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Resumo

Fundamento: Alteracdes do substrato elétrico e anatémico do coracao sao fatores que originam e perpetuam a fibrilacao
atrial (FA), porém, os mecanismos envolvidos nao foram totalmente elucidados ainda.

Obijetivo: Avaliar o papel do remodelamento do sistema nervoso cardiaco intrinseco (SNCI), incluindo fibras nervosas
e receptores muscarinicos e 3-adrenérgicos, na FA permanente humana.

Métodos: Foram avaliadas 4 amostras em atrios de 13 coracdes obtidos em necrépsias de pacientes com doenca
cardiaca e FA permanente, e em 13 controles com as mesmas doencas, porém, sem FA. Utilizando imunoperoxidase
e histomorfometria, quantificamos a densidade das fibras do SNCI, bem como a porcentagem positiva de miocardio
para receptores B-adrenérgicos 1, 2 e 3, receptor quinase 5 acoplado a proteina G (GRK-5), e receptores muscarinicos
1 a 5. Os resultados foram comparados usando ANOVA e ANOVA hierarquizada e ajustados pelo volume do atrio
esquerdo e, para avaliacao da expressao de receptores 3 e GRK-5, pelo uso de f-bloqueadores. Adotamos como
significativo o = 0,05.

Resultados: Houve aumento na densidade das fibras (p<0,01), especialmente nas fibras simpaticas (p=0,02). Quanto
aos receptores muscarinicos, s6 houve diferenca nos M1, que estavam aumentados (5,87+4,52 vs 2,85%2,40; p=0,03).
Quanto aos componentes do sistema adrenérgicos analisados, houve expressio aumentada de -3 (37,41 vs 34,18,
p=0,04) e GRK-5 (51,16 vs 47,66; p<0,01). O uso de p-bloqueadores nao teve impacto na expressao de receptores beta.

Conclusao: O aumento na inervacao do SNCI e a alteracao na expressao de receptores em regides suscetiveis de
desencadear FA podem ter um papel na fibrilacao atrial permanente.

Palavras-chave: Fibrilagcao Atrial/fisiopatologia; Sistema Nervoso Autonomo; Neurotransmissores; Miocardio.

Abstract

Background: The primary factors that originate and perpetuate atrial fibrillation (AF) are electrical and anatomical substrate alterations. However,
the central mechanisms governing AF perpetuation have not been elucidated yet, which is reflected on the modest results of the treatment in
patients with long persistent AF.

Objective: To evaluate if human intrinsic cardiac autonomic nervous system (ICANS) remodeling, including nervous system fibers and muscarinic
and B-adrenergic receptors, play a role in permanent AF.

Methods: Heart necropsy samples from thirteen patients with heart disease and permanent AF and thirteen controls without AF were used. By
using immunoperoxidase and histomorphometry quantification, we identified the following: the density of all fibers of the ICANS, sympathetic
and parasympathetic fibers; and the percentage of myocardium positive for B-adrenergic receptors 1, 2 and 3; G protein-coupled receptor
kinase-5 (GRK-5); and muscarinic receptors M1 to M5. The results were compared using ANOVA and nested ANOVA and were adjusted
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according to the left atrium volume for all variables, and B-blocker use to evaluate the expression of B-receptors and GRK-5.

Results: There was an overall increase in the density of fibers of the ICANS (p=0.006), especially in atrial sympathetic nerve fibers (p=0.017).
Only M1 muscarinic receptors were increased (5.87 vs 2.35, p=0.032). For adrenergic receptors, the results were positive for increased
expression of -3 (37.41 vs 34.18, p=0.039) and GRK-5 (51.76 vs 47.66; p<0.001). B-blocker use had no impact on B-receptor expression.

Conclusion: Increased ICANS innervation and remodeling receptor expression in regions prone to triggering AF may play a role in permanent AF.

Keywords: Atrial Fibrillation/physiopathology; Autonomic Nervous System; Neurotransmitter Agents; Myocardium.

Introducao

Alteragbes nos substratos elétrico e anatdmico do coragao
constituem o fator primario que origina e perpetua a fibrilagao
atrial (FA). Em pacientes com FA sem doenga estrutural do
coragao, focos ectdpicos originados nas veias pulmonares tém
papel bem definido como desencadeante de FA paroxistica.’
No entanto, a FA é, na maior parte dos casos, secundaria
a doengas cardiacas estruturais, como doenca isquémica
do coracdo, doengas valvares e outras, que apresentam
consequéncias hemodindmicas e anatdomicas, tais como
aumento do atrio esquerdo, que estdo associadas a progressao
da arritmia.’!

A fibrose é também amplamente vista como fator
independente relacionado a FA persistente em coragdes com
alteragoes estruturais.? Ela, porém, ndo explica totalmente a
arritmia, sendo mais associada as doencas subjacentes do que
a FA persistente em si.?

A avaliagao eletrofisiolégica demonstrou nao sé uma
efetiva heterogeneidade do periodo refratario, mas também
a anisotropia das propriedades de condugdo, tanto nas
veias pulmonares quanto nos seus 6stios atriais, o que pode
causar a reentrada de estimulos elétricos.* Entretanto, os
mecanismos cruciais que governam a perpetuagao da FA
nao foram elucidados por completo - o que se reflete em
resultados modestos no tratamento de pacientes com FA
persistente prolongada.’

Estudos basicos e clinicos sugeriram haver participagao
significativa do sistema nervoso auténomo cardiaco intrinseco
(SNACI) no desencadeamento e na manutencao da FA.*” A
ativacdo do SNACI pode causar mudangas importantes no
periodo refratario atrial, inclusive aumento na dispersao da
refratariedade, que é um dos importantes mecanismos de
desenvolvimento da FA persistente.'1°

Estudos experimentais mostraram hiperinervagao simpatica
em cdes com FA, e aumento na inervacdo simpdtica e
parassimpatica em dreas relacionadas a essa arritmia em
animais com insuficiéncia cardiaca." Uma relagao entre o
SNACI e a FA foi também relatada em seres humanos, porém,
em comparagao com pacientes saudaveis.>'> A possibilidade
de envolvimento de distirbios em fibras e receptores do
SNACI na fibrilagao atrial humana foi pouco explorada.

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o sistema
nervoso autdbnomo cardiaco intrinseco, incluindo fibras
simpaticas e parassimpaticas, e a expressao atrial de cinco
tipos de receptores muscarinicos e trés adrenérgicos, assim
como do receptor quinase 5 acoplado a proteina G (a qual
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controla a expressao dos receptores adrenérgicos). Estudamos
coragdes de pacientes com doenca estrutural e fibrilagao atrial
permanente e, como controles (o que foi um fator importante),
os de pacientes portadores das mesmas doengas, mas sem
fibrilacao atrial.

Métodos

Este estudo foi guiado pelos principios da Declaragao de
Helsinque e aprovado pela Comissao Cientifica do Instituto
do Coragao (InCor) do Hospital das Clinicas, da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil
(#SDC 3043/07/118).

Pacientes

Foram utilizadas partes das amostras de estudo anterior.’
Analisamos 13 coragdes de adultos (acima dos 18 anos)
com FA permanente registrada em prontudrio com duragao
minima de 2 anos,’ que foram submetidos a necrépsia
(realizada em até menos de 24 horas apés a morte) no
Laboratério de Anatomia Patolégica do InCor. Todos os
pacientes tinham doengas subjacentes: doenca isquémica
do coragao (4), valvopatias (4), miocardiopatia hipertensiva
(2), miocardiopatia dilatada idiopdtica (2) ou doenca de
Chagas, forma cronica cardiaca (1). Para evitar fatores de
interferéncia ligados as doengas de base, coracoes de 13
pacientes submetidos a necrépsia no mesmo laboratério
foram selecionados como controles, com pareamento de
acordo com as doencas dos que tinham fibrilagao atrial, mas
sem qualquer referéncia a essa arritmia em seus prontudrios.
Em ambos os grupos, pacientes que tivessem sido submetidos
a cirurgia ou a qualquer procedimento com potencial de
modificar a estrutura cardiaca ou com cardiopatias congénitas
foram excluidos.

Amostras dos coracoes

De cada coragao foram obtidas quatro amostras, contendo
epicardio, miocardio e endocérdio: na parede posterior do
atrio direito (Figura TA); na juncao da veia pulmonar superior
esquerda com o atrio esquerdo (Figura 1B); na porcao medial
do trajeto da veia de Marshall (Figura 1C); e em torno do
coxim gorduroso superior esquerdo (os coxins gordurosos
sao concentragoes de gordura epicardica nas quais ha tecido
nervoso, sendo conhecidos como fat-pads). Tais areas foram
escolhidas porque foram antes implicadas na fibrilagao atrial,
e sao comumente analisadas em outros estudos,*'*'* com
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Figura 1 - Imagem fotorrealistica de vista posterior do coragdo humano. Quatro amostras foram coletadas nas sequintes localizagbes: A) parede posterior
do atrio direito. B) jungdo da veia pulmonar superior esquerda com o atrio esquerdo; C) Segmento medial da rota da veia de Marshall; D) coxim gorduroso

superior esquerdo.

excecao da parede posterior do atrio direito, selecionada para
verificar se eventuais alteragoes seriam difusas nos étrios. As
localizages sao apresentadas na figura 1.

Ap0s processamento histolégico convencional e embebicao
em parafina, cortes dessas amostras com 4 micrometros de
espessura foram preparados para a quantificagdo da inervagao
autondmica, receptores adrenérgicos e muscarinicos e
expressao de GRK-5.

Quantificacao dos receptores e das fibras nervosas
autondémicas

A positividade forte para receptores adrenérgicos e
muscarinicos, GRK-5 e drea total de miocérdio considerada
foram medidas por detecgdo automatica de cor em 3 campos
microscopicos em cada lamina. Para evitar viés de selecao na
escolha dos campos, foram analisados os mais distantes da
etiqueta das laminas.

As fibras nervosas autondmicas também foram quantificadas
nas amostras. A proteina S-100 tem positividade em todos os
nervos, enquanto a tirosina hidroxilase (TH) marca apenas as
fibras adrenérgicas (simpaticas) p6s-ganglionares. Assim como
outros autores,' avaliamos custo-efetividade e consideramos
os nervos TH-positivos como pertencendo ao sistema nervoso
simpdtico; ja os parassimpaticos corresponderam aos positivos
para S-100 e negativos para TH. Diferentemente do que o
empregado com os receptores, os cortes histologicos foram
analisados por inteiro, e suas areas e nimeros de nervos

foram quantificados em cada ldmina. Foram, entdo, calculadas
as seguintes varidveis: porcentagem de drea positiva (area
positiva/ area do corte), densidade média de nervos positivos
(ndmero de nevos positivos/ drea do corte) e drea média
dos nervos (area positiva/ nimero de nervos). Calculamos
também o ndmero total de fibras nervosas (S-100 positivas),
fibras nervosas simpdticas (TH-positivas) e fibras nervosas
parassimpdticas (S100-positivas e TH-negativas, diferenga
entre o total de fibras e as simpéticas).

Para aumentar o contraste entre positividade fraca e
forte, as diluicdes para os receptores e o GRK-5 foram
supraétimas'® quando comparadas ao padronizado em outros
tecidos. Como controle das reagdes, o anticorpo primério foi
omitido em 5 laminas escolhidas ao acaso. Os cortes foram
examinados em sistema de analise de imagens Axiovision
4.6, acoplado ao microscépio Axion imager AT (ambos da
Carl Zeiss, Alemanha) por observador que desconhecia a que
grupo pertenciam as laminas.

Especificagdo e diluicao dos anticorpos: receptor
muscarinico 1 (AB5164)- 1:100; receptor muscarinico
2 (AB9452)- 1:800; receptor muscarinico 3 (AB9451)-
1:200; receptor muscarinico 4 (AB9219)- 1:400; receptor
muscarinico 5 (AB9453)- 1:400; receptor adrenérgico B1
(SC568) - 1:200; receptor adrenérgico B2 (SC570) - 1:50;
receptor adrenérgico B3 (SC1473) - 1:20; quinase GRK-5
(SC 565) - 1:200; S-100 (Z0311) - 1:300; tirosina hidroxilase
(MAB318) - 1:50.
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O anticorpo para S-100 foi fornecido por Dako,
Dinamarca; os anticorpos para tirosina hidroxilase e receptores
muscarinicos, por Chemicon, Estados Unidos da América; e os
anticorpos para receptores adrenérgicos e GRK-5, por Santa
Cruz Biotechnology, Estados Unidos da América.

Analises estatisticas

Inicialmente, as frequéncias absolutas e relativas foram
calculadas para as varidveis categéricas, e as medidas de
tendéncia central e dispersdo para as numéricas. Para
comparar casos com controles foram utilizados os testes de
qui-quadrado e t de Student. Os testes paramétricos foram
usados ap6s o teste de Kolmogorov-Smirnov para avaliagao
da normalidade em todas as varidveis, e estimativas de erros
robustos foram usadas em modelos regressivos. A andlise de
variancia (ANOVA) one-way foi aplicada considerando-se
cada conjunto de amostras iguais para identificar as diferengas
entre elas. A andlise de covariancia foi também realizada
para ajuste das dimensoes do étrio e uso de B-bloqueadores,
quando apropriado, ao analisar os cortes individuais.
Modelos lineares gerais (também conhecidos como analise
de varidncia hierarquizada [nested ANOVA]) de todas as
amostras histolégicas dos participantes individuais) foram
também aplicados para identificar o impacto do determinante
principal (a saber, tratamento, um fator intersujeitos) nas
diferentes variaveis dependentes. Finalmente, multiplos
modelos hierarquizados lineares gerais foram aplicados a
todos os cortes histologicos para cada caso. Consideramos
significantes valores de p iguais a ou menores que 0,05. Em

todos os modelos, foram realizados ajustes de Bonferroni nos
valores de p. As andlises foram efetuadas no programa SPSS,
versao 23 (IBM, Inc, Estados Unidos da América).

Assim como em nosso estudo prévio de aspectos
histolégicos, inclusive fibrose, ja que o volume atrial difere
entre pacientes com e sem fibrilagao atrial, fizemos a anélise
de sensibilidade com métodos de ajuste considerando as
diferencas no tamanho do atrio esquerdo. A seguir, estimamos
os resultados de cada varidvel em coragdes de qualquer grupo
com um tamanho especifico de atrio esquerdo para verificar
se potenciais diferengas entre grupos poderiam estar ligadas a
essa covariavel. Adicionalmente, o uso de B-bloqueadores foi
incluido para ajuste da avaliagao de receptores B-adrenérgicos
e de GRK-5.

Resultados

As caracteristicas clinicas, morfolégicas e ecocardiograficas
dos pacientes com fibrilacdao atrial permanente e seus
controles sdo mostradas na tabela 1.

Dados relativos as fibras nervosas, considerando cada
territério amostrado, bem como todos em conjunto, sao
apresentados na tabela 2. Levando-se em consideragao
separadamente cada localizagdo, ndo sao observadas
diferengas quanto a densidade de fibras autonomicas
intrinsecas. A andlise englobando todas as amostras demonstra
aumento de nervos simpdticos nos pacientes com FA
(8,53+20,25/cm? vs 2,67+4,57/cm?, p=0,04). Ap6s ajuste
quanto ao tamanho do &trio esquerdo, aparece um aumento

Tabela 1 - Dados clinicos e ecocardiograficos de pacientes com FA permanente e controles

Variaveis Casos com FAp (n=13) Controles (n=13) p
Pacientes do sexo masculino [n/(%)] 5(38,5) 8 (61,5) 0,24
Idade (anos) [média/(dp)] 67,5 (15,4) 65,5 (11,4) 0,71
Doenca cardiaca subjacente [n/(%)]

Doenga isquémica do coragdo 4(30,8) 4(30,8)

Doenga da valvula, incluindo DR 4(30,8) 4(30,8)

Cardiopatia hipertensiva 2 (15,4) 2 (15,4)

Cardiomiopatia dilatada idiopatica 2 (15,4) 2 (15,4)

Doenca de Chagas 1(7,7) 1(7,7)
Peso (kg) [média/(dp)] 66,5 (14,1) 63,8 (15,0) 0,67
Altura (cm) [média/(dp)] 162,4 (14,7) 160,8 (8,8) 0,78
IMC (kg/m?) [média/(dp)] 25,0 (2,9) 245 (4,2) 0,74
Diabetes mellitus [n/(%)]* 3(23,1) 3(25,0) (n=12) 0,99
Uso de beta-bloqueadores 5 (38,4) 5(38,4)
Hipertensao arterial sistémica - [n/(%)]* 9 (69,2) 4(33,3) (n=12) 0,07
Volume de atrio esquerdo no eco [média/(dp] 83,2 (38,4) 47,9 (40,8) 0,03
Espessura do septo do VE [média/(dp)] 10,3 (2,4) 10,4 (1,6) 0,94
Fragdo de ejecdo do VE [média/(dp)] 49,8 (20,1) 46,1 (19,8) 0,67
Razdo colageno/colageno+miocardio [média +(dp)] 0,26 (0,09) 0,23 (0,06) 0,35

FAp: fibrilagdo atrial permanente; n: nimero de casos; dp: desvio padrdo; DR: doenca reumadtica; IMC: indice de massa corporal; * sem informagdo
sobre um paciente controle; eco - ecocardiograma; VE: ventriculo esquerdo. Adaptado de Oliveira IM et al.3
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Tabela 2 - Fibras nervosas autonomas de coracoes de pacientes com FA permanente e de controles

Fibras Todos (S100) Nervo simpatico (TH+) Nervo parassimpatico
(unidades/cm?) (unidades/cm?) (TH-) (unidades/cm?)
Grupo FAp Controle FAp Controle FAp Controle
8,85+9,40 9,1045,15 0,37+0,99 0,50+1,14 8,48+9,57 8,59+5,07
AD - parede posterior
p 0,935, 0,710¥ p 0,753, 0,905 p 0,971, 0,700¥
AE - jungao da veia pulmonar 41,61%35,79 25,78+20,90 19,7434,26 4,95+6,78 21,86+14,78 20,83+20,47
superior esquerda p 0,181, 0,256¢ p 0,140, 0,158¥ p 0,884, 0,918¢
AE - meio da rota da veia de 40,15+60,28 14,90+9,48 5,58+9,56 2,39+4,76 34,56+58,07 12,51+9,48
Marshall p 0,149, 0,390¢ p 0,292, 0,230¢ p 0,189, 0,500¢
38,05+55,72 19,25+11,95 8,42+16,07 2,85+2,82 29,62+40,56 17,47+10,53
FP - superior a esquerda
p 0,246, 0,637 p 0,248, 0,666% p 0,325, 0,681%
32,16+45,76 17,26+14,20 8,53+20,25 2,67+4,57 23,63+36,77 14,80+13,27
Amostras em conjunto
p 0,136¢, 0,001" p 0,044 0,017" p 0,237¢, 0,001"

Dados apresentados como média + desvio padrdo. FAp: fibrilagdo atrial permanente; AD: atrio direito; AE: atrio esquerdo; FP: coxim gorduroso (“fat
pad”). p valor ANOVA ndo ajustado, ¥ ANOVA ajustado pelo tamanho de étrio esquerdo; ¢ ANOVA hierarquizado néo ajustado; © ANOVA hierarquizado

ajustado pelo tamanho de étrio esquerdo.

também nos nervos parassimpdticos e na quantidade total de
nervos. A figura 2 (A e B) mostra a imunoexpressao das fibras
nervosas em nossas amostras.

Os resultados da expressao de receptores muscarinicos e
adrenérgicos e de GRK-5 sdo apresentados na tabela 3. Estao
divididos conforme a localizagao das amostras, havendo ainda
dados da reunido de todas elas.

A imunomarcacao de receptores muscarinicos é mostrada
na figura 2, C e D. Nao existe diferenca consideravel entre
as regioes subepicdrdica e subendocardica. Em coragoes
de pacientes com FA permanente, a expressao de todos os
tipos de receptores muscarfnicos, com excecao do 5, estava
aumentada em ao menos um territério. Houve mais alteragoes
no coxim gorduroso superior esquerdo e na veia obliqua do
atrio esquerdo (veia de Marshall). No entanto, apés ajuste
quanto ao tamanho do atrio esquerdo, apenas a expressao de
M1 no atrio direito (e, consequentemente, a avaliagao global)
e M2 junto ao coxim gorduroso permaneceram significantes.

Em relagdo aos receptores B-adrenérgicos e GRK-5, nao
foi encontrada diferenga na analise global dos subtipos 1 e
2 (apenas aumento em uma amostra de cada). Porém, B-3
e GRK-5 apresentaram aumento em todas as localizagoes na
andlise ajustada. Nao foi detectada diferenga entre pacientes
que tomavam B-bloqueadores e os que ndo o faziam (dados
nao apresentados).

Discussao

0 sistema nervoso auténomo cardiaco intrinseco na
fibrilacao atrial permanente

O SNACI corresponde a uma rede neural composta
por fibras nervosas e plexos ganglionares (simpaticos e
parassimpaticos) encontrados no coragao e nas grandes veias
adjacentes.' Tem papel importante na fisiopatologia da FA,
como demonstrado por estimulagao elétrica ou por injecoes

de parassimpatomiméticos.'” Os dados atuais indicam nao
somente uma fungdo importante na ativacdo dos eixos
simpatico e parassimpatico, mas também que a modificagao do
balanco entre suas acoes esta envolvida na iniciacao da FA.%1

Neste estudo, realizamos analise abrangente do SNACI,
enfocando tanto nos nervos quanto nos receptores
muscarinicos e beta-adrenérgicos. Observamos aumento
de fibras nervosas autonémicas atriais, em particular dos
nervos simpaticos. Entretanto, ao se analisar cada localizagao
isoladamente, tais diferengas ndo se mantém. Por outro
lado, quando se faz ajuste considerando o volume do atrio
esquerdo, os resultados permanecem os mesmos. Esses
Gltimos dados sugerem que ha alteracao significativa na
densidade de nervos em pacientes com FA permanente,
ainda que levando em conta o aumento do atrio esquerdo.

Diversos artigos'>'*'%2° relataram inervagao autonoémica
aumentada em areas eletrofisiologicamente relacionadas
a FA, tais como as veias pulmonares, os seios coronarios
e a veia de Marshall. Esses estudos compararam apenas a
densidade de nervos (simpaticos ou parassimpaticos) nessas
regides, ou em outras, com o plexo ganglionar no miocardio
atrial. No entanto, esses territérios préximos aos plexos
ganglionares tém grande densidade de nervos, mas que nao
obrigatoriamente estdo vinculados a FA. Nossos dados revelam
grande concentracao do SNACI nessas dreas, especialmente
inervagao simpdtica. A densidade aumentada de nervos
simpaticos pode ser um potencial desencadeante de arritmia
causada pela inervacdo préxima ao plexo ganglionar e a
resultante ativacao do sistema nervoso autbnomo, como ja
demonstrado em estudos experimentais.'*2°

Receptores muscarinicos na fibrilacao atrial permanente

A estimulagao dos neurdnios parassimpaticos pds-
ganglionares libera acetilcolina (mediador colinérgico),
a qual atua nos receptores muscarinicos na membrana
celular em 6rgaos-alvo (no caso do coragao, na membrana
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Figura 2 - A) Fibras nervosas fortemente positivas para tirosina-hidroxilase, portanto consideradas fibras simpaticas; B) Fotomicrografia da tela do sistema
de andlise de imagens mostrando nervos marcados para proteina S-100; C e D) Areas positivas (C) e negativas (D) em cortes histologicos de miocardio

com reagdo imuno-histoquimica para o receptor muscarinico 1.

dos midcitos).?! Foram descritos cinco tipos de receptores
muscarinicos (M1 a M5), cuja presenga em seres humanos
foi demonstrada por Wang et al.,?* em estudo descritivo de
amostras de dtrios direitos obtidas de 4 pacientes submetidos
a cirurgia de revascularizagao do miocardio.?? No presente
trabalho, a expressdo de todos esses receptores (exceto
M5) estava aumentada em coragbes de portadores de FA
em comparacao a dos controles. A mais significativamente
alterada foi a do receptor M1, inclusive nas analises ajustadas,
como apresentado na tabela 3. Todas as localizagoes exibiam
aumento significativo desse receptor, com excegao da jungao
da veia pulmonar superior esquerda. O aumento de M1
no miocardio de pessoas com FA permanente pode estar
diretamente relacionado com a fibrilagdo em si, e ajuda a
explicar o aumento anteriormente descrito do tonus simpético
por liberacao de catecolaminas nos terminais nervosos
simpaticos, com efeito estimulador induzido por estas.?®

Os receptores 2, 3 e 4 estavam aumentados nos pacientes
com FA em apenas um local: 2 e 3 préximos ao coxim
gorduroso superior esquerdo, e 4 na regidao da veia de
Marshall. Além dos receptores M1 e M2, o0 M4 foi encontrado
nos ganglios simpaticos e pode ser induzido por catecolaminas,
de forma similar ao receptor M1. De acordo com estudo de
Makino et al., aregido da veia de Marshall tem grande ntimero
de fibras nervosas simpdticas e de ganglios parassimpaticos,
e pode de fato ter um papel ligado a expressao aumentada
desses receptores.™ Assim, as dreas afetadas sao de fato as
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mais relacionadas a FA; apenas o M1 parece ter alteragao
mais difusa, atingindo o &trio direito e o esquerdo.

Foram descritas alteragbes na expressao de receptores
muscarinicos em modelos experimentais, o que pode sugerir
que eles tenham uma fungdo na fisiopatologia, e talvez no
tratamento, da FA. Em modelo experimental de insuficiéncia
cardiaca em caes, as densidades dos receptores M2 e M4
estavam reduzidas, e as dos receptores, aumentadas nos
atrios com FA, em comparagdao com os sem FA.?* Deve-se
salientar que M2 e M4 inibem os canais de cdlcio, e 0 M2
tem agoes inotrépicas e cronotropicas.?'?2 Assim, seria possivel
esperar que esses receptores estivessem diminuidos, e nao
aumentados, na FA permanente. O mesmo nao se aplica aos
receptores M1 e M3, de quem foram documentadas fungoes
estimuladoras em outros 6rgaos.?? O receptor M5 e suas agoes
sao pouco conhecidos nos coragbes humanos, mas de todo
modo quanto a ele nao houve diferenga entre os grupos.

Nossos resultados sugerem que o tecido miocardico
adjacente aos plexos ganglionares pode estar associado a
expressao aumentada de receptores muscarinicos, exceto no
caso do M5. A expressao aumentada do receptor muscarinico
ocorreu mais frequentemente na porgao do étrio esquerdo,
onde se situa a veia de Marshall.

Embora nao tenhamos avaliado fungdo, algumas
consideragoes sobre a fisiopatologia da FA permanente podem
ser feitas com base em nossas observagoes morfoldgicas.

2

Primeiramente, é necessario considerar a possibilidade de
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que as alteracdes que encontramos sejam nao a causa, mas
o efeito da FA, por mecanismo nao esclarecido. Por outro
lado, o desequilibrio do SNACI, como demonstrado em
estudos experimentais e eletrofisiol6gicos, pode ser causado
por baixa atividade da inervagdo cardiaca autonoémica (na
qual a reducao da drea média dos nervos com manutengao
geral da densidade de fibras poderia ter uma fungao, ainda
que seja importante mencionar que nao houve alteragao
na area de nervos), com aumento desproporcional da
inervagao simpética. E importante salientar que o aumento
da expressdao cardiaca de receptores muscarinicos,
especialmente dos relacionados a atividade induzida por
catecolaminas (M1, M2 e M4) e em regides especificas
relacionadas a FA (M1 e M3), aponta para a existéncia de
possivel desequilibrio na atividade autonémica que poderia
perpetuar essa arritmia de modo permanente em coragoes
humanos, ao aumentar a sensibilidade a estimulos atriais
causados pela acetilcolina.

Receptores B-adrenérgicos na fibrilacao atrial permanente
e o uso de B-bloqueadores

Em que pese a grande importancia do controle -adrenérgico
do ritmo cardiaco, nossos dados indicam que ndo ha diferenca
na expressao de seus receptores ou da quinase GRK-5 com o
uso de B-bloqueadores.

Nao foi encontrada diferenca significativa nos receptores
B-adrenérgicos tipos 1 ou 2. Por outro lado, os receptores
B3 e GRK-5 estavam bastante aumentados nas amostras de
pacientes com FA permanente.

Consideracoes metodolégicas e limitacoes do estudo

Ha relativamente poucos trabalhos que usam métodos
anatomopatolégicos para estudar arritmias cardiacas,
principalmente porque grande parte das alteragoes
subjacentes a elas sao essencialmente eletrofisioldgicas, com
poucas repercussoes morfoldgicas, e porque frequentemente
requerem trabalhosos mapeamentos cardfacos. Porém,
uma vez que tais desafios sejam encarados, esses métodos
tém potencial de contribuir de forma significativa para o
entendimento dessas doengas. Nossa abordagem no presente
estudo foi a de verificar tipos e areas das fibras nervosas
autondmicas, a expressdo de receptores muscarinicos e
adrenérgicos e a quinase desses ltimos (GRK-5) na fibrilagao
atrial humana.

Nossos achados demonstram que esse método é (til
para identificar alteragdes eventualmente presentes (como
nos receptores). Claramente, uma das limitagbes desse
tipo de estudo é que a expressao morfolégica das fibras
nervosas e dos receptores nao implica diretamente que
sejam funcionais, mas pode-se inferir que mudangas em
suas concentragbes miocdardicas podem refletir alteragdes
em sua atividade.

Vale reforgar a importancia da escolha de controles
adequados para os estudos patolégicos: ainda que a FA
em geral ocorra em pacientes como acompanhante de
alguma doencga estrutural, a maioria dos artigos anteriores
utilizou coracoes normais como controles.” Desse modo,
é impossivel determinar com precisdo suficiente quais
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achados sao, de fato, ligados a arritmia. Para evitar esse viés,
nossos pacientes-controle tinham as mesmas doencgas que
aqueles com FA, como se tivéssemos “excluido” as doencas
acima e abaixo de uma linha de fragao, deixando apenas
a arritmia para explicar as diferengas. Além disso, usamos
amostras de pacientes com pelo menos 2 anos desde o
diagnéstico, para ter certeza de que qualquer alteracao
potencial fosse fixa.

Conclusoes

O aumento da inervacao do sistema nervoso autbnomo
cardiaco intrinseco, assim como o remodelamento da
expressao de receptores em regioes propensas a desencadear
fibrilacao atrial, podem ter uma fungao na condicao de
pacientes com fibrilagdo atrial permanente secundaria a
doenca cardiaca estrutural.
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