferacdo celular e deposicado de colageno (CALKINS et al., 2018;
LAU et al.,, 2017). Apés a ativacdo dos macrofagos ocorre a liberacdo de Gal-3,
levando a ativacédo e proliferacdo de fibroblastos, deposicdo de colageno e como
consequéncia, fibrose cardiaca, predispondo assim, o surgimento de FA, o que leva
a mais ativacdo de macrofagos e a perpetuacdo desse ciclo vicioso (LIPPI,
CERVELLIN, SANCHIS-GOMAR, 2015).

A FA induz lesbes teciduais, que levam ao aumento da sintese e secrecao
de Gal-3. Estudo realizado por Stanojevic et al. (2019) verificou que pacientes com
FA apresentaram niveis mais altos de Gal-3 do que os sem FA (p <0.05) e que a
Gal-3 pode ser considerada fator preditor independente para o aparecimento da FA.
Segundo Fashanu et al. (2017) no estudo ARIC, a associacdo de Gal-3 com a
incidéncia de FA foi forte nos primeiros anos de acompanhamento, podendo ser
explicada pelo papel da Gal-3 na fibrose miocardica.

Estudos mostram que o aumento dos niveis de Gal-3 estd associado
significativamente a populacdo com FA (SILVEIRA et al., 2020; GONG et al., 2018;
KANG et al., 2018; BERGER et al., 2018; WU et al., 2015). Os niveis aumentados de
Gal-3 podem estimular a migracdo de macroéfagos, proliferacdo de fibroblastos e
desenvolvimento de fibrose, sendo a fibrose um dos fatores importantes no processo
de remodelacdo miocardica. O estudo concluiu que a Gal-3 possui importante papel
na fibrose miocéardica (KANG et al., 2018).

Clementy et al. (2016) chegaram a conclusdo que os niveis de Gal-3
aumentado séo fortes preditores da recorréncia da FA apos a ablacéo, independente
do tipo da FA. Com isso, conclui-se que a Gal-3 € uma variavel independente para
previsao de risco em pacientes com FA, possuindo papel importante como marcador
potencial para remodelacgéo estrutural (SILVEIRA et al., 2020; BERGER et al., 2018).



35

Ao estimar se a extensdo da circulagdo da Gal-3 varia entre pacientes com
FA nova ou FA crénica, Chen e colaboradores (2016) encontraram que a Gal-3 esta
relacionada independentemente a FA nova, ou seja, ao inicio da FA. Com isso, 0s
pesquisadores sugerem que a Gal-3 possa ser um biomarcador de cronicidade da
FA, onde seria possivel facilitar o diagnéstico do inicio da doenca em pacientes com

alto risco.

3.4.1 Gene LGALS3

A Gal-3 é codificada pelo gene LGALS3, localizado no cromossomo 14 (locus
g21-22), € composto por 6 éxons e 5 introns, apresenta 484 SNPs em regiao
intrénica e 54 SNPs em regides codificantes (SUTHAHAR et al., 2018; KAUR et al.,
2017). Os SNPs no LGALS3 mais estudados para diversas doencas séo rs4652 e
rs4644, estao localizados no éxon e conferem mudanca de aminoacido (uma troca
de treonina para prolina e prolina para histidina, respectivamente) (KAUR et al.,
2017). Um GWAS foi publicado avaliando alguns SNPs de LGALS3 bem como os
niveis plasmaticos da proteina em individuos de ancestralidade europeia (BOER et
al., 2012).

Outros estudos avaliaram os polimorfismos do gene LGALS3. O primeiro
avaliou os SNPs e niveis séricos da Gal-3 em criangas com anemia falciforme. Foi
verificado que a diminuicdo dos niveis séricos de Gal-3 estava relacionada com os
polimorfismos do gene LGALS3, e que causavam susceptibilidade para uma alta
frequéncia de infeccéo respiratoria e crises vaso-oclusivas (MENDONCA-BELMONT
et al., 2016). Em outro estudo, foi avaliada a relacdo dos mesmos polimorfismos com
niveis totais de IgE e atopia. Contudo, o0s rs4652 e rs4644 nao apresentaram
associacido (CORNEJO-GARCIA et al., 2016). Cunha et al. (2021) encontrou em seu
estudo que o genotipo LGALS3 rs4652 AC foi mais frequente em pacientes com ES
do que nos controles e gendtipo CC polimérfico foi associado a niveis mais baixos
de Gal-3 nos pacientes com esclerose sistémica assim como no grupo controle.

Os SNPs do LGALS3 também foram estudados na susceptibilidade a
cardiopatias, como a doenca de Chagas, doenca crbnica com caracteristicas
fibroticas nos estadgios mais avancados. Conhecida por desempenhar importante
funcdo em processos inflamatorios e fibréticos, a Gal-3, bem como estes SNPs, foi

avaliada, porém os resultados desta pesquisa ndao foram significativos quanto a
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influéncia do polimorfismo e dos niveis séricos da Gal-3 em pacientes com a doenca
de Chagas (CRUZ et al., 2015).

Estudo realizado por Zhang et al. (2018) avaliou se os polimorfismos da
LGALS3 foram associados a susceptibilidade e progndéstico da miocardiopatia
dilatada (MCD). O alelo do SNP rs4652 foi associado a baixa susceptibilidade de
desenvolver a doenca, porém sugeriram que pode estar envolvido na regulacdo da
secrecdo da Gal-3. A variante do SNP rs4644 foi associada a niveis baixos de Gal-3
e a baixa fracdo de ejecao do ventriculo esquerdo (FEVE). Ao analisar a sobrevida
dos pacientes usando o LGALS3 como marcador prognéstico, nenhum SNP foi

associado ao prognéstico de MCD.
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4 METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Estudo de corte transversal, descritivo, analitico, com comparacao de grupos

que utilizou caracteristicas clinicas e exames complementares.

4.2 LOCAL DA PESQUISA

A coleta foi realizada no Pronto Socorro Cardioldgico de Pernambuco
Professor Luiz Tavares (PROCAPE) da Universidade de Pernambuco — UPE.

4.3 POPULACAO E AMOSTRA

Foram selecionados 276 participantes randomicamente mediante banco de
dados estruturado com dados clinicos e laboratoriais. Todos os individuos foram
genotipados para os polimorfismos propostos. Os pacientes foram divididos nos

grupos descritos abaixo.

4.3.1 Grupos de estudo
Grupo 1 — Pacientes com FA Permanente.

Grupo 2 — Pacientes com FA Paroxistica.

4.4CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

4.4.1 Critério de Incluséo:

Para ambos os grupos, os critérios foram: pacientes portadores de FA nas
suas diversas etiologias e nas apresentacdes clinicas paroxistica e permanente,
com diagnodstico estabelecido através de exame clinico confirmado por registro
eletrocardiografico convencional ou pelo registro eletrocardiografico ambulatorial de
24 horas (Holter), atendidos no Hospital PROCAPE.
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4.4.2 Critério de Excluséo

. Pacientes que ndo foram capazes de compreender as explicacdes
acerca dos exames, bem como esclarecimentos inerentes a sua participacéao
na pesquisa;

. Pacientes que desistam de seguir as orientacbes fornecidas pelos
pesquisadores ou cujo preenchimento dos questionarios esteja incompleto;

. Paciente que se recusar a assinar o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

. Pacientes com diagnéstico de doenca hepatica e doencas malignas.

4.5 OPERACIONALIZACAO DA PESQUISA

4.5.1 Coleta e processamento das amostras

Os dados clinicos foram coletados através de questionario elaborado pelos
autores com informacdes clinicas e sociodemograficas. A deteccdo da fibrose foi
realizada através do Ecocardiograma Strain. Essa técnica € baseada no
rastreamento (tracking) de marcadores acusticos naturais (speckles) presentes na
imagem bidimensional em escala de cinza durante todo o ciclo cardiaco. Os exames
foram realizados na Escola de Ecocardiografia de Pernambuco (ECOPE). As
medidas foram obtidas em decubito lateral esquerdo com aparelho Vivid IQ e
ecocardiograma T8 (GE Healthcare, Horten, Noruega). Todos os pacientes foram
submetidos a avaliacdo ecocardiografica padrao. Todas as imagens e sinais de
Doppler foram gravados para analise offline posteriormente usando o software
Echopack (GE Healthcare), de acordo com as diretrizes atuais (Badano et al.,
2018). Todas as imagens utilizadas para analise ecocardiografica de speckle
tracking foram obtidas em 50-70 quadros por segundo. Essas medidas foram entéo
avaliadas por um cardiologista que desconhecia a condicao clinica dos pacientes, e
os parametros de deformacédo foram calculados.

O material biolégico (sangue) foi coletado por pung¢do venosa em tubos seco
e contendo EDTA, para extracdo do DNA, mRNA e nivel sérico da Gal-3. O DNA das
amostras foi extraido a partir de sangue total (EDTA) com kit QIAamp Mini Spin

Columns (Qiagem) seguindo as instrugcbes do fabricante. Posteriormente, as
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amostras de DNA foram armazenadas a -20°C até o momento em que foram
realizados os ensaios de genotipagem. A metodologia de genotipagem utilizada foi
PCR em tempo real, através do sistema TAQMAN® utilizando sondas fluorescentes,
as reagOes foram realizadas utilizando mastermix Tagman Genotyping (Thermo
Fisher Scientific, MA, USA) de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Para as
genotipagens foi utilizado o equipamento QuantiStudio 5 (Thermo Fisher Scientific,
MA, USA).

As Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC) foram obtidas por
centrifugacédo em gradiente de densidade Ficoll-Hypaque (Amersham Bioscience,
Uppsala, Suécia). A extracdo de DNA gendmico foi realizada a partir dos leucocitos
pela técnica de fenol-cloroformio modificado descrita por Davis et al., 1986. Para a
obtenc&o de RNA total, foi utilizado o método de extragdo em Trizol (Invitrogen, UK),
a partir de PBMCs, que englobam os linfocitos, mondcitos e os macrofagos.

As amostras de RNA foram quantificadas, utilizando a tecnologia de
espectrofotometria, com o equipamento NanoDrop 2000 (ThermoScientific). Para
obtencao do cDNA foi utilizado o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Thermo Fisher, CA, USA), de acordo com as instru¢cdes do fabricante.

A anadlise sérica da Gal-3 foi determinada por ensaio imunoenzimatico
Enzyme (-linked Imunnossorbent Assay — ELISA), por meio do kit comercial Human
LGALSS3/Galectina-3 ELISA Kit (Sigma Aldrich, USA), de acordo com as instrucdes
do fabricante. Foi utilizada a leitora de microplacas Epoch (Biotek Instruments Inc.)

com o programa Gen5 ELISA (Biotek®).

4.6 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo fundamentar-se-a na Resolucdo CNS n° 466/2012 e n°
510/2016, que versa sobre 0s aspectos éticos das pesquisas que envolvem seres
humanos, buscando a forma de oferecer menor risco para os envolvidos e trazer
maior beneficio. Na redacdo do referido termo, consta a garantia de sigilo das
informacdes relacionadas a identidade pessoal e, ainda, a garantia de retirar-se do
estudo a qualquer momento se assim julgar necessario. Destaca-se neste projeto o
nao conflito de interesses. Para a realizacdo do estudo foi solicitado previamente

autorizacdo da direcdo do hospital, seguida de submissdo do projeto a aprovacao
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pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Complexo Hospitalar
HUOC/PROCAPE, cujo parecer n° 3.850.635 e CAAE n° 27527719.6.0000.5192.

4.7 ANALISE E INTERPRETACAO DOS DADOS

Os dados foram armazenados em computador no programa Microsoft Excel®.
Os célculos estatisticos foram realizados através do software PRISMStatistics v.8.0
e SPSS statistics v.22. A prevaléncia de diferentes genotipos foi comparada pelo
teste Qui-quadrado (x?). As frequéncias alélicas foram estimadas pelo método da
contagem génica. O teste x* foi utilizado para verificar se a distribuicdo genotipica
estd de acordo com a hipotese do equilibrio de Hardy-Weinberg. A existéncia de
associacles entre variaveis categoricas foi avaliada pelos testes Qui-quadrado de
Pearson e exato de Fisher. Foi utilizado um modelo multivariado para correcédo dos
fatores de confuséo. As diferencas foram consideradas significativas para valores de
p < 0,05. A magnitude destas associacoes foi estimada como Odds Ratios (OR),
utilizando intervalos de confianca de 95%. Regressao logistica foi utilizada para o

ajuste do OR de acordo com os possiveis fatores de confuséo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Como resultado dos objetivos tracados, o artigo 4 traz um compilado de

informacdes sobre as analises realizadas.

Artigo n° 4 - Papel da galectina-3 em pacientes com Fibrilag&o Atrial
permanente e paroxistica e parametros ecocardiograficos de fibrose do atrio

esquerdo.

Maria Mariana Barros Melo da Silveira?, Luydson Richardson da Silva Vasconcelos®,
Déario Celestino Sobral Filho®, Dinaldo Cavalcanti de Oliveira®

% Programa de Pés-graduacgéo em Inovagdo Terapéutica — Universidade Federal de Pernambuco-
UFPE;
®|nstituto Aggeu Magalhies-FIOCRUZ-PE
° Programa de Pés-graduacéo em Ciéncias da Salde — Universidade de Pernambuco-UPE;

RESUMO: A fibrilacdo atrial (FA) é a arritmia sustentada mais comum na pratica
clinica. Marcadores bioquimicos e exames de imagem tém sido utilizados com a
finalidade de estratificacdo de risco e deteccdo de fibrose atrial. O ecocardiograma
speckle-tracking (EST) é utilizado para deteccéo de fibrose atrial, bem como, a Gal-3
fornece valor prognostico importante. Objetivou-se verificar a associacdo entre 0s
marcadores de fibrose atrial com o0s niveis séricos, polimorfismos genéticos e
expressdo g@énica da galectina-3. Foram incluidos 206 pacientes com FA
permanente e 70 com paroxistica. Os SNPs rs4652 e 4644 do gene LGALS3 foram
estudados usando o sistema de PCR em tempo real (TagMan). Os niveis séricos de
GAL-3 foram medidos por ELISA e foi realizado ecocardiograma EST para avaliacao
de fibrose. Os individuos com FA permanente apresentaram média de idade de
66.56+12 anos, quanto aos parametros ecocardiograficos no grupo FA permanente
guando comparado ao grupo FA paroxistica apresentaram significancia estatistica,
diametro de atrio esquerdo (AE) (p=0.007), volume de AE (p=0.02) e volume
indexado pela superficie corporea (p=0.04), além dos valores de strain longitudinal
de atrio esquerdo (SLAE) (p=0.002). O grupo FA permanente apresentou correlacéo
com niveis séricos de Gal-3 quando comparado ao SLAE (r=0.24; p=0.01). A
distribuicdo das frequéncias alélicas, genotipicas e dos haplotipos do polimorfismo
LGALSS rs4652 e rs4644 ndo apresentou variacdo estatistica, 0 que sugere que
estes SNPs ndo possuem associacdo com as formas clinicas da FA (permanente e
paroxistica). Achados ecocardiograficos tiveram associagdo entre 0s grupos, bem
como quando comparado ao nivel sérico na FA permanente.

Palavras-chave: Fibrilagdo Atrial, Fibrose Atrial, Galectina-3, Ecocardiograma

Speckle-tracking, Polimorfismo genético.
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INTRODUCAO

A fibrilacdo atrial (FA) é a arritmia supraventricular mais comum na pratica
clinica, com prevaléncia crescente, em parte, devido ao envelhecimento da
populacdo. (GONG, et al., 2018; ANUMONWO, KALIFA, 2016). Acredita-se que a
fisiopatologia da FA, acredita-se que envolve respostas pré-inflamatorias, levando a
remodelacdo estrutural e fibrose tecidual, além de remodelacéo eletrofisiolgica, e
como resultado um substrato pré-arritmico para arritmogénese (CINTRA,
FIGUEREDO, 2021).

O melhor entendimento da relacdo entre fibrose atrial e FA pode permitir a
identificacdo de um subgrupo de alto risco resultando em impacto positivo no manejo
desses pacientes (controle de ritmo, controle da frequéncia ou ablacdo) (CAMELI et
al., 2016). Marcadores bioquimicos e exames de imagem, cada vez menos
invasivos, tém sido utilizados com a finalidade de estratificacdo de risco e detec¢ao
de fibrose atrial (GONG, et al., 2018).

Como método diagnadstico, o ecocardiograma speckle-tracking (EST) vem
sendo utilizado para deteccdo de fibrose atrial, com boas perspectivas de uso
rotineiro na pratica clinica (NIELSEN et al., 2020). A fibrose pode ser identificada
pela avaliacdo de diferentes biomarcadores envolvidos na formacdo da matriz
extracelular, como a galectina-3 (Gal-3) (CLEMENTE et al., 2018).

Imran et al. (2017) demonstraram que a Gal-3 fornece valor prognéstico
importante além dos fatores de risco tradicionais no contexto das doencas que
cursam com inflamacdo. Estudos mostraram que altas concentracdes de Gal-3
circulante estiveram associadas ao aumento do risco de desenvolvimento da FA

(PRANATA et al., 2020; AKSU et al., 2019).
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Pacientes com fibrose atrial podem ao longo do tempo desenvolver FA ou a
FA pode ser um gatilho da fibrose atrial, bem como de demais cardiopatias. Com
isso, de forma geral, existem alguns parametros eletrocardiograficos estabelecidos,
mas poucos marcadores sorologicos, genéticos e ecocardiograficos definidos para
fibrose atrial e FA (BAO et al., 2022).

Dado o grande papel epidemiolégico, clinico e econémico da FA, torna-se
necessario um estudo que busque marcador robusto e reprodutivel envolvido no
aparecimento e progndstico da FA visando a utilizacdo na pratica clinica de forma
inovadora além de contribuir na deteccdo de possiveis patologias antes de sua
manifestacéo, beneficiando os pacientes com a economia para o estado por detectar
a doenca precocemente. Portanto, o presente estudo teve como objetivo verificar a
associacao entre os marcadores sugestivos de fibrose atrial com os niveis séricos,
polimorfismos genéticos e expressdo génica da galectina-3 em pacientes com

fibrilacéo atrial.

METODO

Trata-se de um estudo de corte transversal, descritivo, analitico, com
comparacao de grupos. A coleta foi realizada no Pronto Socorro Cardioldgico de
Pernambuco Professor Luiz Tavares (PROCAPE) da Universidade de Pernambuco —
UPE.

Foram selecionados 276 participantes que tinham como critério de inclusao
ser portadores de FA nas suas diversas etiologias e nas apresentacdes clinicas
paroxistica, persistente ou permanente, com diagndstico estabelecido através de

exame clinico confirmado por registro eletrocardiografico convencional ou pelo
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registro eletrocardiogréafico ambulatorial de 24 horas (Holter). Esses participantes
foram selecionados mediante banco de dados estruturado composto por pacientes
com FA atendidos no PROCAPE. Desses participantes, uma amostra de 66
voluntarios realizou o0 ecocardiograma e retornaram ao centro para coleta de sangue
e posterior extracdo de RNA total e dosagem de galectina sérica.

Como critério de exclusdo para ambos 0s grupos a presenca de doenca
hepética e cancer foram considerados. Os grupos foram divididos de acordo com o
tipo da fibrilac&o atrial, 206 pacientes tinham FA permanente e 70 FA paroxistica.

Os dados clinicos foram coletados através de questionario elaborado pelos
autores com informacdes clinicas e sociodemograficas. A deteccdo da fibrose foi
realizada através do Ecocardiograma Strain. Essa técnica € baseada no
rastreamento (tracking) de marcadores acusticos naturais (speckles) presentes na
imagem bidimensional em escala de cinza durante todo o ciclo cardiaco. Os exames
foram realizados numa Escola de Ecocardiografia. As medidas foram obtidas em
decubito lateral esquerdo com aparelho Vivid IQ e ecocardiograma T8 (GE
Healthcare, Horten, Noruega). Todos os pacientes foram submetidos a avaliacédo
ecocardiografica padrdo. Todas as imagens e sinais de Doppler foram gravados
para analise offline posteriormente usando o software Echopack (GE Healthcare), de
acordo com as diretrizes atuais (Badano et al., 2018). Todas as imagens utilizadas
para analise ecocardiografica de speckle-tracking foram obtidas em 50-70 quadros
por segundo. Essas medidas foram entdo avaliadas por um cardiologista que
desconhecia a condicao clinica dos pacientes e os parametros de deformacéo foram

calculados.
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Coleta e Processamento das Amostras

O material biolégico (sangue) foi coletado por pung¢do venosa em tubos seco
e contendo EDTA, para extracdo do DNA, mRNA e nivel sérico da Gal-3. O DNA das
amostras foi extraido a partir de sangue total (EDTA) com kit QlAamp Mini Spin
Columns (Qiagem) seguindo as instrugcdes do fabricante. Posteriormente, as
amostras de DNA foram armazenadas a -20°C até o momento em que foram
realizados os ensaios de genotipagem. A metodologia de genotipagem utilizada foi
PCR em tempo real, através do sistema TAQMAN® utilizando sondas fluorescentes,
as reagOes foram realizadas utilizando mastermix Tagman Genotyping (Thermo
Fisher Scientific, MA, USA) de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Para as
genotipagens foi utilizado o equipamento QuantiStudio 5 (Thermo Fisher Scientific,
MA, USA).

As Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC) foram obtidas por
centrifugacdo em gradiente de densidade Ficoll-Hypaque (Amersham Bioscience,
Uppsala, Suécia). A extracdo de DNA gendmico foi realizada a partir dos leucocitos
pela técnica de fenol-cloroférmio modificado descrita por Davis et al., 1986. Para a
obtencao de RNA total, foi utilizado o método de extracdo em Trizol (Invitrogen, UK),
a partir de PBMCs, que englobam os linfocitos, mondcitos e os macrofagos.

As amostras de RNA foram quantificadas, utilizando a tecnologia de
espectrofotometria, com o equipamento NanoDrop 2000 (ThermoScientific). Para
obtencdo do cDNA foi utilizado o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Thermo Fisher, CA, USA), de acordo com as instru¢cdes do fabricante.

A anadlise sérica da Gal-3 foi determinada por ensaio imunoenzimatico
Enzyme (-linked Imunnossorbent Assay — ELISA), por meio do kit comercial Human

LGALSS3/Galectina-3 ELISA Kit (Sigma Aldrich, USA), de acordo com as instrucdes
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do fabricante. Foi utilizada a leitora de microplacas Epoch (Biotek Instruments Inc.)

com o programa Gen5 ELISA (Biotek®).

Andlise e Interpretacdo dos dados

Os célculos estatisticos foram realizados através do software PRISMStatistics
v.6.0 e SPSS statistics v.22. Para testar o equilibrio de Hardy-Weinberg e
construcdo dos haplétipos, foi utilizado o software Arlequin (versdo 3.2). A
prevaléncia de diferentes genétipos foi comparada pelo teste Qui-quadrado (x?). A
existéncia de associacdes entre variaveis categoricas foi avaliada pelos testes Qui-
guadrado de Pearson e exato de Fisher.

Para variaveis quantitativas sem distribuicdo normal foi usado o teste Mann-
Whitney e com distribuicdo normal o teste T-Student. Andalise de correlacdo foi
realizada entre as variaveis clinicas e valores de Rq, utilizando os testes de
Spearman ou Pearson quando apropriado para obtencdo do valor de p e r As
diferencas foram consideradas significativas para valores de p <0,05. A magnitude
destas associacfes foi estimada como Odds Ratios (OR), utilizando intervalos de

confianca de 95%.

Aspectos Eticos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da

Universidade de Pernambuco (UPE), sob parecer n°® 3.850.635.

RESULTADOS

A tabela 1 mostra as caracteristicas clinicas, demogréaficas e variaveis do



47

ecocardiograma dos pacientes do estudo. Os individuos com FA permanente
apresentaram média de idade de 66.56+12 anos, 50.5% eram do sexo masculino e
com o indice de Massa Corporea (IMC) sobrepeso/obeso (73.3%) sendo o mais
prevalente nesse grupo. As principais comorbidades foram hipertensdo arterial
sistémica (HAS) (86.9%), insuficiéncia cardiaca (IC) (50%), dislipidemia (47%) e
valvopatia (39.8%). Os participantes com FA paroxistica eram em sua maioria do
sexo feminino (60%), com IMC sobrepeso/obeso sendo o mais prevalente (40%) e
guanto as comorbidades, HAS (90%), IC (51.47%), doenca valvar (37.1%) e
dislipidemia (32.8%) apareciam em maior numero, caracteristicas essas
semelhantes ao grupo com FA permanente. As variaveis clinicas e demograficas
nao foram estatisticamente diferentes entre os grupos de FA.

Para analise ecocardiografica 66 voluntarios foram randomicamente
selecionados de bando de dados, sendo eles 48 do grupo FA permanente e 18 do
grupo FA Paroxistica. Quanto aos parametros ecocardiograficos (tabela 1) no grupo
FA permanente quando comparado ao grupo FA paroxistica, chama atencdo as
alteracoes principalmente no grupo FA permanente, sendo elas, diametro de AE
(46.49+7.68 vs. 41+5.85, p=0.007), volume de AE (106.5%£41.64 vs. 79; P25: 54.7,
P75: 97, p=0.02) e volume AE indexado pela superficie corpérea (51.29; P25: 39.9,
P75: 78.1 vs. 41.55; P25: 28; P75: 54.9, p=0.04), além dos valores de strain
longitudinal de atrio esquerdo (SLAE) (10; P25: 7.2, P75: 12.4 vs. 16.3; P25: 8.1,

P75:21.2, p=0.002).
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Tabela 1. Caracterizacao sociodemografica, clinica e parametros ecocardiograficos dos
pacientes portadores de fibrilagdo atrial.

Variaveis Total FA Permanente FA Paroxistica P valor
(n= 276) N =206 (%) N =70 (%)
Género
Feminino 144 (52.2) 102 (49.5) 42 (60) 0.16
Masculino 132 (47.8) 104 (50.5) 28 (40)
Idade (anos) 65.32+14.73 66.56+12 61.66+20.35 0.18
indice de Massa Corpérea (IMC)
Normal 77 (28) 55 (26.7) 23 (32.9) 0.35
Sobrepeso/ Obeso 199 (72) 151 (73.3) 47 (67.1)
Comorbidades
Dislipidemia 120 (43.5) 97 (47) 23 (32.8) 0.05
Hipertensdo Arterial Sistémica 242 (87.7) 179 (86.9) 63 (90) 0.67
Diabetes Mellitus 56 (20.3) 44 (21.3) 12 (17.4) 0.49
Insuficiéncia Cardiaca 138 (50) 102 (49.5) 36 (51.4) 0.89
Acidente Cerebrovascular 61 (22.1) 45 (21.8) 16 (22.8) 0.86
Doenca Renal 23(8.3) 16 (7.7) 7 (10) 0.61
Doenca Valvar 110 (39.8) 84 (40.7) 26 (37.1) 0.67
Doenca Arterial Coronariana 33 (12) 23 (11) 10 (14.3) 0.53
Variaveis FA Permanente FA Paroxistica P valor
(n=48) (n=18)
Média/mediana Média/mediana
DdVE 49.71+6.48* 53.5+11.17* 0.09
DsVE 35.37+7.13* 37.5+13.44* 0.4
FE (Teichholz) 55.69+12.28* 57.26+15.65* 0.67
AE 46.49+7.68* 41+5.85* 0.007
Vol AE 106.5+41.64* 79 (54.7-97) 0.02
Vol AE/SC 51.29 (39.9-78.1)* 41.55 (28-54.9)* 0.04
SLAE 10 (7.2-12.4)* 16.3 (8.1-21.2) 0.02
SLGVE 14.34+3.22* 15.48+5.22* 0.28

Legenda: FA= fibrilacdo atrial; VR: Valor de referéncia; DAVE: Didmetro diastélico do Ventriculo Esquerdo (VR: 38-52);
DsVE: Diametro sistolico do Ventriculo Esquerdo (VR: 22-35); FE: Fracdo Ejecdo (VR: >=55); AE: Diametro de Atrio
Esquerdo (VR:27-38); Vol AE: Volume de Atrio Esquerdo (VR: 22-53); Vol AE/SC: Volume de Atrio Esquerdo/ Superficie
Corpérea (VR: <34); SLAE: Strain Longitudinal de Atrio Esquerdo (VR: 38-41); SLGVE: Strain Longitudinal Global de
Ventriculo Esquerdo (VR: <18); *médiatdesvio-padrdo; *mediana (P25-P75).
A tabela 2 mostra a frequéncia dos genotipos de acordo com 0s grupos de
estudo. A distribuicdo dos gendtipos para os polimorfismos estavam de acordo com
o equilibrio de Hardy-Weinberg. A frequéncia do alelo variante C para o rs4652 foi
de 208 (49.8%) no grupo FA permanente e 65 (47.1%) no grupo FA paroxistica, e
para o gendtipo polimorfico CC, 56 (27%) para o grupo FA permanente e 12 (17.8%)
no grupo FA paroxistica. Quanto ao rs4644, a frequéncia do alelo variante A foi de
105 (96.2%) para o grupo FA permanente e 35 (27.8%) para FA paroxistica. Nos

individuos com FA permanente, o genétipo e o alelo mais prevalente,

respectivamente foram o AC (49.6%) e A (50.5%) no rs4652 e CC (53%) e C (74%)
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no rs4644. Nao houve associagcdo entre os genotipos do gene LGALS3 (AA, AC,

CC) dos SNPs rs4652 e rs4644 e o tipo de FA.

Tabela 2. Frequéncia dos polimorfismos no gene LGALS3 (rs4652 e rs4644) em pacientes
com fibrilag&o atrial.

Polimorfismo  Alelo FA FA PERMANENTE FA PAROXISTICA Teste x° (p valor) / OR (IC 95%)*
(n) N (%) n =206 (%) n =70 (%)
FA Permanente vs FA Paroxistica
LGALS3 A 279 (50.5) 206 (50.2) 73 (52.9) A vs C: 0.55; 0.88 (0.59-1.29)
(rs4652) AA vs AC: 0.32/ 1.46 (0.75-2.85)
(n =276) c 273 (49.5) 208 (49.8) 65 (47.1) AA vs CC: 0.52; 0.73 (0.31-1.7)
AA 71 (25.7) 55 (26.6) 16 (23.2) AC vs CC: 0.06; 0.5 (0.24-1.03)
AA+AC vs CC: 0.14; 0.56 (0.28-1.13)
AC 137 (49.6) 96 (46.4) 41 (59.4) AC+CC vs AA: 0.63; 0.83 (0.44-1.58)
CcC 68 (24.7) 56 (27) 12 (17.8)
Polimorfismo  Alelo FA FA PERMANENTE FA PAROXISTICA Teste x° (p valor) OR (IC 95%)
(n) N (%) n =206 (%) n =70 (%)
FA Permanente vs FA Paroxistica
LGALS3 A 144 (26) 105 (96.2) 35 (27.8) A vs C: 0.64; 0.88 (0.56-1.38)
(rs4644) AA vs AC: 0.99; 0.91 (0.26-3.12)
(n =276) c 408 (74) 309(38) 91 (72.2) AA vs CC: 0.74; 0.75 (022-2.77)
AA 14 (5) 10 (4.8) 4 (5.8) AC vs CC: 0.56; 0.83 (0.47-1.46)
AA+AC vs CC: 0.49; 0.82 (0.47-1.42)
AC 116 (42) 85 (41) 31(45) AC+CC vs AA: 0.75; 1.21 (0.36-3.99)
cc 146 (53) 112 (54.2) 34 (49.2)
LGALS3 FA FA Permanente FA Paroxistica Teste x° (p valor)/ OR (IC 95%)
(N=276) n =206 (%) n =70 (%)
Baixo 52 (19) 42 (20.4) 10 (14.3)
Intermediario 155 (56) 112 (50.4) 44 (62.9) 0.27/ 1.6 (0.73-3.48)
Alto 69 (25) 52 (25.2) 16 (22.8) 0.65/ 1.28 (0.52-3.13)
Intermediario/ Alto 220 (80) 161 (78) 53 (75.7) 0.37/ 1.5 (0.7-3.19)

Legenda: FA=fibrilac&o atrial; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca.

Foram construidos haplétipos dos dois SNPs, e baseado na literatura, de

acordo com Mendonca-Belmont et al. (2016) os haplotipos podem ser classificados

de acordo com os niveis séricos da Gal-3, sendo eles, baixo 52 (19%), intermediario

155 (56%) e alto 69 (25%), sendo mais prevalente no intermediario em ambos o0s

grupos e nao houve associacao entre eles e os tipos de FA (tabela 2). A expresséo

de mRNA da Gal-3, quando comparada entre os tipos de FA n&o teve associacao
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(p=0.95), bem como, também n&o teve associa¢cdo quando comparada com 0S
genotipos dos SNPs rs4652 e 4644 do gene LGALS3 nos grupos estudados (p
0.95). Nao houve associacdo ao comparar os niveis de Gal-3 (p=0.76) e 0 mMRNA

(p=0.34) com o tipo de FA (figura 1).

Figura 1. Niveis de mRNA do gene LGALS3 e quantificacdo sérica da galectina-3
em pacientes com FA.
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Legenda: FA=fibrilac&o atrial. a) Niveis de mMRNA do gene LGALSS3 por gendtipo nos rs4652 e
rs4644. b) Niveis séricos da Gal-3 comparados por subtipos da FA (permanente e paroxistica).
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Correlagdo do mRNA e dos niveis séricos da galectina-3 com parametros
ecocardiograficos em pacientes com FA

Os mRNAs foram investigados e identificados em PBMC de ambos 0s grupos.
Correlagbes de Spearman e de Pearson foram verificadas, em todos 0S grupos,
entre a expressdo do MRNAs e o0s principais parametros ecocardiograficos
estudados (SLAE) conforme mostrado na Figura 2. A presenca do mRNA entre 0s
grupos nao foi correlacionada significativamente com nenhum dos parametros,
apesar da subexpresséao entre os pacientes com FA (figura 2).

Os niveis séricos de Gal-3 foram investigados e comparados ao parametro do
strain de AE (SLAE). Correlagbes de Spearman e de Pearson foram verificadas, em
todos os grupos, o grupo FA permanente teve correlacdo com niveis séricos de Gal-
3 (r=0.24; p=0.01), quanto menor os niveis de Gal-3, menor o strain de AE, as

demais comparacdes nao tiveram correlacéo significativamente estatistica (figura 2).
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Figura 2. Correlacédo dos niveis séricos da galectina-3 e 0 mRNA do gene LGALS3

com o strain de atrio esquerdo.
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Legenda: FA= fibrilag&o atrial; SLAE: Strain Longitudinal de Atrio Esquerdo (VR: 38-41); mRNA: RNA
mensageiro. a) SLAE vs Galectina-3 sérica; b) SLAE vs mRNA LGALS3.

DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a associacdo entre 0s parametros
ecocardiograficos sugestivos de fibrose atrial e as variantes genéticas do gene
LGALSS, que codifica a galectina-3, bem como sua expressao génica e 0s niveis
séricos em pacientes com fibrilacdo atrial. A galectina-3 foi previamente associada
como possivel biomarcador para fibrose cardiaca (Sygitowicz et al., 2022;
Sciacchitano et al., 2018; Clementy et al., 2018).

Nesse estudo, o didametro de AE, volume de AE, volume de AE indexado a

superficie corpérea e o strain longitudinal de AE tiveram associacdo quando
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comparados entre os grupos de FA permanente e paroxistica. Alteracdes no
tamanho do AE podem estar associadas a deformacdo da parede atrial,
representando uma reducdo na complacéncia atrial indicando que a funcgao
encontra-se alterada (CAMELI et al, 2016), bem como a FA esta
independentemente associada ao aumento do diametro do AE (Bao et al., 2022).

Alteracbes no diametro e volume de AE causadas por efeitos da inflamacéao,
estresse oxidativo e fibrose atrial desempenham papel importante no
desenvolvimento e progressao da FA (LIU et al., 2022). A fibrose esta associada ao
remodelamento e diminuicdo da complacéncia do AE, os parametros de funcao do
AE avaliados pelo ecocardiograma speckle-tracking (EST) podem ter valor preditivo
sobre a fibrose do AE (Bao et al., 2022).

O EST pode ser usado para avaliar a fibrose atrial (Lacalzada-Almeida et al.,
2017), e serve como marcador de remodelacdo do AE para detectar disfuncao
precoce do AE mesmo antes das alteracOes estruturais do atrio esquerdo (Goette et
al., 2017). A técnica de strain tem sido usada para avaliar a deformacdo miocardica
pelo ecocardiograma, apresentando grande sensibilidade na deteccao de alteracdes
subclinicas. Ao introduzir a técnica de speckle-tracking, que permite quantificar a
deformacéo miocardica em duas dimensdes, medindo velocidade tecidual e tor¢céo
de ventriculo (BARBERATO et al., 2019).

De acordo com Pilichowska et al. (2018) volume do AE correlacionaram-se
com a extensdo da fibrose, avaliada por mapeamento eletroanatbmico através de
acesso transeptal e comprovaram que EST pode ser util na avaliacdo néo invasiva
de fibrose do AE. Kilicgedik et al. (2017) em seu estudo demonstrou associacéo

significativa entre a deformac&o (strain) longitudinal atrial global do AE e a
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progressdo da FA, além disso outros estudos abordando métodos nao-invasivos
podem colaborar com o valor prognostico da doenca.

Quando avaliado os SNPs (rs4652 e rs4644) do gene LGALS3 néo foi
encontrada diferenca significativa entre os genétipos AA, AC e CC e os grupos de
comparacdo FA permanente e paroxistica. Cruz et al. (2015) investigaram o
desenvolvimento das formas cardiacas da doenca de Chagas, que também cursa
com mecanismo inflamatério crénico, ndo encontraram predisposicdo genética para
o polimorfismo da galectina-3 (Cruz et al., 2015).

Ao investigar os SNPs do gene LGALS3 e niveis séricos de Gal-3 em
pacientes com esclerose sistémica (ES), doenca autoimune que cursa com dano
vascular, inflamacao e producéo exacerbada de matriz extracelular, resultando em
fibrose, Cunha et al. (2021) encontraram em seu estudo que o genotipo LGALS3
rs4652 AC foi mais frequente em pacientes com ES do que nos controles e genaotipo
CC polimoérfico foi associado a niveis mais baixos de Gal-3 nos pacientes com
esclerose sistémica assim como no grupo controle.

No presente estudo, nao foi observada associacdo dos niveis séricos da Gal-
3 com o subtipo da FA. De acordo com um estudo de metanalise, niveis de Gal-3
sdo mais altos em pacientes com FA do que nos pacientes sem a doenca e estao
associados a maiores chances de desenvolver FA, bem como os niveis da Gal-3
diferem significativamente entre os grupos com e sem FA (Gong et al. 2018).
Contrariamente, um estudo realizado por Kalstad et al. (2021), que investigou
associacdo entre a presenca de FA e marcadores de remodelacdo cardiaca,
observaram que ndo foi encontrada associacdo entre o subtipo de FA e niveis

séricos de Gal-3.
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Quanto aos niveis de mRNA do gene LGALS3 néo foi observada diferenca
significativa, contudo observamos uma correlagdo positiva com 0s niveis séricos da
Gal-3 e SLAE, o que difere do resultado encontrado no estudo de Walek et al.
(2021), onde a correlacdo encontrada foi negativa. Em seu estudo, Walek comparou
0 SLAE em pacientes com FA e em ritmo sinusal apos cardioversdo elétrica. Os
resultados do estudo de Walek et al. (2021) diferem dos apresentados por nés em
termos da correlacdo da concentracdo de Gal-3. Essa discrepancia pode ser
resultado da selecdo dos grupos testados. No nosso estudo, todos 0s pacientes
tinham FA permanente ou paroxistica, enquanto no de Walek, o subtipo da FA era a
persistente, bem como seu grupo de comparacdo que tinha ritmo sinusal apos
cardioverséo.

A Gal-3 vem sendo discutida no tocante as doencas cardiovasculares, ja
documentada na aterosclerose, acidente vascular cerebral isquémico, sindrome
coronariana aguda, insuficiéncia cardiaca, hipertensao arterial, cardiomiopatias e
fibrilacdo atrial (Sygitowicz et al., 2022; Bland et al., 2020). Acredita-se que
desempenha papel na transicdo da remodelacdo compensatoria a descompensacao,
mediando a ativacdo dos macrofagos e induzindo a remodelacdo estrutural e
eletrofisiolégica dos atrios. A FA pode ainda induzir a liberacdo de macrofagos
produzindo um ciclo vicioso que pode perpetuar a progressao da doenca (Gong et
al., 2018), tal fenbmeno pode explicar o fato de termos encontrado uma correlacao

positiva entre o aumento da SLAE e niveis de galectina.

Limitacdes
O presente estudo tem algumas limitacoes, dentre elas o tamanho da amostra

dos pacientes que realizaram ecocardiograma e que tem resultado do nivel sérico de
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Gal-3, além disso, a utilizagdo de um grupo controle pareado por idade poderia
ajudar a explicar a funcdo da galectina na doencga cronica causada pela FA,
condudo, a principal pergunta abordada nesse estudo foi a alteragdo da galectina

nas formas clinicas da FA (permanente e paroxistica).

CONCLUSAO

Portanto, a distribuicdo das frequéncias alélicas, genotipicas e dos haplétipos
do polimorfismo LGALS3 rs4652 e rs4644 nao apresentou variagao estatistica, o que
sugere que estes SNPs ndo possuem associacdo com as formas clinicas da FA
(permanente e paroxistica). Em contrapartida, achados ecocardiograficos tiveram
associacao entre os grupos, bem como quando comparado ao nivel sérico na FA
permanente. Dessa forma a avaliacdo de marcadores de fibrose na fibrilacdo atrial
pode colaborar no manejo da doenca e no seu prognéstico, contudo mais estudos
com um tamanho amostral maior precisam ser realizados para confirmar o papel da

galectina na FA.
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6 CONCLUSAO

Diametro de éatrio esquerdo, volume do &trio esquerdo e volume do atrio
esquerdo indexado a superficie corpGrea, além do strain do atrio esquerdo sdo
parametros sugestivos de fibrose em pacientes com fibrilacao atrial em suas formas
clinicas paroxistica e permanente.

A distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas dos genes envolvidos
com o canal ibnico e com a galectina-3 e a expressao génica dessa proteina, ndo
tiveram associacao com as formas clinicas da FA, o que sugere que estes SNPs nao
possuem associacdo com a doenca.

Niveis séricos de galectina-3, apesar de ja descritos na literatura como
provavel marcador de fibrose, n&o apresentaram associacdo quando

correlacionados com os subtipos da doenca.
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APENDICE
APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos V.Sa. a participar como voluntario(a) da pesquisa “IMPACTO DOS
POLIMORFISMOS GENETICOS E GALECTINA-3 NA FIBROSE ATRIAL EM
PACIENTES COM FIBRILACAO ATRIAL”, sob responsabilidade do pesquisador Dério C.
Sobral Filho, que tem por objetivo Verificar a associacdo entre a fibrose atrial com os niveis
séricos de galectina-3 e a presenca de polimorfismos em genes envolvidos no processo fibrotico e
canais idnicos nos pacientes selecionados nos pacientes com fibrilacdo atrial.

Para a realizagdo deste trabalho ser&o utilizados os seguintes métodos:

e Seréa retirada uma amostra de 04 ml de sangue, por profissionais habilitados, durante o
atendimento. O material genémico seréd congelado & -80° até o0 momento da identificacdo
dos polimorfismos, que sera realizado no laboratério de Biologia Molecular de Virus-
LBMV/FCM/ICB-UPE.

e Um questionario serd aplicado ao paciente com perguntas relacionadas ao seu perfil
socioecondmico, estado geral de salde e tratamento.

Quanto aos riscos e desconfortos, o procedimento para coletar o material da pesquisa é a retirada
de uma Unica coleta de 04 ml de sangue através de puncdo venosa, por profissionais habilitados.
Entretanto, um risco de maior gravidade para o paciente seria a ndo coleta por dificuldade em
puncionar a sua veia e esse fato pode representar um risco minimo de ocasionar uma pequena
mancha roxa no local da puncgéo.

Os beneficios esperados com o resultado desta pesquisa s&o:

e Fornecer subsidios para o desenho de estratégias terapéuticas empregando as moléculas
estudadas;

e Fornecer subsidios para estabelecer o melhor manejo clinico dos pacientes com fibrilagdo
atrial;

O senhor (a) tera os seguintes direitos: a garantia de esclarecimento e resposta a qualquer
pergunta; a liberdade de abandonar a pesquisa a qualquer momento sem prejuizo para si ou para
seu tratamento; a garantia de privacidade a sua identidade e do sigilo de suas informacdes e de
que caso haja algum dano a sua pessoa, 0s prejuizos serdo assumidos pelos pesquisadores ou pela
instituicdo responsavel, inclusive acompanhamento meédico e hospitalar. Para garantir que seus
direitos sejam resguardados, o presente documento constarad em duas vias: uma para o voluntario e
outra para o pesquisador.

Nos casos de duvidas e esclarecimentos procurar os pesquisadores através do endereco, celular
ou e-mail:

Dério C. Sobral Filho — Rua dos Palmares, 262, Santo Amaro, Recife-PE. Cel: (81) 99989-9190/
E-mail: dsobral@uol.com.br

Dinaldo Cavalcanti de Oliveira - (81) 98679-3821/ E-mail: dinaldooliveira5@gmail.com

Mariana Barros Melo — Cel: (81) 99461-3705/ E-mail: marianabms@gmail.com

Eu, , apos ter recebido todos os
esclarecimentos e ciente dos meus direitos, concordo em participar desta pesquisa, bem como
autorizo a divulgacdo e a publicacdo de toda informacdo por mim transmitida em publicacfes e
eventos de carater cientifico.

Recife, / /

Assinatura do Participante Assinatura do Pesquisador

Testemunha
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APENDICE B - QUESTIONARIO PARA COLETA DE DADOS
Ficha de Coleta de Dados

1. Identificacdao

Nome: Ocupacgao:
Sexo: F( ) M ( ) Data de Nascimento: Renda mensal: até 1 salario ( ) de 1 a 3 saldrios ( )
Registro: Telefone: de 3 a5 salarios ( ) acima de 5 salarios ( )
Raca: Branco ( ) Pardo( ) Negro( ) Indigena( ) Escolaridade:
Analfabeto ( )
Estado civil: Casado/unido estdvel () Separado ( ) Ensino fundamental incompleto ( )
Vidvo () Solteiro ( ) Ensino fundamental completo ( )
Ensino médio incompleto ( )
Endereco: Ensino médio completo ( )

Ensino superior incompleto ( )
Ensino superior completo ( )

Procedéncia: RMR ( ) Interior ( ) Outros Estados ( )
3. Antecedentes Familiares

FA: Paroxistica ( ) Persistente ( ) Permanente ( ) Casos de FA na familia: Sim ( ) N3o ()
Data do diagndstico da FA:

Grau de Parentesco:

Sintomas iniciais: Casos de DCV na familia: Sim ( ) Nao ( )

Se sim, quais:

Sintomas atuais:

RC: FC: bpm
Permanece com FA: Sim ( ) Ndo ( ) PA: X mmHg
Possui comprovagao do diagndstico:
ECG: Sim ( ) Ndo () Sopro:
Holter: Sim ( ) Nao ( ) Pulmdes:
Confirmagao no prontuario: Sim ( ) Nao ( )
Classe Funcional (NYHA): Abdome:
Chads: ChadsVasc: Peso: Altura: IMC:
COMORBIDADES Circ. Abd.:

9. Ivieaicamentos

Dislipidemia Sim( ) N%o( ) ( ) Anticoagulantes ( ) Anti-hipertensivo
1€ ) S!m( ) N?o( ) ( ) Hipoglicemiante ( ) Estatinas
Sedentarismo S!m( ) Nfo( ) ( ) Antiagregantes ( ) Antiarritmicos
DM S!m( ) Nfo( ) ( ) Antidepressivos ( ) Diurético
HAS Sim (1) Néo (') ( ) Outros (Especificar):
Doenca Renal Sim () Nao ( )
Cancer Sim () N3o ( ) 6. Procedimentos
Obesidade Sim () Nao () ATC: () ABLACAO: ( )
AVCou AIT Sim () Nao () CATE: ()
D. Valvar Sim (') Ndo () Cirurgia Cardiaca ( ) Sim N3o ( ) Qual?
D. Vascular Per  Sim () N&o () Possui MP/CDI  Sim ( ) No ()
D. Reumatica Sim () Nao ( )
DAC Sim () Nao ( )
D. Carotidea Sim () Nao ( )
Outra Doenga:
Tabagista: Sim () Ndo ( ) Quanto:

Etilista: Sim ()
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APENDICE C — MATERIAL SUPLEMENTAR

Foram genotipados pacientes, para o0s SNPs KCNN3 (rs1337633), HCNN4
(rs7164883), CAV1 (rs3807989). A frequéncia do alelo variante C e o gendtipo
polimérfico CC para o KCNN3 foram, respectivamente, de 286 (75.66%) e 108 (76%)
no grupo FA permanente e 92 (24.34%) e 34 (24%) no grupo FA paroxistica. Para o
gene HCNN4, a frequéncia do alelo variante A e genoétipo AA foram,
respectivamente, de 330 (74.8%) e 111 (25.2%) para o grupo FA permanente e 111
(25.2%) e 42 (25.6%) para o grupo FA paroxistica. Quanto ao gene CAV1, a
frequéncia do alelo variante A e genétipo AA foram, respectivamente, de 206
(75.66%) e 72 (24.34%) para o grupo FA permanente e 111 (25.2%) e 42 (25.6%)
para o grupo FA paroxistica. Ndo houve associacdo entre os genétipos do gene
citados tipo de FA.

Tabela suplementar. Frequéncia dos polimorfismos nos genes KCCN3, HCNN4 e
CAV1 em pacientes com fibrilag&o atrial.

Polimorfismo  Alelo FA (FA PERMANENTE) (FAPAROXISTICA) Teste Xz (p valor) OR (IC 95%)
(n) N (%0) n =192 (%) n = 64 (%)
FA Permanente vs FA Paroxistica
KCNN3 C 378 (73.8) 286 (75.66) 92 (24.34) Cvs T:0.56; 1.14 (0.72-1.78)
(rs1337633) CC vs CT: 0.84; 1.08 (0.59-1.99)
(n =256) T 134(26.2) %8 (7313 36 (26.87) CCvs TT:0.58; 1.36 (0.48-3.81)
ccC 142 (55.5) 108 (76) 34 (24) CTvsTT:0.78; 1.25 (0.43-3.61)
CC+CT vs TT: 0.59; 1.31 (0.48-3.58)
cr 94(36.7) 70(74.5) 24(259) TT+CT vs CC: 0.66; 0.88 (0.49-1.55)
TT 20 (7.8) 14 (70) 6 (30)
Polimorfismo  Alelo FA (FAPERMANENTE) (FAPAROXISTICA) Teste ° (p valor) OR (IC 95%)
(n) N (%) n =220 (%) n=72 (%)
FA Permanente vs FA Paroxistica
HCNN4 A 441 (75.5) 330 (74.8) 111 (25.2) Avs G: 0.65; 0.87 (0.56-1.36)
(rs7164883) AAvs AG: 0.78; 0.9 (0.52-1.56)
(n=292) G 143(209) 110(76.9) 33(23.) AAvs GG: 0.76; 0.69 (0.18-2.57)
AA 164 (56.1) 122 (74.4) 42 (25.6) AG vs GG: 0.99; 0.76 (0.2-2.91)
AA+AG vs GG: 0.76; 0.72 (0.19-2.63)
AG  113(387) 86 (76) 27(24) GG+AG vs AA: 0.68: 1.14 (0.67-1.93)
GG 15 (5.2) 12 (80) 3(20)
Polimorfismo  Alelo FA (FAPERMANENTE) (FAPAROXISTICA) Teste ° (p valor) OR (IC 95%)
(n) N (%) n =208 (%) n =69 (%)
FA Permanente vs FA Paroxistica
CAV1 278 (50.2) 206 (75.66) 72 (24.34) Avs G:0.62; 0.89 (0.61-1.32)
(rs3807989) AAvs AG: 0.62; 0.85 (0.44-1.62)
(n=277) G 276 (49.) 210(73.13) 66 (26.87) AA Vs GG: 0.71: 0.82 (0.39-1.71)
AA 77 (28) 56 (72.7) 21 (27.3) AG vs GG: 0.99; 0.97 (0.49-1.9)
AA+AG vs GG: 0.87; 0.91 (0.49-1.69)
AG 124 (44.78) 94(758) 30(242) GG+AG vs AA: 0.99; 0.98 (0.58-1.67)
GG 76 (27.22) 58 (76.3) 18 (23.7)

Legenda: FA=fibrilag&o atrial; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca.
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ANEXO B - ARTIGO N° 1 - REVISAO SISTEMATICA

O artigo foi publicado na revista Journal of Clinical Medicine Research, no ano
de 2020.
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Abstract

Galectin-3 (Gal-3) is a biomarker of fibrosis that has been associ-
ated with atrial remodeling. Acknowledging the presence of a bio-
marker in patients with atrial fibrillation (AF) can allow for a better
clinical treatment. The aim of this study was to assess the associa-
tion of Gal-3 with atrial fibrosis in patients with AF. This is a sys-
tematic review study. From the total number of studies analyzed, 12
demonstrated a relation between atrial fibrosis and Gal-3 in patients
with AF and presented statistically significant association values.
We conclude that Gal-3 is associated with atrial fibrosis in patients
with AF in all types, as well as after the arrhythmia treatment by
ablation.

Keywords: Galectin-3; Atrial fibrosis; Atrial fibrillation; Clinical
studies; Observational studies; Experimental studies

Introduction

Atrial fibrillation (AF) is the most prevalent sustained cardiac
arrhythmia in the world [1]. Its prevalence is almost twice as
high as the observed in the past decade, but data about AF may
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be underestimated because the asymptomatic form is not diag-
nosed frequently [2]. AF is associated with a mortality increase
of approximately two times that observed among patients with
sinus rhythm [3].

AF genesis is related to electrophysiological alterations in
the atrial tissue that foster and propagate the abnormal electric
impulse. Many clinical conditions are considered risk factors
for the development of AF, and possibly influence in the preva-
lence rise observed in the last decades [2].

Atrial fibrosis is an induction factor of cardiac structural
remodeling, which can create arrhythmogenic substrate for the
emergence of AF [4, 5]. Studies performed with humans and
animals show that left atrial fibrosis is involved with this ar-
rhythmia physiopathology [6-8]. Better understanding of the
relation between atrial fibrosis and AF can allow for the iden-
tification of a higher-risk subgroup, and may have an impact in
the management of those patients (rhythm control, frequency or
ablation control) [6].

The exact mechanism leading to atrial fibrosis still re-
mains undefined, however, some studies demonstrated that
the activation of the immune system and inflammatory re-
sponse play a role in the physiopathology of atrial fibrosis[1,
5]. In this scenario, galectin-3 (Gal-3) has been considered
one of the possible substances contributing to cardiac fibrosis
[5].

The role of Gal-3 in the pathogenesis of cardiac fibrosis
involves macrophages and fibroblasts recruitment in the myo-
card, resulting in cell proliferation and collagen accumulation
[5, 9, 10], and it plays a role in the electric atrial activity and
structural remodeling [1]. Studies showed that high circulat-
ing Gal-3 concentrations were associated with an increased
risk of developing AF [1, 5, 9, 10]. Despite of inferences
that point to Gal-3 playing a role in the atrial fibrosis and AF
physiopathology, there is still a need for further understand-
ing of the molecular basis and clinical associations of it [11,
12] (Fig. 1).

Better understanding of Gal-3 association with atrial fi-
brosis in patients with AF will allow for progress in the un-
derstanding of this arrhythmia physiopathology and contribute
for a more appropriate clinical management of carrier patients
or those with high risk for the development of AF. The present
study aimed at assessing the association of Gal-3 with atrial
fibrosis in patients with AF.
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Figure 1. Potential mechanistic roles of galectin-3 in tissue fibrogenesis.

Methods

The present study is a systematic review of literature follow-
ing the guidelines of Preferred Reporting Items for System-
atic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) statement [13].
The question asked in this review was: “What is the relation
between Gal-3 and atrial fibrosis in patients with AF?”” Using
PICOS [14] search strategy, we considered eligible studies
in which the population was composed of patients with AF,
where Gal-3 had been assessed as a possible marker for car-
diac fibrosis and those studies that were clinical, observational
or experimental studies.

The following databases were searched up until April
2020: Cochrane Library, British Medical Journal (BMJ) Best
Practice, National Library of Medicine National Institutes of
Health (PubMed/MEDLINE), World Wide Science, Science
Direct, Literatura Latino-Americana ¢ do Caribe em Ciencias
da Saude (LILACS), and Directory of Open Access Journal ¢
University of Alberta Library. Search strategy was guided by
the use of controlled vocabulary according to Descritores em
Ciencias da Saude (DeCs) as an extended translation of Medi-
cal Subject Headings (MeSH). In DeCs, the search was carried
out in Portuguese and keywords were obtained in English, and
their combination was done using the boolean operators “and”
and “or”. Keywords used in this study were: “galactin-3”,
“atrial fibrosis”, “atrial fibrillation”, “cardiovascular disease”,
“clinical studies”, “observational studies”, and “experimental
studies”.

The search for the studies was guided by the research
question and the combination of the keywords in the database,
aiming to find the term in the article title, abstract and key-
words. There were no restrictions with language but articles
from 2010 to 2020 were given priority. Excluded studies en-
compassed review articles, systematic reviews, meta-analysis
and grey literature. Keywords were combined two by two in
each database, and when necessary, we chose to use a triple
combination.

First, titles and abstracts were read and each researcher
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registered the agreement or not to the inclusion of the study
(the first step). Disagreeing cases were discussed and submit-
ted to a third evaluation performed by a more experienced re-
searcher (the second step). Second, selected articles were fully
read aiming to find the answer to the research question of the
review (the third step). Figure 2 describes the flow for the iden-
tification, selection, eligibility and inclusion of studies.

Data extraction was carried out independently by two re-
searchers with the aid of an electronic form built using Mi-
crosoft Excel®, and a data compatibility assessment was per-
formed by a third researcher, in order to evaluate consistency
and cleanliness of data. Kappa coefficient was used to assess
the inter-observer reliability. Critical review of studies’ quality
of data was carried out using Oxford Centre Evidence Based
Medicine [15], as well as the methodology quality of studies
was evaluated using GRADE [16] guidelines, using a check
list with questions (Supplementary Material 1, www.jocmr.
org) in order to assess the scientific inference and significance.
Study data synthesis was guided by PRISMA, following the
structure rationale IMRaD (Introduction, Methods, Results
and Discussion).

Results

A total of 12 studies fulfilled the eligibility criteria estab-
lished and their main information is listed in Table 1 [5, 10-
12, 17-24]. Inter-observer reliability of the study relevance
was considered substantial (Kappa = 0.67), and it pointed
to the homogeneity of the articles included in the study. As
shown here (Supplementary Material 1, www.jocmr.org),
with regard to the relevance of the outcomes presented, there
was an agreement that 100% (n = 12) of studies analyzed
present scientific relevant results, as well as 100% of studies
presented a clear methodology and in accordance to the main
outcome.

Articles were analyzed with regard to quality and catego-
rized by degree of recommendation and level of evidence [15].
It was observed that 91.66% (n = 11) of the articles were classi-
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‘ Number of articles identified by search in data bases ’

|

Number of articles after duplicates
removal (1* step) N= 287

Number of articles
excluded N= 241

Number of articles with full text after
reading of title and abstract N=46

l

[ Elegibility } { Selection } ‘ Identification]

evaluation (2%tep) N= 21

{ Number of articles after third reviewer ]

l

Articles included for qualitative
synthesis (3"step) N=12

Figure 2. Results flowchart of studies search and selection strategy.

fied as grade B of recommendation (moderate), and one article
(8.34%) as grade A of recommendation (high). Cohort studies
were the most frequent type 62.5% (n = 10). Case-control stud-
ies were 58.3 % (n=7), 33.3% (n = 4) were prospective cohort
and 8.4% (n = 1) were ecological studies (Table 1).

Discussion

Twelve studies that fit the inclusion criteria were included in
the present review [5, 10-12, 17-24], comprising a total of
9,470 individuals. Age of study subjects ranged from 46.1 to
70 years old. All studies demonstrated that Gal-3 levels are
higher in patients with AF non-valvular and that it can be con-
sidered a marker for fibrosis in this population (Table 1).

Stanojevic et al (2019) [17] compared levels of Gal-3 in
patients with acute myocardial infarction (AMI) and AF in or-
der to investigate the role of Gal-3, and they found that pa-
tients with AMI and AF had higher levels of Gal-3 than those
without AF (P < 0.05), and that Gal-3 can be considered and
independent predictive factor for the emergence of AF.

Fashanu et al (2017) [12] in the ARIC study, analyzed if
Gal-3 was associated with AF incidence in a cohort of 8,436
individuals, and found out that subjects with elevated Gal-3
levels presented higher risk of developing AF (P < 0.0001).
The association of Gal-3 with AF incidence was very strong in
the first year of follow-up, and it can be explained by the role
Gal-3 plays in myocardial fibrosis. The association between
plasma Gal-3 and AF was moderately strong and independ-
ent of baseline AF risk factors. This association was accounted
for by participants with high Gal-3 levels having developed
more heart failure (HF) during follow-up of AF. Gal-3 may
increase AF risk via pathways involving HF [12]. Most articles
excluded patients with HF.

In a study assessing whether Gal-3 was involved in the
evolution and in the progress of coronary cardiac disease and
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in the progress of AF, Gal-3 was considered a biomarker of se-
verity and/or atherosclerotic plaque instability. It was observed
that elevated levels of Gal-3 are significantly associated with
AF patients (P < 0.05). Elevated levels of Gal-3 can stimulate
macrophage migration, proliferation of fibroblasts and fibrosis
development, being the last one as an important factor affect-
ing the process of myocardial fibrosis [18]. When the type of
AF was compared, levels of Gal-3 were significantly higher in
patients with persistent AF than in those with paroxysmal AF
(P<0.001).

Gurses et al (2015) [10] also observed that elevated lev-
els of Gal-3 are associated with AF (P < 0.001), and it can
be considered an independent AF predictor in a multivariate
analysis (P < 0.001). When the relation was assessed compar-
ing the type of AF, levels of Gal-3 were significantly higher in
patients with persistent AF than in those with paroxysmal AF
(P <0.001). These results suggest that Gal-3 is involved in the
structural remodeling process in those patients.

Berger and colleagues, in 2017 [19] aimed at assessing the
levels of serum Gal-3 and in the left atrial tissue in patients to
be submitted to thoracoscopic surgery for AF, and investigated
if the baseline levels of Gal-3 or its alteration had any impact
in the fibrotic process that contribute to the arrhythmogenic
substrate after AF modification to the sinus rhythm. As a re-
sult, they observed that an increase in the levels of Gal-3 was
significantly associated with a higher recurrence of AF after its
correction by surgical procedure (P = 0.014).

Clementy et al (2016) also verified that patients with an el-
evated level of Gal-3 presented more frequently AF recurrence
after ablation (P = 0.00006). In a univariate analysis, Gal-3 was
an AF recurrence predictor (P = 0.02), and in a multivariate
analysis it was an independent predictor of new AF events (P =
0.02). Thus, they concluded that high levels of Gal-3 are strong
predictors of AF recurrence after ablation, independently of its
type [22]. As a limitation, Clementy et al (2016) [22] showed
that patients with HF were also included in the study, despite
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the bias that Gal-3 levels are greater in this population. In ad-
dition, Gal-3 remained an independent predictor of AF recur-
rence even after removing HF patients from the population.

Furthermore, the findings of Berger and colleagues sug-
gest that the increase in the levels of Gal-3 is determined by
the presence of AF, reflecting a process that can cause the dis-
ease. In those patients, the increase in the levels of Gal-3 oc-
curs with time and it leads to a fibrotic process, increasing the
risk of arrhythmogenic substrate development that remains or
develops further, independently of AF modification to sinus
rhythm. In a multivariate analysis, it was observed that Gal-3
is an independent AF recurrence predictor (P =0.035) [19]. As
a conclusion of their study, Gal-3 is an independent variable
for predicting risk in patients with AF, playing an important
role as a potential marker for structural remodeling. Fibrosis
is an important component of the arrhythmogenic substrate,
and patients with AF have an increase in the load of fibrosis
[19].

In some studies, females presented higher levels of Gal-3
when compared to males (P <0.0001) [12], (P=0.03) [21], (P
=10.046) [19], however, Stanojevic et al (2019) [17] and Selco-
ki et al (2016) [5] found out that males presented elevated lev-
els of Gal-3 in univariate and multivariate analysis (P < 0.001
[17] and P = 0.047 [5], respectively). Black patients presented
higher levels of Gal-3 when compared to white patients (P <
0.00001) [12].

Hernandez-Romero and colleagues (2017) evaluated the
role of Gal-3 in atrial remodeling and they found out that there
are differences in the increase of serum levels of Gal-3 be-
tween patients with and without AF (P = 0.02); besides that,
they found association between elevated levels of Gal-3 and
fibrosis (P =0.015). Atrial remodeling evaluated as tissue atrial
fibrosis remained an independent factor for AF development (P
=0.022) [20].

Study results indicate that the pro-fibrotic effects of Gal-
3 and interstitial atrial remodeling are converging processes
in fibrosis development and consequently in the emergence of
AF. Atrial fibrosis is an independent predictor of post-opera-
tive AF occurrence (P = 0.022) [20].

With the goal of determining if Gal-3 is related to atrial
remodeling markers and fibrosis extension, the study carried
out by Yalcin et al (2015) showed that the increase in Gal-3 is
related to cardiac fibrosis in patients with AF (P <0.001), and
it is independently correlated to the fibrosis extension in the
left atrium (P < 0.001), suggesting a possible mechanical role
of Gal-3 in atrial electrical and structural remodeling [11].

When estimating whether the extension of Gal-3 circula-
tion varied between patients with new onset AF and chronic
AF, Chen and colleagues (2016) found out that Gal-3 is inde-
pendently related to new onset AF, that is, to the early stage of
AF (P = 0.05). Thus, researchers suggest that Gal-3 can be a
chronicity biomarker for AF, which could be used to ease the
diagnosis of the early stage of the disease in high-risk patients,
because elevated levels of Gal-3 can stratify the risk of devel-
oping AF [21].

Sonmez et al (2014), found significant results in patients
with AF and elevation in the levels of Gal-3 (P =0.001), sug-
gesting that Gal-3 can be used as a new target to lower the
level of atrial fibrosis and inflammation in patients with AF. In-
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creased Gal-3 leads to an increased number of monocytes and
macrophages involved in cell interactions during atrial remod-
eling. Gal-3 and other fibrosis markers can predict the onset
of the atrial remodeling process and contribute to the clinical
and therapeutic treatment of AF, with a new target aiming at
decreasing atrial fibrosis and inflammation [24].

Selcoki et al (2016) reported that serum levels of Gal-3
and left atrial diameter (LAD) were significantly elevated in
patients with paroxysmal AF (P < 0.001 and P = 0.02, respec-
tively), as well as the association of elevated levels of Gal-3
and an increase in the LAD (P < 0.001). Elevated levels of
Gal-3 predicted 89.7% of patients with paroxysmal AF (P <
0.001). These results strongly suggest that the levels of Gal-3
can be AF markers and can reflect structural remodeling of the
left atrium in patients with paroxysmal AF [5].

Wu et al (2015) also verified that the concentration of
Gal-3 in patients with AF was clevated (P = 0.001). Patients
with AF recurrence presented elevated circulating Gal-3 (P
= 0.007), being an independent predictor for the occurrence
of AF after arrhythmia circuit ablation by radiofrequency in
a multivariate analysis (p=0.007), thus providing diagnostic
value. Patients with persistent AF presented higher LAD (P
< 0.001). LAD and Gal-3 were independent predictors for the
occurrence of AF after ablation (P =0.02 and P = 0.03, respec-
tively). However, Gal-3 cannot be described as a cause or a
consequence of AF [23].

Fibrosis is an important component of the AF arrhythmo-
genic substrate, and patients with the disease show an increase
in the fibrosis. A study showed that the presence of thick fi-
brotic strands in atrial tissue can harness the re-entry activation
and contribute to the AF arrhythmogenic substrate [25].

Conclusions

Studies demonstrated an association between elevated serum
levels of Gal-3 and the presence of AF, either in the persistent
or permanent paroxysmal form, or in the recurrence of this
arrhythmia after the ablation procedure. This association can
be explained by the interaction of Gal-3 with cardiac fibrosis
when we consider that these patients are more likely to present
atrial fibrosis.

Supplementary Material

Suppl 1. Quality Assessment of Study Methodology Accord-
ing to GRADE.
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REVIEW ARTICLE

Detection of atrial fibrosis using echocardiographic strain:

a new pathway

Maria Mariana Barros Melo da Silveira?*
Lucas Reis da Costa?
Richardson da Silva Vasconcelos®

INTRODUCTION

Atrial fibrillation (AF) is the most common sustained cardiac
arrhythmia, with a prevalence of approximately 3% in adults,
which is likely to increase with age, making its prevention and
appropriate management essential factors'. AF is independently
associated with a 1.5- to 2-fold increase in morbidity and mor-
tality risk by all causes in the population in general®’.

Inflammation has been associated with the pathophysiol-
ogy of AF and several pathological processes, such as oxida-
tive stress and apoptosis. Inflammation in the atrium seems to
be related to the emergence of AE, which is part of the fibro-
sis pathophysiology, and contributes to its appearance in the
left atrium (LA)*.

Diseases such as ischemic cardiomyopathy, cardiac val-
vulopathy, and cardiac insufficiency are associated with the
dilation of the LA and an increased risk of developing AF!3.
The enlargement of the LA was initially studied with the aim
of evaluating its relationship with AE, because an atrium with
a larger volume is associated with a higher risk of AF, mainly
in the elderly®. Recently, a significant association of peak atrial
longitudinal strain (PALS) of the LA and the progression of
AF was demonstrated®.

In addition to other cardiovascular diseases, the high prev-
alence of AF represents an important epidemiological, clini-
cal, and economic concern. The identification of echocardio-
graphic parameters, with the objective of an early detection of
atrial alterations in structure and function, becomes a valuable

tool that can contribute to the identification of patients with
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a higher risk or a worse prognosis in face of AF®. The increase
in the LA fibrosis can predict the prognosis after ablation’.

Echocardiography is the most used tool to evaluate atrial
size and function’. As a diagnostic method, speckle tracking
echocardiography (STE) has been used for the detection of
atrial fibrosis and it presents good perspectives for its use in
the routine of clinical practice®. STE is an advanced imaging
technique that allows the assessment of the deformations of
the LA reservoir function, potentially caused by the decrease
in complacency due to atrial fibrosis’.

The objective of this review was to investigate the useful-
ness of STE as an atrial fibrosis marker in patients with AF.

METHODS

This study is an integrative literature review carried out in six steps:
1) identification of the subject and selection of the research
question;
2) definition of inclusion and exclusion criteria;
3) search for the studies and extraction of results;
4) assessment of the studies;
5) interpretation of the results; and

6) knowledge summarizing’.

The research question was elaborated based on PICO
search strategy (P — population: patients with FA; I — interest:
atrial fibrosis; Co — context: STE for the assessment of atrial

fibrosis). It resulted in the following guiding question: Are
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the parameters assessed in the STE useful as markers for atrial
fibrosis in patients with AF?

The inclusion criteria were as follows: articles which the
objectives aimed at discussing the use of STE as a marker for
atrial fibrosis in patients with AF, of the type clinical studies,
observational studies, and meta-analysis or systematic reviews
that were published between 2011 and 2021. We excluded
articles targeting the pediatric population, other review meth-
ods, studies that did not approach atrial fibrosis assessed by
STE, books, monographs, dissertations, thesis, and editori-
als. Databases used were as follows: PubMed, ScienceDirect,
Literatura Latino Americana y del Caribe em Ciéncias de La Salud
(LILACS), Medical Literature Analysis and Retrieval System Online
(MEDLINE), and Portal da Biblioteca Virtual de Sazide (BVS).

Sampling was carried out by survey and analysis of the
publications using the descriptors selected from Descritores em
Ciéncias da Saiide (DeCS, http://desc.bvs.br): Atrial fibrilla-
tion, Atrial fibrosis, Strain, Speckle tracking, and their respec-
tive translations to Portuguese language, with the crossing per-
formed by the Boolean operator “and.”

Initially, titles and abstracts were read by two indepen-
dent researchers and each researcher registered the decision
to include or not the study assessed (step 1). Divergent cases
were submitted to a third researcher for evaluation (step 2).
Subsequently, articles included by the three researchers were
fully read in order to search for the study question (step 3).

The assessment with regard to the Level of Evidence (LE)
followed the guidelines of the Oxford Centre for Evidence-Based
Medicine'®'! as shown in Table 1. Information extracted was
descriptive and directly related to the study question (Tables
1 and 2).

The search retrieved 76 studies, which were reviewed accord-

5,8,12-15

ing to the eligibility criteria, and 6 articles were selected,

as shown in Figure 1.

RESULTS

In total, six articles fulfilled the eligibility criteria and answered
the research question. Figure 1 describes the flow for the iden-
tification, selection, eligibility, and inclusion of studies.

The articles were analyzed regarding their quality and cate-
gorized by the degree of reccommendation and LE!'". Two stud-

ies®'? were classified as recommendation grade A (high), two

studies'>'

were grade B (moderate), and two studies were grade
C (low)>". With regard to the type of study, five articles were

primary research and only one was a review (Table 1).

DISCUSSION

Atrial fibrosis causes conduction disturbances and contributes
to the atrial remodeling. A recent study suggests that cardio-
myocytes can release inflammatory cells, for instance, cardiac
fibroblasts that are responsible for the fibrous tissue formation.
They are activated by cytokines, growth factors, and adipokines,
among others, being related to inflammatory diseases that can
be aggravated when associated with comorbidities. Therefore,
atrial inflammation, even the subclinical type, can contribute
to the appearance of fibrosis'®.

In AE an important LA remodeling occurs in addition to
collagen deposition in the interstice. It causes fibrosis and conse-
quently alterations in the electric conduction that tend to increase
progressively, favoring the conversion to permanent AF’. Atrial

Table 1. Summary of studies according to author, year, level of evidence, method, and objective.

Author and year/

level of evidence and
recommendation

Systematic review

Nielsen et al., 20208/1A .
and meta-analysis

Obijective

Investigate whether the peak atrial longitudinal strain assessed by STE can predict AF
recurrence after treatment with radiofrequency ablation.

Laish-Farkash et al.,

2020%%/1A Clinical trial

Investigate the relationship between LA remodeling using STE and high-density voltage

mapping in AF patients

Cohort
prospective

Moreno-Ruiz et al.,
2019%%/2B

Evaluate the predictive value of PALS for arrhythmia recurrence after electrical cardioversion
in persistent and long-standing persistent nonvalvular atrial fibrillation using STE

Case-control

Leunget al,, 2018'4/3B .
retrospective

Investigate the relationship between LA reservoir strain and total atrial conduction time using STE

Observational

Pilichowska et al., 2018°/2C .
prospective

Evaluate the relationship between LA fibrosis derived from STE parameters as well as

biomarkers of fibrosis in patients with AF

Observational

Watanabe et al., 2015%>/2C :
retrospective

Clarify the relationship between LA mechanical function STE and LA electrical remodeling
using an electroanatomic mapping system and to estimate AF substrate

STE: speckle tracking echocardiography; AF: atrial fibrillation; LA: left atrium; PALS: peak atrial longitudinal strain.
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Table 2. Summary of studies according to the number of patients and main results.

e

- Patients with lower values of peak atrial longitudinal strain (PALS) are associated with an increased risk of AF recurrence.

1,0258 - PALS is considered a significant predictor of AF recurrence after radiofrequency ablation
- PALS provides information regarding the expected response to ablation, which can be of use to select patients for optimal treatment.

- Low-voltage zones >5% present a negative association with the LA reservoir phase, which suggests significant remodeling and
fibrosis (p<0.01).

- Atria from patients with AF of shorter evolution time are more compliant due to a lower degree of fibrosis when considering the

131 difference in PALS values (p<0.001).
- Patients with AF recurrence presented more fibrosis (remodeling) by lower global atrial longitudinal deformation (p<0.001).

422

- Fibrosis is considered a primary driver of AF, resulting in the formation of micro reentry circuits that may initiate and perpetuate

the atrial arrhythmia.
60214 - Remodeling of the atrial substrate and increasing fibrosis may reduce LA compliance (p<0.001).
- LA compliance is impaired in AF, and together with the significant negative relation with total atrial activation time, suggests that

these changes may be due to atrial fibrosis (p<0.001).

- Left atrial diastolic (p<0.001) and volume (p<0.002) parameters correlate well with the extent of LA fibrosis, assessed by

66° invasive methods.
- STE may be useful in the noninvasive assessment of LA fibrosis (p<0.001).

52 - Dyssynchrony was prominent in AF patients with low-voltage zones in the LA (p<0.001).

AF: atrial fibrillation; LA: left atrium; PALS: peak atrial longitudinal strain.
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Figure 1. Flow diagram of search strategy results and study selection.
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fibrosis is a result of an atrial structural remodeling and acts as
a substrate for AFE, playing an important role in the disease!”.

In the long run, fibrosis is an important factor causing
mechanic damages". It can be caused and/or aggravated by several
diseases or clinical conditions, among them, AF itself, in which
a rapid atrial myocyte depolarization occurs and contributes to
the fibrosis'®. Thus, AF may be a consequence of the fibrosis and
can be aggravated by arrhythmia, leading to a chronic process.

Atrial fibroblast remodeling prevention is essential, and
evidence shows how important it is to detect the fibrosis stage
because it can help in the therapeutic decision for these patients®.
Therefore, it has been suggested that the assessment of atrial
fibrosis presence as early as possible is crucial.

Markers can be used in the clinical practice for the pre-
diction, diagnosis, and prognosis, in addition to allowing the
monitoring of the response to the treatments offered. It is note-
worthy that markers should be used together with a critical
analysis and always interpreted in the light of clinical data®.

In the context of fibrosis and AF, the possibility of imag-
ing examinations to identify and/or predict atrial fibrosis has
emerged. STE is used to assess/track “stains” that are suggestive
of myocardial deformation. In AF, the peak atrial longitudi-
nal strain (PALS) measured at the end of reservoir phase is an
important deformation parameter, since it depends essentially
in the atrial compliance®.

Nielsen et al.® suggest that PALS can be considered a supe-
rior predictor of AF recurrence after ablation because it reflects
the compliance of the LA wall as well as atrial fibrosis and
characterization and quantification of myocardial deforma-
tion (weighted mean difference [WMD]: 6.57, 95%CI -8.49
to -4.65, p<0.001).

The authors also defined an ideal PALS value to predict AF
recurrence (<12.8%, range 10-18.8%), with a weighted mean
sensitivity of 80% (range 74-86%) and specificity 87% (range
71-98%). The optimal value for PALS to predict the main-
tenance of sinus rhythm is >20.5% (range 15-30%), with a
weighted mean sensitivity of 76% (range 56-97%) and spec-
ificity of 81% (range 58-100%)°".

In a clinical trial carried out by Laish-Farkash et al.'?, the
relationship between LA remodeling assessed by STE and
high-density voltage mapping in patients with AF was inves-
tigated. The study showed low-voltage zones 25% were nega-
tively correlated with LA reservoir phase, suggesting significant
remodeling and fibrosis (p<0.01).

Evaluation of the fibrosis extension in the LA guided by
magnetic resonance imaging may influence the decision-mak-
ing process in the management of patients with AF, mainly by
guiding the selection of patients considered adequate candidates

869

for ablation and predicting the probability post-ablation of
maintaining sinus rhythm!?. This examination is an established
tool for obtaining images of myocardial fibrosis; however, it
is highly costly, requires experience for the appropriate image
acquisition and analysis’, cannot be performed in all patients
(for instance, patients with chronic kidney insufficiency), and
is not available in most hospitals in developing countries®.

Moreno-Luiz et al.” carried out a study with the objective
of assessing PALS predictive value in patients with persistent
and long-standing persistent AF submitted to electrical cardio-
version. The authors demonstrated that atria from patients with
shorter evolution time AF are more compliant due to a lower
degree of fibrosis when considering PALS values (p<0.001)
and that patients with AF recurrence presented more fibro-
sis by lower global atrial longitudinal deformation (p<0.001).

Leung et al."* found out that, compared with controls,
patients with paroxysmal AF and patients with persistent AF pre-
sented a progressive reduction in the LA reservoir deformation
(36.9111.6%, 29.8+13.4%, 24.2+12.3%, respectively, p<0.001).
The study also demonstrated that both the presence and burden
of AF were associated with morphofunctional abnormalities of
the LA, represented by larger LA volumes, longer total atrial acti-
vation time, and more impaired LA reservoir strain.

Pilichowska et al.” reported that LA diastolic parameters
derived from STE correlate well with the extent of LA fibro-
sis. Hence, they suggested STE could be useful in the nonin-
vasive assessment of LA fibrosis and selection of candidates
for ablation. In diagnosis and determining interventional AF
treatment, the need for precise LA evaluation is highlighted
because the LA wall properties are associated with the effec-
tiveness of the treatment.

Watanabe et al.'® suggested that LA dyssynchrony was
especially pronounced in patients with paroxysmal AF who
had a low-voltage zone in their LA (p<0.001). This alteration
may be a result of the regional fibrosis of the LA myocardial
tissue. Regional fibrosis may lead to the heterogeneity of LA
wall, result in dyssynchrony, and also cause the local conduc-
tion delay by separating atrial myocytes.

Anamnesis, physical examination, and imaging examina-
tions already established in the literature, associated with new
examinations of atrial fibrosis markers, can represent the future
of patients’ assessment with or in risk of developing AE. The
reason is that this strategy presents a potential to guide a more
individualized and appropriate therapeutic choice for this
disease, which represents a public health concern all over the
world. In that regard, speckle tracking assessed by the echo-
cardiography is an atrial fibrosis marker candidate useful for
the selection of patients suitable for ablation.

Rev Assoc Med Bras 2022;68(6): 866-870
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CONCLUSION

Atrial fibrosis is considered a substrate for AF, especially
in patients who are in an advanced stage of the disease.
The use of markers is an important tool in the search
for new means of disease management. In our review,
we confirmed that STE can be considered a predictive,
diagnostic, and prognostic marker for atrial fibrosis in
patients with AF.
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Abstract: Objective: The aim of the study was to verify the association of parameters obtained
with speckle-tracking echocardiography (STE) that can be suggestive of atrial fibrosis
in patients with atrial fibrillation. Methods: Prospective, case-control study, in which
STE parameters were studied in 50 individuals with atrial fibrillation (AF) and 30
healthy individuals. Results: The evaluation of echocardiographic parameters in the AF
group compared to the control group showed that the items related to the left atrium
(LA) alterations, such as LA diameter (46.2+9.46 vs. 29.9£3.83, p<0.0001), left
ventricle end-diastolic diameter (LVEDD) (50.82+8.43 vs. 45.87+4.24, p=0.001), left
ventricle end-systolic diameter (LVESD) (35.86+9.59 vs. 29+2.93, p <0.0001), LV
volume (94; P25: 74.5, P75: 129.5 vs. 34.77+10.42, p<0.0001) and indexed volume to
body surface area (53.6; P25: 39.4, P75: 73.3 vs. 20.61£5.27, p<0.0001), peak atrial
longitudinal strain (PALS) (11.05; P25: 7.83, P75: 16.98 vs. 43.94+12.17, p<0.0001)
and left ventricular global longitudinal strain (LVGLS) (14.9£3.66 vs. 22.33+2.32,
p<0.0001) were altered. In the multivariate analysis, Age (OR: , 95% CI: 1.2-21.54, p:
0.027) and BMI (OR:, 95% CI: 0.024-0.63, p: 0.012) were independently associated
with PALS <26.5.ROC curve analysis showed a better diagnostic performance for
PALS (< 26.5) when compared to LVGLS (<18.7). Conclusion: Dysfunction of the left
atrium evaluated by STE can be directly associated to the development of AF. The
evaluation of PALS and LVGLS can collaborate to a better understanding of the
emergence and development of atrial fibrosis and provide additional data to improve
the diagnosis and the prognostic evaluation of atrial fibrillation.
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ABSTRACT

Objective: The aim of the study was to verify the association of parameters obtained
with speckle-tracking echocardiography (STE) that can be suggestive of atrial fibrosis
in patients with atrial fibrillation. Methods: Prospective, case-control study, in which
STE parameters were studied in 50 individuals with atrial fibrillation (AF) and 30
healthy individuals. Results: The evaluation of echocardiographic parameters in the AF
group compared to the control group showed that the items related to the left atrium
(LA) alterations, such as LA diameter (46.2+9.46 vs. 29.9+3.83, p<0.0001), left
ventricle end-diastolic diameter (LVEDD) (50.82+8.43 vs. 45.87+4.24, p=0.001), left
ventricle end-systolic diameter (LVESD) (35.86+9.59 vs. 29+2.93, p <0.0001), LV
volume (94; P25: 74.5, P75: 129.5 vs. 34.77+10.42, p<0.0001) and indexed volume to
body surface area (53.6; P25: 39.4, P75: 73.3 vs. 20.61+5.27, p<0.0001), peak atrial
longitudinal strain (PALS) (11.05; P25: 7.83, P75: 16.98 vs. 43.94+12.17, p<0.0001)
and left ventricular global longitudinal strain (LVGLS) (14.9+£3.66 vs. 22.33+2.32,
p<0.0001) were altered. In the multivariate analysis, Age (OR: , 95% CI: 1.2-21.54, p:
0.027) and BMI (OR:, 95% CI: 0.024-0.63, p: 0.012) were independently associated
with PALS <26.5.ROC curve analysis showed a better diagnostic performance for
PALS (< 26.5) when compared to LVGLS (<18.7). Conclusion: Dysfunction of the left
atrium evaluated by STE can be directly associated to the development of AF. The
evaluation of PALS and LVGLS can collaborate to a better understanding of the
emergence and development of atrial fibrosis and provide additional data to improve the

diagnosis and the prognostic evaluation of atrial fibrillation.

Keywords: Atrial Fibrillation; Atrial Fibrosis; Strain; and Speckle-tracking.



INTRODUCTION

In the past few years, new techniques for imaging exams to evaluate atrial
function and predict the risk of atrial fibrillation (AF) recurrence have emerged.'? Due
to this advent, the need and interest to evaluate the function and characteristics of the
left atrium (LA) rose, likely because of the prognostic impact of the LA size and
function in different cardiovascular diseases. The development of the catheter ablation
technique contributed to increase the knowledge about the LA internal anatomic
structure.®

LA acts as a reservoir, filling and stretching to receive blood from pulmonary
veins during the LV systole, so that its tension curve goes up* as a conduit, passively
transferring blood to the LV during the beginning of diastole, in addition to having the
function of a pump to drive blood to the LV in the end of diastole. In people without
cardiac diseases, the reservoir, conduit, and pump phases of LA contribute 40%, 35%,
and 25% to stroke volume, respectively.

In AF, peak atrial longitudinal strain (PALS) measured at the end of reservoir
phase is an important deformation parameter since it depends basically on atrial
compliance. It could be useful in predicting atrial stasis and preventing cerebrovascular
accident (CVA), as well as it is an important factor in the genesis of thrombus
formation, leading to important information for prevention, and can be assessed by
imaging exams.* Tissue Doppler imaging was the first echocardiographic technique
used to assess atrial function; however, it is limited by the low reproducibility, angle
dependency and the presence of many artifacts.’

Echocardiography (two-dimensional, Doppler, speckle-tracking

echocardiogram) can assess the size and volume of the atrial chamber in patients with



AF.%" Speckle-tracking echocardiography (STE) using the two-dimensional method
(2D) can overcome the limitations of tissue Doppler. STE is a non-Doppler method for
the objective quantification of the atrial deformation, derived from 2D images
acquisition,>® which allows the assessment of the deformation in the LA reservoir
function, potentially caused by the reduction in compliance due to atrial fibrosis.®

STE has been used for the detection of atrial fibrosis and it presents good
perspectives of being used in routine clinical practice.® The speckle-tracking technique
for measuring myocardial deformation (strain) has been developed more recently and it
Is considered a new parameter for the assessment of atrial and ventricular systolic
function.!® STE has been used to assess/track findings that suggest myocardial
deformation.*

In several diseases that can evolve to compromised systolic function,
myocardial strain is a parameter that gets altered before the ejection fraction, in addition
to present a prognostic value in some clinical conditions.!® LA diastolic parameters
derived from STE correlate well with the LA fibrosis extension. Thus, it has been
suggested that STE could be useful in the non-invasive assessment of fibrosis and in the
selection of candidates for ablation.®

The aim of the study was to verify the association of parameters obtained with

STE that can be suggestive of atrial fibrosis in patients with atrial fibrillation.

METHODS

This is a prospective, analytic, case-control study that included clinical

characteristics and complementary exams from the participants. It was carried out in the

cardiology emergency room (Pronto Socorro Cardiolégico de Pernambuco Professor



Luiz Tavares/PROCAPE) from the University of Pernambuco/UPE and in a cardiology
outpatient unit.

Fifty individuals were included in the case group, in which the inclusion criteria
were: patients with AF in its various etiologies and patients with paroxysmal clinical
presentations, persistent or permanent, with diagnosis established by clinical exams and
confirmed by the conventional electrocardiogram recording or 24-hour Holter
electrocardiogram recording. Thirty individuals were included in the control group, in
which the inclusion criteria were: patients without cardiopathy, assisted in the
cardiology outpatient unit with 24-hour Holter electrocardiogram recording and
complementary exams that excluded existence of arrhythmia or cardiopathies. The
exclusion criteria for both groups were the presence of hepatic disease and/or cancer.

Clinical data was collected using a questionnaire elaborated by the authors with
clinical and sociodemographic information. Fibrosis detection was performed using
STE. This technique is based on the tracking of natural acoustic markers (speckles)
present in the two-dimensional image in grey scale during all the cardiac cycle. It is a
non-invasive exam, performed with the same technique as the traditional thoracic
echocardiogram, but with the reading being performed by a specific software. The
echocardiogram exams were carried out at Escola de Ecocardiografia de Pernambuco
(ECOPE).

Measurements were obtained on the left lateral decubitus position using a Vivid
IQ and T8 echocardiography device (GE Healthcare, Horten, Noruega). All patients
underwent standard echocardiographic assessment. All images and Doppler signals
were recorded for offline analysis later using Echopack software (GE Healthcare),
according to the current guidelines.™ In addition to the PALS and LVGLS variables,

conventional variables were measured or calculated, incluiding Left Ventricle End-



Diastolic Diameter, Left Ventricle End-Systolic Diameter, Ejection Fraction, Left
Atrium Diameter, Left Atrium Volume, Left Atrium Volume/ Body Surface Area. All
images used for speckle tracking echocardiographic analysis were obtained at 50-70
frames per second. These measurements were then evaluated by a cardiologist who was
blinded to the patients' clinical condition, and the deformation parameters were
calculated.

Data was analyzed using descriptive and inferential statistics with GraphPad
Prism (version 6) and SPSS 20.0 software. The Kolmogorov-Smirnov test was used to
test for normality. Continuous variables were expressed as mean or median, depending
on the variation coefficient, and categorical variables were expressed as percentages.
Continuous variables were compared between case and control groups using Mann-
Whitney and qui-square tests.

The analysis of Receiver Operating Characteristic (ROC) curve was performed
to determine PALS and left ventricular global longitudinal strain (LVGLS) cut-off
points. Likelihood ratio (LR) and Youden index (Y1) were calculated to help with the
diagnostic precision of sensitivity and specificity data. The differences were considered
significant if p< 0.05.

The Project was reviewed and approved by the Research Ethics Committee from

the University of Pernambuco (UPE), under the number 3.850.635.

RESULTS

Clinical and demographic characteristics of the patients are described in table 1.

The mean age of individuals with AF was 63.7+14.5 years, 60% were female and 74%

were overweight/obese according to the body mass index (BMI). The main



comorbidities identified were systemic arterial hypertension (88.7%), cardiac
insufficiency (47.2%), dyslipidemia (37.7%) and valvulopathies (45.3%). In the control
group, mean age was 42.2+15.7 years, the majority was female (63.3%) and had normal

BMI (60%).

Table 1. Clinical and sociodemographic variables of patients from the AF group (N=50)
and control group (N=30).

Variables Atrial Control P value
Fibrillation N (%)
N (%)

Gender
Female 30 (60) 19 (63.3) 0.81
Male 20 (40) 11 (36.7)
Age (years) 63.7 (x14.5) 42.2 (£15.9) <0.0001
Body Mass Index
Normal 13 (26) 18 (60) 0.0025
Overweight/ Obese 37 (74) 12 (40)
Comorbidities
Smoking 20 (37.7) -
Alcoholism 21 (42) -
Dyslipidemia 20 (37.7) -
Systemic Arterial Hypertension 47 (88.7) -
Diabetes Mellitus 7(13.2) -
Cardiac Insufficiency 25 (47.2) -
Stroke 10 (18.8) -
Renal Disease 7(13.2) -
Valve Disease 24 (45.3) -
Coronary Artery Disease 5(9.4) -

All study participants were assessed by STE. As for the echocardiographic
parameters (table 2) in the group with AF when compared to the control group, it is
noteworthy the alterations in the LA diameter (46.2+9.46 vs. 29.9+3.83, p<0.0001), left
ventricle end-diastolic diameter (LVEDD), (50.82+8.43 vs. 45.87+4.24, p 0.001), left
ventricle end-systolic diameter (LVESD), LA volume (94; P25: 74.5, P75: 129.5 vs.
34.77£10.42, p<0.0001) volume index to body surface area (53.6; P25: 39.4, P75: 73.3
vs. 20.61+5.27, p<0.0001), plus PALS (11.05; P25: 7.83, P75: 16.98 vs. 43.94+12,17,

p<0.0001) (Figure 1) and LVGLS values (14.9+3.66 vs. 22.33+2.32, p<0.0001) (Figure



1). In the multivariate analysis, Age (OR: 5.1, 95% CI: 1.2-21.54, p: 0.027) and BMI
(OR: 0.12, 95% CI: 0.024-0.63, p: 0.012) were independently associated with PALS

<26.5.

Table 2. Comparative analysis of the left atrium and ventricle deformation, function
and volume using echocardiographic strain in patients with atrial fibrillation (n=50) and
the control group (n=30).

Variables AF (n=50) Control (n=30) Univariate

Mean*/median*  Mean*/median*  p value
LVEDD 50.82+8.43 45.87+4.24 0.001
LVESD 35.86+9.59 29+2.93 <0.0001
EF 56.26+13.52 59.73+6.54 0.39
(Teichholz)
LAD 46.2+9.46 29.9+£3.83 <0.0001
LA Vol 95 (74.5-129.5) 34.77+10.42 <0.0001
LA Vol /BSA  53.6 (39.4-73.3) 20.61+5.27 <0.0001
PALS 11.05 (7.83-16.98) 43.94+12.17 <0.0001
LVGLS 14.9+3.66 22.33+2.32 <0.0001
Variables Multivariate OR,  Multivariate P

95%CI Value

Age 5.1,1.2-21.54 0.027
Body Mass 0.12, 0.024-0.63 0.012
Index (BMI)

RV: Reference Value; LVEDD: Left Ventricle End-Diastolic Diameter (RV: 38-52); LVESD: Left
Ventricle End-Systolic Diameter (RV: 22-35); EF: Ejection Fraction (RV: >=55); LAD: Left Atrium
Diameter (RV:27-38); LA Vol: Left Atrium Volume (RV: 22-53); LA Vol /BSA: Left Atrium Volume/
Body Surface Area (RV: <34); PALS: Peak Atrial Longitudinal Strain (RV: 38-41); LVGLS: Left
Ventricular Global Longitudinal Strain (RV: <18); *meanzxstandard deviation; ¥median (P25-P75), Cl:
Confidence Interval.

Figure 1. Graph of the distribution of the difference between PALS and LVGLS in the
AF group and the control group.

Source: author’s elaboration, 2021.

ROC curve analysis (figure 2) showed that PALS (<26.5) had a better
diagnostic performance than LVGLS (<18.7). PALS presented an area under the curve
of 0.98 (IC 95% 0.98-0.99; p<0.0001), with sensitivity and specificity around 96% for
the prediction of fibrosis in the LA, whereas LVGLS presented an area under the curve

of 0.92 (IC 95% 0.91-0.99; p<0.0001), with sensitivity of 90.6% and specificity of



86.5% for the prediction of fibrosis in the LA. The LR was calculated for both strain
measures. For PALS it was LR+ 24 and LR- 0.04, and Y1 of 0.93. As for LVGLS, LR+

6.5, LR-0.1 and Y1 of 0.76.

Figure 2. Graph of the ROC curve analysis of PALS and LVGLS.

Source: author’s elaboration, 2021.

DISCUSSION

Studies using STE as a marker for atrial fibrosis are still scarce in Brazil, as well
as studies that have as a target the identification of atrial fibrosis in patients with AF. In
our assessment, we demonstrated that the presence of AF is associated to left atrium
morphofunctional abnormalities, represented by the diameter, volume, LA volume
index to body surface area and PALS. PALS may have diagnostic value in the
identification of atrial fibrosis using non-invasive imaging exams such as the
echocardiogram.

As for the clinical characterization, according to Magalhaes et al. (2016)*, in the
Il Brazilian Guidelines of Atrial Fibrillation (Il Diretriz Brasileira de Fibrilacdo Atrial),
the disease prevalence is also affected by patient’s gender. AF affects males more
frequently, in a proportion of 1.2:1 in relation to females. This is in accordance with
Hindricks et al. (2021)*, in the European Guidelines for the diagnosis and management
of atrial fibrillation, reiterating that AF is more prevalent in males than females in the
European population. It differs from the present study with a population predominantly
of females (60%). According to the study carried out by Magalhdes et al. (2016)?,

females represent most of the AF patients due to longer survival.
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Regarding comorbidities, clinical factors are associated to an increased risk of
developing AF, with systemic arterial hypertension (SAH), cardiac insufficiency (ClI)
and heart valve disease being considered the classic factors. Our data showed these
diseases had a high prevalence, with 96.3%, 55.8% and 43.6% for SAH, CI and heart
valve disease, respectively. It has been suggested that there are new potential risk
factors such as obstructive sleep apnea (OSA), obesity!*, family history and genetic
factors.!? In the population described, overweight (42%) followed by obesity (30%)
stand out as additional factors.

The strain technique has been used to assess myocardial deformation using
echocardiogram. It presents high sensitivity in the detection of subclinical alterations;
by introducing the speckle-tracking technique, there is a gain from quantifying
myocardial deformation in two dimensions, measuring the speed of myocardial tissue
and the ventricle torsion.®

The association between LA size and clinical outcomes has been mentioned
frequently. Size alterations of the LA may be associated with atrial wall deformation.
When the deformation is reduced, the atrium reduces its capacity of modifying its size,
indicating that the function is altered. LA enlargement is being studied to evaluate its
relationship with AF because an atrium with a larger volume is associated to an
increased risk of developing the disease, mainly in the elderly.* In our study, LA
volume and LA volume indexed by body surface area in AF patients, when compared to
the controls, presented a significant increase (p<0.0001).

Leung et al. (2018)% used STE to investigate the relationship between the LA
reservoir phase and the total atrial conduction time and demonstrated that the
remodelling of the atrial system substrate and the increase in fibrosis can reduce the LA

compliance (p<0.001). The compliance being compromised in AF, as well as an
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increase in the total atrial activation time indicate that those alterations could occur due
to atrial fibrosis (p<0.001). According to Pilichowska et al. (2018)%, LA volume
(p<0.002) correlated with the extension of the fibrosis, which was assessed by an
invasive method.

Parameters used to assess the cardiac chambers such as strain, are inversely
proportional to the fibrosis degree, that is, the higher the degree of fibrosis, the lower
the values measured by the STE.}” A study published in 2017 showed a significant
association between the LA global atrial longitudinal strain and AF progression.'®
Pilichowska et al. (2018)® verified that STE can be useful in the non-invasive
assessment of the LA fibrosis (p<0.001). Nielsen et al. (2020)° showed that patients
with lower PALS present AF recurrence more frequently and PALS is considered a
significant predictor of AF recurrence after radiofrequency ablation. These findings
were corroborated by our results, in which PALS (p<0.0001) and LVGLS (p<0.0001)
differed significantly between the case and control groups.

The analysis of sensitivity and specificity assessed in the ROC curve showed
that the STE is a good predictor of fibrosis in patients with AF. This result is confirmed
by the positive and negative LR calculations, as well as by the Youden index. Aksu et
al. (2019) reported that the STE of the LA has considerable sensitivity (72%) and
specificity (65%) for the prediction of AF and recorded an area under the curve of 0.77
(IC 95% 0.69-0.91; p <0.001).

Therefore, the authors concluded that STE can be used as a marker for atrial
fibrosis in patients with AF by assessing parameters such as diameter, PALS and
LVGLS. However, more studies should be conducted in order to confirm this finding,
besides considering that other parameters can be used in the investigation of atrial

fibrosis.
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Limitations: The present study has the sample size as a limitation due to the non-
routine use of the STE in the clinic. The inclusion of a larger number of patients could
provide a broader picture about this subject. The groups were not paired by age because
study participants were selected by convenience, provided that the eligibility criteria

were observed.

CONCLUSION

Left atrium dysfunction assessed by STE may be directly associated to the
development of AF. Measuring parameters such as diameter, volume, index volume by
body surface area and LA strain (PALS) can provide useful information about the
disease. Evaluation of PALS and LVGLS can help to better understand the emergence
and development of atrial fibrosis and provide additional data to improve prognostic

and diagnostic assessment of atrial fibrillation.
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Table 1. Clinical and sociodemographic variables of patients from the AF group (N=50)

and control group (N=30).

Variables Atrial Control P value
Fibrillation N (%)
N (%)

Gender
Female 30 (60) 19 (63.3) 0.81
Male 20 (40) 11 (36.7)
Age (years) 63.7 (x14.5) 42.2 (£15.9) <0.0001
Body Mass Index
Normal 13 (26) 18 (60) 0.0025
Overweight/ Obese 37 (74) 12 (40)
Comorbidities
Smoking 20 (37.7) -
Alcoholism 21 (42) -
Dyslipidemia 20 (37.7) -
Systemic Arterial Hypertension 47 (88.7) -
Diabetes Mellitus 7(13.2) -
Cardiac Insufficiency 25 (47.2) -
Stroke 10 (18.8) -
Renal Disease 7(13.2) -
Valve Disease 24 (45.3) -
Coronary Artery Disease 5(9.4) -

Table 2. Comparative analysis of the left atrium and ventricle deformation, function
and volume using echocardiographic strain in patients with atrial fibrillation (n=50) and

the control group (n=30).

Variables AF (n=50) Control (n=30) Univariate

Mean*/median*  Mean*/median®*  p value
LVEDD 50.82+8.43 45.87+4.24 0.001
LVESD 35.86+9.59 29+2.93 <0.0001
EF 56.26+13.52 59.73+6.54 0.39
(Teichholz)
LAD 46.2+9.46 29.9+3.83 <0.0001
LA Vol 95 (74.5-129.5) 34.77+10.42 <0.0001
LA Vol /BSA  53.6 (39.4-73.3) 20.61+5.27 <0.0001
PALS 11.05 (7.83-16.98) 43.94+12.17 <0.0001
LVGLS 14.9+3.66 22.33+2.32 <0.0001
Variables Multivariate OR,  Multivariate P

95%ClI Value

Age 5.1,1.2-21.54 0.027
Body Mass 0.12, 0.024-0.63 0.012
Index (BMI)

RV: Reference Value; LVEDD: Left Ventricle

End-Diastolic Diameter (RV: 38-52); LVESD: Left

Ventricle End-Systolic Diameter (RV: 22-35); EF: Ejection Fraction (RV: >=55); LAD: Left Atrium
Diameter (RV:27-38); LA Vol: Left Atrium Volume (RV: 22-53); LA Vol /BSA: Left Atrium Volume/
Body Surface Area (RV: <34); PALS: Peak Atrial Longitudinal Strain (RV: 38-41); LVGLS: Left
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