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Resumo

Objetivo: A fung¢io do Sistema Nervoso Intrinseco Cardiaco
e o seu papel na doenca cardiaca permanecem pobremente
compreendidos. Sabe-se que o cloreto de benzalconio (CB)
induz a desnervaciio intrinseca do tubo digestivo. O objetivo
deste estudo foi tentar produzir um modelo experimental de
desnervacao intrinseca do coracio utilizando o CB.

Método: Trinta ratos Wistar foram submetidos a aplicacio
intrapericardica de CB (0,3%) e trinta animais controle
receberam a solucio salina. Apés 15 dias, os animais foram
divididos em trés grupos, com 10 animais tratados e 10
controles em cada. Os animais do grupo I foram submetidos
a estudo radioldgico e histopatolégico. A drea cardiaca e o
indice cardiotoracico (ICT) foram medidos nas radiografias.
Os animais do grupo II foram submetidos a estudo
hemodindmico com registro da pressio arterial, freqiiéncia
cardiaca e débito cardiaco. No grupo III, a integridade da
inervacio parassimpatica extrinseca do coracio foi avaliada
por estimulacio vagal direita. O sistema de conducio foi
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avaliado pelo ECG basal.

Resultados: A aplicacio de CB acarretou aumento do ICT,
da area cardiaca, pressio arterial e débito cardiaco, bem como
do peso ponderal e do figado. Nestes animais, a analise
histopatolégica mostrou redugdo do nimero de neurdnios
atriais e congestdo passiva crénica do figado. A estimulacio
vagal ndo mostrou diferencgas entre os grupos experimentais.

Conclusdo: A ablacido do sistema nervoso intrinseco
propiciou o aparecimento de cardiopatia dilatada com
insuficiéncia cardiaca direita e esquerda. Esse modelo
experimental inédito devera nortear futuros estudos na
tentativa da elucidacdo da relacio entre lesio neuronal e
miocardiopatia.

Descritores: Contragio miocardica. Sistema de condugio
cardiaco. Sistema nervoso auténomo. Gainglios
parassimpaticos. Denervag¢io auténoma. Compostos de
benzalcénio. Miocardiopatia congestiva. Insuficiéncia
cardiaca congestiva.
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Abstract

Objective: The function of Intrinsic Cardiac Nervous
System is largely unknown, as is its role in heart disease. In
the digestive system, a topic aplication of Benzalkonium
chloride (BC) leads to intrinsic denervation of the viscera.
Thus, our aim was to obtain an experimental model of cardiac
intrinsic denervation by the application of BC.

Method: Thirty male Wistar rats received intrapericardic
injection of CB 0.3% (CB animals) and thirty similar animals
received saline (C animals). After 15 days the animals were
divided in three groups, with 10 CB-treated and 10 saline-
treated animals each. Group I was submitted to radiological
and morphologic studies. The cardiac shadow area (CSA)
and cardiothoracic index were calculated in roentgenograms
with a semi-automatic image analysis system (MINI-MOP).
The day after the animals were weighted and sacrificed with
heart, liver and lung collected for histopathologic analysis.
The animals of group II were submitted to a hemodynamic
study. Measurements of blood pressure, heart rate and cardiac
output were performed using the Cardiomax II termodilution
system and a Termistor sensor. With the animals of the
group III, the integrity of extrinsic parassympatic cardiac
innervartion was examined by measuring heart rate response

INTRODUCAO

Os neurdnios intrinsecos cardiacos haviam sido
classicamente considerados como sendo somente neurénios
pos-ganglionares parassimpaticos eferentes que recebem
impulsos dos neurdnios pré-ganglionares eferentes
parassimpaticos, com os ganglios intrinsecos funcionando
como estagdes transmissoras cardiacas dos impulsos do sistema
nervoso central. Posteriormente, foram identificados neurdnios
eferentes envolvidos num circuito local de interconexao que
continha também neurdnios eferentes pos-ganglionares
simpaticos e parassimpaticos, bem como aferentes [1], sendo
todo este conjunto chamado de Sistema Nervoso Intrinseco
Cardiaco (SNIC). Contudo, a fungdo do SNIC e seu papel na
fisiopatologia cardiaca permanecem pobremente
compreendidos. Os inimeros modelos experimentais descritos
de desnervagdo extrinseca do coragdo [2-4], colaboraram, em
parte, para a compreensao da neurocardioregulacao.

Todos estes modelos demonstraram desnervacao
cardiaca, mas os autores nao levaram em consideracao um
fato importante da desnervacdo do transplante cardiaco, a
qual ndo inclui desnervagdo intrinseca, porque os ganglios
intracardiacos nao sdo afetados nesse tipo de procedimento.
De fato, enquanto os enxertos cardiacos humanos
permanecem funcionando extrinsecamente desnervados,
eles apresentam viabilidade dos nervos intrinsecos [5] e as
atividades dos plexos ganglionares intrinsecos cardiacos
retornam [6]. Desta forma, ndo ha descricao na literatura de
um modelo experimental especifico de desnervagao do SNIC,
preservando o sistema extrinseco.

to electrical stimulation of the right vagus. Electrical activity
was assessed by ECG.

Results: CB animals presented increases in cardiothoracic
index, CSA, body and liver weight. In these animals the
histopathologic analysis showed passive chronic congestion
and reduction of the number of atrial neurons. In the
hemodynamic study, total peripheral resistance and heart
rate were similar in both groups, but blood pressure and
cardiac index were reduced in the CB group. The vagal
stimulation and ECG were similar in both groups.

Conclusion: The Intrinsic Cardiac Nervous System
denervation caused dilated cardiopathy in rats with left and
right heart failure. The etiology of some dilated cardiopathies
in human is largely unknown. Thisunpublished experimental
model should provide future studies with the objective of
elucidating the relationship between neuronal injures and
heart disease.

Descriptors: Myocardial contraction. Heart conduction
system. Autonomic nervous system. Ganglia, parasympathetic.
Autonomic denervation. Benzalkonium compounds.
Cardiomyopathy, congestive. Heart failure, congestive.

O cloreto de benzalconio (CB) é um surfactante catidénico
que, aplicado topicamente no tubo digestivo, causa
desnervagao dos neurdnios intrinsecos (mioentéricos), com
conseqiientes alteracdes importantes na fisiologia e
morfologia desses orgdos [7,8]. Como os neurdnios
cardiacos localizam-se no epicardio [9], por analogia, a
administragdo intrapericardica de CB poderia destrui-los,
produzindo um modelo experimental de desnervacdo. A
proposta desse estudo €, portanto, determinar os efeitos da
ablacdo do SNIC na morfologia, contratilidade e freqiiéncia
cardiaca de ratos, como forma de melhor entender o papel
do SNIC na fisiopatologia cardiaca.

METODO

Animais

Foram utilizados 60 ratos Wistar, machos, com 200g de peso
corporal no inicio do experimento. Todos os animais receberam
cuidados humanos em conformidade com “Principles of
Laboratory Animal Care”, formulados pela National Society
for Medical Research, e com “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals”, publicado pelo National Institutes of
Health (NIH publicagao 86-23, revisado 1985).

Grupos e Desenho Experimental

Trinta ratos Wistar foram submetidos a aplicacao
intrapericardica de CB (0,3%) e 30 animais controle
receberam a solugdo salina. Apds 15 dias, os animais foram
divididos em trés grupos, com 10 animais tratados e 10
controles em cada. Os animais do grupo I foram submetidos
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a estudo radiologico e histopatolégico. A area cardiaca e o
indice cardiotoracico (ICT) foram medidos em radiografias.
Os animais do grupo II foram submetidos a estudo
hemodindmico com registro da pressao arterial, freqiiéncia
cardiaca e débito cardiaco. No grupo III, a integridade da
inervagao parassimpatica extrinseca do coragdo foi avaliada
por estimulagdo vagal direita. O sistema de condug¢do foi
avaliado pelo ECG basal.

Desnervacao intrinseca do coracao

Apbs anestesia por inalacdo de éter sulfirico em camara
fechada, foi realizada laparotomia transversa de
aproximadamente 4 cm no abdome superior € com uma
seringa e agulha (25G) foi puncionado o saco pericardico
no centro tendineo do diafragma e injetado 0,2 ml of CB a
0,3%. O fechamento do plano muscular e cutaneo foi
realizado com sutura continua de algodao 2-0. Outro grupo
(animais controle) recebeu solugdo de cloreto de sddio a
0,9% no saco pericardico.

Estudo radiolégico

Os ratos foram submetidos a exame radioldgico simples
de térax na incidéncia PA, com aparelho de radiografia
odontologica encostado ao dorso do animal. Foram avaliados:
a area cardiaca, o didmetro latero-lateral cardiaco e toracico
através da medida nas radiografias por um sistema semi-
automatico de analise de imagens (MINI-POP, Kontron®).
Foi também calculado o indice cardiotoracico (ICT).

Estudo histopatolégico

No dia seguinte ao exame radiolégico, os animais
apresentavam bom estado geral e foram pesados, sendo em
seguida sacrificados com infusdo endovenosa de Cloreto
de Potassio (1 meg/ml), com objetivo de induzir uma parada
cardiaca em didstole. Na seqiiéncia, eram retirados e pesados
coragdo e figado e coletado fragmento do lobo inferior direito
do pulmao e encaminhados para rotina histolégica. Foram
realizados 15 cortes seriados transversais dos atrios de cada
animal, padronizadamente, para quantificar o nimero de
neurdnios intrinsecos cardiacos, como descrito por
OLIVEIRA etal. [8].

Com o intuito de verificar a especificidade do CB para
desnervagdo, em um grupo de cinco animais foi feito o mesmo
procedimento para inje¢do intrapericardica de carraginina,
uma substancia sabidamente indutora de reagao inflamatoria.
Os coragoes destes animais foram submetidos ao mesmo
estudo histopatoldgico descrito acima.

Estudo eletrocardiografico e de estimulagiio elétrica vagal
A integridade da inervacdo extrinseca parassimpatica do
coracao foi examinada pela medida da resposta da freqiiéncia
cardiaca a estimulagdo elétrica do nervo vago direito. A
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freqiiéncia e a integridade do sistema de conducéo cardiaco
foram avaliadas por eletrocardiografia (ECQG).

Trés eletrodos foram implantados no subcutaneo do
dorso de cada rato e conectados a um gravador multicanal
(Physiograph Four-A, E & M Instrument Company, New
York, NY). Amorfologia do ECG e o decréscimo da freqiiéncia
cardiaca produzida pela estimulacdo elétrica do nervo vago
direito foram estudados em ratos anestesiados com cloralose
endovenoso. O intervalo entre as estimulagdes foi
determinado pelo tempo requerido para freqiiéncia cardiaca
voltar ao nivel de pré-estimulacao.

Estudo hemodinamico

Este experimento consistiu em aferir hemodinamicamente
as respostas obtidas apos desnervagao intrinseca do
coracao e, desse modo, estudar sua contratilidade. Canulas
de polietileno foram introduzidas na artéria femoral direita, e
veia jugular direita, sob anestesia intraperitoneal com
nembutal e o sensor de temperatura Termistor (Columbus
Instruments) foi inserido na artéria cardtida comum direita
até a crossa da aorta. Um fluxometro de termodilui¢ao
Cardiomax II 85 (Columbus Instruments) foi usado para
realizar as medidas. Essas medidas foram aferidas 15 minutos
apos o procedimento cirurgico ou quando os pardmetros
hemodinamicos estivessem estabilizados.

A pressdo arterial média (PAM) e a freqiiéncia cardiaca
(FC) foram medidas pelo fluxometro, por meio da canula da
artéria femoral. O volume sistélico (VS) foi medido usando
curvas de termodilui¢do. Por meio da canula jugular, solucao
de NaCl 0,9% em baixa temperatura foi injetada com Micro
Injector 400 (Columbus Instruments) e o Termistor captava
a variacao de temperatura.

VS foi calculado pela formula: (756 - Ti)xVi,; onde: VS - Volume
ASC

Sistolico, Tb- temperatura sanguinea, Ti- Temperatura da

Injecio, Vi- Volume injetado, ASC-Area Sob a Curva.

Os parametros seguintes foram calculados:

* DCM (D¢ébito Cardiaco Minuto): DCM =FC x VS

«IC (indice Cardiaco): IC =DCM
100g

« IS (indice Sistélico): IS= VS
100g

* RVPT (Resisténcia Vascular Periférica Total): RVPT = PAM
DCM

Analise estatistica
Os resultados foram apresentados como média + desvio
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padrdo. O teste t de Student foi utilizado para a anélise
comparativa, com nivel de significancia estabelecido em 5%.

RESULTADOS

O estudo radiolégico mostrou aumento da area cardiaca
e do indice cardiotoracico no grupo CB em relacdo ao
controle (Tabela 1). Observamos aumento do peso médio
ponderal do figado no grupo CB, quando comparado ao
controle, sem alteragcdo do peso do coragdo (Tabela 2).

Tabela 1. Resultados das analises radiologicas, com imagens
obtidas pelo estudo radioldgico em projegdo pdstero-
anterior.

Grupo C Grupo CB
0,34 £ 0,02 0,42 £ 0,08*
204,61 + 15.05 283,37 + 33,63*

Indice cardiotoracico

Area cardiaca (mm2)

* CB > C (p<0,05)

Tabela 2. Pesos corporal, cardiaco e hepatico.

Grupo C Grupo CB
Peso do figado (g) 9,78 + 1,03 11,64 + 1,28*
Peso do coracdo (g) 1,01 + 0,09 1,04 £ 0,11

Peso corporal (g) 242,20 + 15,73 274,09 + 23,98*

* CB > C (p<0,05)

O estudo histopatologico mostrou que os coracdes do
grupo controle eram normais e que, no grupo CB, os cora¢des
apresentavam necrose nos plexos ganglionares, areas de
hipertrofia miocérdica alternadas com areas de hipotrofia.
Foi observado discreto espessamento do epicardio no grupo
CB, mas nenhuma adesdo importante ou atividade
inflamatodria aguda foi notada. Nos coragdes de ratos
tratados com carraginina observou-se discreto
espessamento pericardico e auséncia de outras alteracdes
histopatologicas, sendo que houve preservagido dos
neurdnios intrinsecos do coragao.

Nos figados do grupo CB observou-se presenca de
congestdo passiva cronica caracterizada por dilatacdo da
veia centrolobular acompanhada de dilata¢ao sinusoidal .
Nao foram observadas alteracdes histopatologicas nos
figados dos animais dos grupos controle e carraginina. Os
pulmdes estavam histologicamente normais em todos os
grupos. A contagem neuronal mostrou diminui¢do do
numero de neurdnios cardiacos nos animais do grupo CB
em relacdo ao grupo C (Tabela 3).

O estudo hemodinamico (Tabela 4) mostrou que os ratos
do grupo CB apresentaram diminui¢cdo da PAM, DC, VS e
IC, em comparagdo ao grupo controle. A freqiiéncia cardiaca

e a resisténcia vascular periférica total ndo apresentaram
alteragdes significativas, quando comparadas ao grupo
controle.

Tabela 3. Resultados da contagem neuronal.

Grupo C Grupo CB
Numero de neurdnios atriais 380,90 + 44,75 112,51 + 21,28*
(por 100um de miocardio)

* CB < C (p<0,05)

Tabela 4. Resultados do estudo hemodinamico, em animais dos

grupos C e CB.

Grupo C Grupo CB
Freqiiéncia cardiaca
(batimentos por min) 405 + 30 429 + 39
Pressdo arterial média
(mmHg) 117+ 5 96 + 3*
Débito cardiaco (mcl/min) 137+ 9 101 + 6*
Volume sistolico (ul/100g) 342 + 21 241 + 18*
Indice cardiaco (mcl/min/g) 0,47 + 0,05 0,32 + 0,04*
Resisténcia vascular periférica
(mmHg/mcl/min) 0,87 + 0,40 1,00 + 0,14

* CB < C (p<0,05)

O ECG mostrou diminuigao da variabilidade do intervalo
RR no grupo CB, estando todos os demais parametros
idénticos e dentro do padrao de normalidade. As quedas
nas freqiiéncias cardiacas, produzidas pela estimulagdo
elétrica no nervo vago direito, foram semelhantes nos dois

grupos (Figura 1).

Diecrescimo da frequéncia cardiaca (bpes)

== Contrale
=R

Diecréscima pes FC {(hpm)

0 F.1] 4y il
Fraequiseia (Hz)

Fig. 1 — Freqiiéncia cardiaca de repouso e resposta bradicardica a
estimulag@o elétrica vagal direita (5V, 2ms, 1-128Hz) (n=10, NS).

COMENTARIOS
Estudos tém demonstrado que o SNIC fornece estimulo

neurohumoral ao coracdo, modulando freqiiéncia e
contratilidade cardiacas [ 10]. O SNIC atua como um processador
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de distribuicao, integrando informacdes eferentes centrifugas
parassimpatica e simpdtica para o coragao, além de informagdes
centripetas vindas das fibras nervosas sensitivas [1].

O papel do SNIC na patogénese cardiaca ¢ desconhecido.
Disfun¢ao autondmica € uma complicacdo séria do diabetes
melittus e pode causar disfung@o ventricular [11], assim como
na cardiopatia chagasica [12]. Uma ferramenta comum e 1til
para estudar aspectos funcionais de sistema nervoso e
inervagdo visceral ¢ verificar os efeitos de remogao de partes
do sistema nervoso. O desenvolvimento de um novo modelo
de ablagdo do SNIC usando o cloreto de benzalcéneo (CB)
vem sendo motivo de investiga¢des ha algum tempo [7]. Ja se
comprovou, em ratos, que a administra¢do tdpica de CB na
serosa do tubo digestivo produz destrui¢do de neurdnios
mioentéricos intrinsecos e que este procedimento produz
profunda mudanca na fisiologia e morfologia do 6rgao. Assim,
¢ descrito que esse tipo de desnervacdo leva a importante
distensdo dessas visceras com prejuizo da sua motilidade
[12,13]. Os neurdnios cardiacos situam-se sob o epicardio do
coragdo [10] e por analogia com o modelo digestivo, a
administragdo intrapericardica de CB poderia destruir esses
ganglios, produzindo um modelo experimental de desnervagao
intrinseca o coragao.

Esta foi a idéia fundamental desta investigag@o, cujos
achados principais foram: 1) O estudo radioldégico mostrou
que o ICT e a area cardiaca do grupo CB foram
significativamente maiores que o grupo controle; 2) O grupo
CB apresentou aumento dos pesos ponderal e do figado; 3) A
andlise histopatologica do figado foi normal no grupo controle
e mostrou congestao passiva cronica no grupo CB e no coragio
foram observadas areas de hipertrofia mescladas com areas de
hipotrofia e diminui¢ao da contagem neuronal nos atrios; 4) A
estimulacdo vagal ndo mostrou alteracdo significativa no
decréscimo da freqiiéncia cardiaca dos grupos, sendo que ao
ECG observou-se apenas diminui¢ao do intervalo R-R no grupo
CB; 5) No estudo hemodinamico, a resisténcia vascular
sistémica e freqiiéncia cardiaca foram semelhantes nos grupos,
porém a pressdo arterial e o indice cardiaco foram
significativamente menores no grupo CB.

A histopatologia mostrou um discreto espessamento do
pericardio, mas ndo um processo inflamatdrio ativo que pudesse
explicar os demais achados morfologicos e funcionais. Nos
animais submetidos a aplica¢do de carraginina ndo houve lesdes
dos neurdnios intrinsecos cardiacos, o que mostra a
especificidade do CB para produzir tais lesoes.

No modelo experimental desenvolvido, a destrui¢do do
SNIC foi parcial e confirmada pela contagem neuronal. Os
animais desnervados apresentaram ganho de peso que pode
ser causado pela retencdo hidrica, usualmente observada na
insuficiéncia cardiaca congestiva.

Concluimos, portanto, que a desnervagao do SNIC causa
um tipo de cardiopatia dilatada, demonstrada pelo estudo
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radiologico e sem ganho de massa muscular na comparagao
dos pesos dos coragdes desnervados e controles. O estudo
hemodinamico mostrou que a cardiopatia cursa com reducao
da contratilidade cardiaca.

O sistema de condugdo e a inervacao extrinseca
parassimpatica do coragdo foram preservados, uma vez que o
ECG de repouso ¢ a resposta a estimulagdo elétrica do nervo
vago foram semelhantes nos dois grupos estudados. Porém, a
diminuigdo do intervalo R-R no ECG do grupo CB denota um
sinal indireto de cardiopatia grave.

A andlise dos parametros hemodinamicos, principalmente
queda do indice cardiaco e da fracdo de ejegdo avaliados pelo
volume sistolico, associada & congestdo passiva cronica
hepéatica no grupo CB, evidencia insuficiéncia cardiaca
congestiva direita e esquerda. A redugdo da pressdo arterial
média (PAM) no grupo CB sugere um quadro de faléncia
cardiocirculatoria presente na insuficiéncia cardiaca
descompensada. Nao houve diferenca estatistica na
comparacdo dos parametros freqliéncia cardiaca (FC) e
resisténcia periférica total o que corrobora com a hipotese de
que a alteracdo ¢ na contratilidade miocardica.

Somente hipoteses podem ser levantadas sobre os
mecanismos que reduzem a contratilidade cardiaca apos a
desnervagio do SNIC. E consenso que a insuficiéncia cardiaca
acompanha-se de importante disturbio no sistema nervoso
autondmico. Essa disautonomia na insuficiéncia cardiaca €, em
geral, caracterizada pelo aumento da atividade do sistema
nervoso simpatico e diminui¢ao da atividade do sistema nervoso
parassimpatico [ 14]. Um mecanismo fisiopatologico da faléncia
cardiaca comum aos modelos de laboratério e na populagdo é
a ativacdo neuroendocrina [15], com elevag@o dos niveis de
noradrenalina [16], vasopressina, fator atrial natriurético,
endotelina e aumento do sistema renina-angiotensina-
aldosterona [17].

Uma forma para estudar a fun¢ao da inervagdo intrinseca
cardiaca seria avaliar as alteracOes decorrentes da desnervagao
na cardiopatia chagésica [ 14]. Entretanto, a inconveniéncia que
o modelo experimental de desnervacao pela Doenca de Chagas
apresenta se deve as dificuldades da padronizagdo da
desnervacao e ao fato de que nesta cardiopatia coexistem
fenomenos imunoldgicos e de alteragdes na microvasculatura
[18] que impossibilitam a identificacdo isolada do papel da
desnervag@o nas alteracdes morfoldgicas e funcionais do
coragao.

Nos modelos de desnervacao descritos na literatura como
a plexectomia [19], transplante [20], técnica de Randall/
vagotomia [21] e autotransplante [22] apenas a inervagdo
extrinseca foi comprometida em animais e seres humanos. Esses
modelos ndo levam a uma alteragao na fisiologia ou morfologia
cardiaca. O modelo estudado difere fundamentalmente pelo
fato de provocar uma desnervagao exclusivamente intrinseca
e provocar uma importante alteracao na contratilidade cardiaca.
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Neste sentido, a desnervagao intrinseca cardiaca se assemelha
a cardiopatias dilatadas ndo isquémicas, como a cardiopatia
chagasica e a diabética. Nessas doengas, existe um desbalanco
do sistema nervoso autondmico e a desnervagdo intrinseca
tem, sem duvida alguma, uma importancia capital. Este é o
detalhe experimental que faz a desnervacao com o CB ummodelo
original. Os nossos resultados abrem amplas perspectivas para
estudos futuros sobre o papel dos neurdnios intracardiacos
na fisiopatologia do coracao.
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