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MICROINJECOES INTRAMURAIS DE CLORETO DE BENZALCONIO NA
DESNERVACAO QUIMICA INTRINSECA EM ILEO DE RATOS WISTAR

RESUMO - A sindrome do intestino curto (SIC) representa condicao clinica
grave na medicina, caracterizada pela deficiente absorcéo intestinal de nutrientes,
causada pela perda extensa do intestino delgado, culminando em altas taxas de
mortalidade tanto em pacientes humanos quanto veterinarios. Os tratamentos
disponiveis ndo possuem, até entdo, resultados satisfatérios para resolucdo desta
importante afeccdo e consistem em terapias paliativas. Diversos estudos
demostraram que o método de desnervacgao intestinal intrinseca, com utilizacdo do
Cloreto de Benzalconio (CB), consiste em promissora esperanca na busca de terapias
menos invasivas e eficazes no tratamento da SIC, permitindo melhora nas condi¢des
pés-cirargicas e progndstico dos pacientes, por aumentar a area absortiva do
intestino. Objetivou-se, com esse trabalho, avaliar a capacidade do CB induzir
desnervacédo quimica intrinseca, por meio de aplica¢des intramurais em ileo de ratos
Wistar e aprofundar o conhecimento sobre a evolugdo da lesdo neuronal causada
neste processo. Foram utilizados 40 ratos, distribuidos em dois grupos (controle- GC
e benzalconio- GB) de 20 animais cada, subdivididos em quatro subgrupos de acordo
com o tempo de avaliagdo pos-operatoria de 24, 48 horas, 30 e 90 dias. Os animais
foram submetidos a microinjec¢des intramurais de solucdo salina estéril 0,9% (GC) ou
de cloreto de benzalcénio (GB) em porcao ileal, e posterior analise histopatolégica e
imuno-histoquimica, para avaliacao da lesdo neuronal. Houve diminuicéo significativa
(p<0,05) na contagem neuronal mientérica nos grupos GB2, GB3 e GB4. A
imunomarcacao especifica positiva para H2AX e Caspase-3 confirmou os resultados
obtidos na avaliacdo histopatoldgica, denotando inicio da lesédo celular irreversivel,
com quebra da fita dupla de DNA, em 24 e 48 horas, avaliado pela positividade da
imunomarcacdo de H2AX, evoluindo para apoptose neuronal em 48 horas apos
desnervacdo com CB, confirmado pela imunomarcacéo de Caspase-3. Nas condi¢des
em que este trabalho fora conduzido é possivel concluir que a aplicacdo de CB 0,3%
por meio de microinjecdes intramurais na parede ileal € capaz de induzir desnervacgao
qguimica intrinseca da porc¢ao ileal de ratos Wistar.

Palavras-chave: apoptose, estresse oxidativo, intestino delgado, morte

neuronal, sindrome do intestino curto, toxicidade
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INTRAMURAL MICROINJECTION OF BENZALCONYL CHLORIDE IN
INTRINSIC CHEMICAL DISNERVATION IN ILEUM OF WISTAR RATS

ABSTRACT - Short bowel syndrome (SBS) represents a serious clinical
condition in medicine, characterized by deficient intestinal absorption of nutrients,
caused by extensive loss of the small intestine, culminating in high mortality rates in
both human and veterinary patients. The available treatments do not have, until then,
satisfactory results to solve this important affection and consist of palliative therapies.
Several studies have shown that the intrinsic intestinal denervation method, using
Benzalkonium Chloride (BC), is a promising hope in the search for less invasive and
effective therapies in the treatment of SBS, allowing improvement in the post-surgical
conditions and prognosis of the patients, by increasing the absorptive area of the
intestine. The aim of this study was to evaluate the ability of BC to induce intrinsic
chemical denervation through intramural applications in the ileum of Wistar rats and to
deepen the knowledge about the mechanism of action of the neuronal injury caused in
this process. A total of 40 rats were divided into two groups (GC-control and
benzalkonium-GB) of 20 animals each, subdivided into four subgroups according to
the postoperative evaluation time of 24, 48 hours, 30 and 90 days. The animals were
submitted to intramural microinjections of sterile saline solution 0,9% (GC) or
benzalkonium chloride (GB) in the ileal portion, and later histopathological and
immunohistochemical analysis, to evaluate the neuronal lesion. There was a significant
decrease (p <0.05) in the myenteric neuronal count in GB2, GB3 and GB4 groups.
Positive specific immunoblotting for H2AX and Caspase-3 confirmed the results
obtained in the histopathological evaluation, denoting the onset of irreversible cell
damage, with DNA double strand break, at 24 and 48 hours, as assessed by the
positivity of H2AX immunostaining, progressing to apoptosis Neuronal at 48 hours after
denervation with CB, confirmed by the Caspase-3 immunostaining. Under the
conditions in which this work for the development is possible to conclude the
application of CB 0.3% by means of intramural microinjections in the ileal wall is able
to induce intrinsic chemical denervation of the ileal portion of Wistar rats.

Keywords: apoptosis, oxidative stress, small intestine, toxicity, short bowel

syndrome, neuronal death
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1 INTRODUCAO

A Sindrome do Intestino Curto (SIC) € condi¢do grave que ocorre em pacientes
humanos e veterinarios, em consequéncia as resseccbes extensas de intestino
delgado, provocando diminui¢cdo da absorcédo de nutrientes, incapacidade de manter
o equilibrio proteina-energia, fluidos, eletrélitos ou micronutrientes, resultando na
necessidade de suplementacdo parenteral para prevenir déficits nutricionais ou de
hidratacéo, podendo levar o paciente ao ébito em pouco tempo. Na pediatria humana
esta condicdo pode estar associada a alteracdes congénitas ou adquiridas, ja em
pacientes veterinarios a maior incidéncia ocorre ao longo da vida, principalmente
devido a processos obstrutivos, que podem ter como causa corpos estranhos,
neoplasias, volvulos ou intussuscepcao.

Nesse contexto, sdo inUmeras as pesquisas que visam minimizar ou extinguir
esses efeitos, no intuito de instituir tratamentos ndo apenas paliativos, como é
comumente realizado (VERNON; GERGESON, 2001), mas que possam curar esses
pacientes. Ha décadas, diversos pesquisadores buscam terapia cirlrgica eficaz,
contudo, pbde-se observar alta taxa de insucesso e inUmeras complicacbes pos-
operatorias decorrentes dos procedimentos realizados, impactando diretamente na
sobrevida desses pacientes.

O cloreto de benzalcénio (CB), por provocar desnervacdo quimica intrinseca
do intestino e, como consequéncia, aumentar a area absortiva intestinal, surge como
possibilidade de tratamento. Apesar de alguns estudos iniciais jA mostrarem efeitos
benéficos em ratos (GARCIA et al., 1999; CARVALHO et al., 2006), ha a necessidade
de aprimorar as técnicas, a fim de minimizar as complicacfes obtidas em pesquisas
anteriores. Tais complicacbes, como peritonite, foram observadas em estudos
recentes realizados por esta equipe quando o CB foi utilizado de forma local, com
resultados ainda a serem divulgados.

Diante disso, torna-se de suma importancia a manutencao do investimento em
pesquisas que busquem possibilidades terapéuticas eficazes, devido a alta

morbimortalidade que a SIC provoca, na medicina veterinaria e podendo chegar a
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taxas superiores a 80% na pediatria humana se ndo adequadamente tratada
(MARCHINI, et al.,, 1994), e ndo havendo até o presente momento, terapias
satisfatorias capazes de minimizar as complicacdes decorrentes da falha de absorcéo
intestinal.

Os resultados obtidos nesse estudo apontam nova possibilidade na abordagem
terapéutica de pacientes com SIC (na medicina humana e na veterinaria). Portanto,
objetiva-se com esse trabalho avaliar a capacidade do CB em induzir desnervacao
guimica intrinseca, por meio de aplicacfes intramurais na porcao ileal de ratos Wistar
e aprofundar o conhecimento sobre a evolucdo da lesdo neuronal causada neste
processo, por meio de analise histopatolégica e imuno-histoquimica, pela
imunomarcacao especifica de H2AX, para avaliar presenca de estresse oxidativo e

Caspase-3, para deteccao de apoptose dos neurénios mientéricos.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sindrome Do Intestino Curto

A SIC compreende o conjunto de sinais e sintomas causados pela resseccao
extensa de porcao intestinal, cerca de um quinto de intestino delgado (WERF et al.,
2015), no qual a porcéo funcional restante é inadequada para digerir e absorver os
nutrientes entéricos necessarios para o crescimento e desenvolvimento normais
(CARVALHO et al.,, 2006), conduzindo a ma absorcdo severa de nutrientes,
secundéria a reducao da area de superficie (FIGUEROA et al., 1996). Representa
condicao clinica critica, caracterizada pela deficiente absor¢ao intestinal de nutrientes
podendo levar ao 6bito por desnutricdo grave que, se ndo adequadamente tratada,
repercute em taxas significativas de morbidade e mortalidade em criancas (WALES et
al., 2004; SQUIRES et al., 2012). As causas desta sindrome em humanos incluem
afeccdes congénitas e adquiridas que resultam em perda de grandes areas de
superficie de absorcéo intestinal (TANNURI, 2004; WERF et al., 2015), como em
pacientes submetidos a correcdo cirargica de atresia intestinal e enterocolite
necrosante (WERF et al., 2015). Na medicina veterinaria, as causas com maior

incidéncia relatadas sdo trauma abdominal, isquemia mesentérica, obstrucdes
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intestinais seguidas de necrose de algca e carcinoma intestinal (WESER et al., 1976;
MAEGAWA et al., 2009)

Segundo estudo epidemioldgico realizado nos Estados Unidos da América por
Pant et al. (2015), criancas portadoras da SIC apresentam elevado tempo de
permanéncia em leitos hospitalares e altos custos de hospitalizagdo, sendo comum
apresentarem complicagcdes associadas como infec¢cbes (62%), anemia (29%) e
doenca hepatica (17%), colaborando para taxa de mortalidade superior a 80% se nao
adequadamente tratada (MARCHINI, et al., 1994).

Como forma compensatoria a extensa perda desta porgcdo intestinal, o
organismo € capaz de desenvolver meios adaptativos que consistem em aumentar a
superficie absortiva, por meio do aumento do comprimento e calibre da viscera
(FIGUEROA et al., 1996; BIANCHI, 1997; TANNURI, 2004; CARVALHO et al., 2006).
Estas alterac6es ocorrem devido a maior taxa proliferativa, bem como hiperplasia das
camadas musculares do intestino delgado (THOMPSON; EDGAR, 2001). No entanto,
esta resposta adaptativa é insuficiente, provocando desnutricdo severa e perda de
peso imensuraveis quando a resseccao abrange grandes extensfes do intestino
delgado (VERNON; GERGESON, 2001).

Pequenos segmentos remanescentes de intestino delgado, com extenséo de
15 cm ou 20 cm, sdo passiveis de adaptacdo em longo prazo. Nas criangcas com
alguma extensdo de intestino delgado remanescente, verifica-se que ocorre
significativa dilatacdo deste intestino, como natural fenbmeno de adaptacéo funcional
(TANNURI, 2004).

Bianchi (1980) e Kim et al. (2003), relataram técnicas cirargicas para alongar
este segmento intestinal remanescente. No entanto, a pratica mostra que estes
procedimentos sdo complicados e ineficazes, pois ndo promovem aumento da area
de superficie de absorgdo de nutrientes (TANNURI, 2004).

2.2 Sistema Nervoso do Trato Gastrointestinal

O controle do sistema nervoso do trato gastrointestinal (TGI) € complexo e a
inervacdo é formada por componente extrinseco e outro intrinseco. A inervagéo

extrinseca € representada pelos nervos simpaticos e parassimpaticos do Sistema
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Nervoso Autdbnomo (SNA) (COSTA et al., 1980; CISTERNAS, 1999). A inervagao
intrinseca, também denominada Sistema Nervoso Entérico (SNE) (KHEN et al., 2004),
é uma rede neural composta por aproximadamente 5 x 108 neurdnios, que consiste
em neurdnios sensitivos, interneurdnios e neurdnios motores que Sao0 responsaveis
pelo controle das fungées do tubo digestdrio (COSTA et al., 1980; RUHL; NASSER;
SHARKEY, 2004).

O SNE é totalmente independente do sistema nervoso central (SNC), uma vez
gue todos os elementos responsaveis pela motilidade intestinal, por exemplo, sao
exclusivos desse 6rgéo e pertencentes ao SNE (FURNESS et al., 2012). Foi descrito
como o “cérebro do intestino”, que coordena e regula as funcdes do trato
gastrointestinal (JAIN; EIKENBURG; JOHNSON, 1987; RAMALHO et al., 1993),
atuando principalmente na regulacdo da motilidade, absorcdo, secrecdo, e fluxo
sanguineo (FURNESS, 2006; ALVES et al., 2010).

As células do SNE estdo agrupadas em dois plexos nervosos ganglionados: o
mientérico (Auerbach), localizado entre a camada circular interna e longitudinal
externa, responsavel pela regulacdo do musculo liso, e o submucoso (Meissner),
situado na submucosa e exerce funcdo de regulacdo do fluxo sanguineo e da
liberagéo de secregdes intestinais (COSTA et al., 1980). Entretanto, Sanders e Smith
(1986) e Herman e Bass (1990), por meio de estudos farmacol6gicos, demonstram
gue o plexo submucoso também patrticipa da inervacdo da camada muscular interna.

E possivel identificar, por meio de analise histolégica do ileo, a camada
mucosa, submucosa, muscular e serosa (ZANONI et al.,, 1998; SEYFERT, 2003;
GUYTON; HALL, 2006). Entre os estratos da camada muscular externa e interna,
encontra-se o plexo mientérico, formado por ganglios de formatos triangulares,
poligonais e alongados e feixes de fibras nervosas que os interconectam (ZANONI et
al., 1997; 1998; SEYFERT, 2003). Os neurdnios do plexo mientérico, geralmente,
apresentam-se formando ganglios, entretanto neurdnios isolados também sao
observados em roedores (GABELLA, 1987). Verifica-se também que os neurénios ndo
se encontram distribuidos de forma homogénea em torno da parede do 6rgéo
(MOLINARI et al.2002). No ileo, junto a porcdo mesentérica, verificou-se a maior
densidade neuronal, em relacdo a porcao antimesentérica (MIRANDA-NETO et al.,
2001).
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Os principais efeitos do plexo mientérico quando estimulado séo: aumento do
tbnus da parede intestinal, maior intensidade das contra¢des ritmicas, discreto
aumento na frequéncia do ritmo de contracdo e maior velocidade de conducao das
ondas excitatorias ao longo da parede intestinal, resultando em movimentos mais
rapidos nas ondas peristaticas (GUYTON; HALL, 2006).

O plexo submucoso esta principalmente relacionado com o controle da funcéo
no interior da parede de cada segmento do intestino. Sinais sensitivos originam-se do
epitélio gastrointestinal e, a seqguir, sdo integrados no plexo submucoso para ajudar a
controlar a secrecao intestinal local, absorcdo e contragdo da camada muscular
interna (GUYTON; HALL, 2006).

2.3 Desnervacao Mientérica com Cloreto de Benzalcénio (CB)

O CB é um potente detergente catiénico que possui propriedades bactericidas
e atua por meio da destruicdo da célula bacteriana por toxicidade epitelial. Por essa
propriedade, € amplamente utilizado como antisséptico cirdrgico. Além disso, o CB é
também surfactante, e possui capacidade de reduzir a tensdo superficial da agua
(GABELLA, 1989). A aplicacéo local do CB provoca desnervacéo intrinseca quimica
do intestino (GARCIA et al., 1999; CARVALHO et al., 2006).

O método de desnervacéo intestinal consiste em promissora esperanga neste
sentido (SANTER; BAKER, 1988; CARVALHO et al., 2006). Garcia et al. (1999),
observaram que a desnervacao ileal por CB 0,3% por meio de aplicacdo local na
serosa intestinal provoca dilatacdo da alca, promovendo megaileo com aumento da
superficie absortiva, permitindo com isso melhora nas condi¢cdes pdés-cirdrgicas e
ganho de peso em ratos com SIC. Em estudo experimental com ratos conduzido por
Carvalho et al. (2006), foi relatado que a desnervacéao jejunal associada a resseccao
intestinal extensa mostrou-se eficaz em provocar resposta hiperplasica da mucosa,
promovendo aumento da superficie de absorcéo e, consequentemente, o peso dos
animais. O CB é uma substancia seletiva para neurdnios mientéricos. Entretanto, os
mecanismos pelos quais ele exerce essa seletividade sdo desconhecidos (SAKATA
et al., 1979; FOX; EPSTEIN; BASS, 1983).

Ramalho et al. (1994) observaram que a aplicacao da solucdo de CB 0,3% no

jejuno de ratos resultou em intensa desnervacédo do plexo mientérico em todos os
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segmentos intestinais tratados. Também foi observado por Sato et al. (1978) e Sakata
et al. (1979) que a exposicao da serosa de reto e célon de ratos a solu¢cdo de CB
destruia os ganglios do plexo mientérico, ndo afetando o nimero de neurénios do
plexo submucoso. Com estes achados, diversos trabalhos foram realizados com o
objetivo de estudar propriedades mecanicas da musculatura desnervada, hiperplasia
epitelial, atividade mielétrica e proliferagdo da musculatura propria do intestino
desnervado (RAMALHO et al., 1994).

A desnervacédo pelo CB também promove hipertrofia e hiperplasia da camada
muscular lisa (FOX; EPSTEIN E BASS, 1983), bem como da mucosa intestinal, com
um aumento significativo na taxa de producao das células das criptas (ZUCOLOTO et
al., 1991). Ainda, provoca alteracdes na proliferacao de células epiteliais, no indice de
marcacao positiva para PCNA (BUTTOW et al., 2003) e aumento na quantidade de
fibras colagenas e elasticas em modelo de megaileo experimental (BORGES et al.,
2008).

A destruicdo dos neurbnios mientéricos por acdo do CB no jejuno de ratos
rompe o ritmo elétrico basico, mas ndo a propagacdo do plexo mientérico,
promovendo fun¢cdo moduladora na geracdo e propagacao do ritmo elétrico basico
(FOX; BASS, 1984).

A aplicacdo desta substancia na serosa do célon de ratos provoca aumento na
espessura das camadas muscular longitudinal e circular, bem como do epitélio da
mucosa, causada principalmente por hiperplasia e discreta hipertrofia celular
(OLIVEIRA; LLORACH - VELLUDO; SALE-NETO, 1990; HOLLE, 1991; ZUCOLOTO
et al.,1991). See et al. (1992), descrevem aumento de peso da mucosa intestinal,
devido aos vilos maiores e criptas mais profundas em 45 dias apés o tratamento com
CB.

Carvalho et al. (2006), observaram que a desnervacao mientérica do jejuno
pelo CB associada a resseccéo intestinal extensa acarreta melhora do ganho ponderal
do peso dos animais, uma vez que ao final do periodo experimental os animais
submetidos a resseccao intestinal e desnervacéo intrinseca do jejuno apresentaram
peso corporal significativamente maior do que aqueles animais submetidos somente
a resseccao intestinal extensa. Este resultado ficou aguém daquele que observaram

em trabalho anterior quando desnervaram o ileo ao invés do jejuno em associacao a
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resseccdo intestinal extensa (GARCIA et al.,, 1999). N&do existe até o momento
explicacdo definitiva sobre este aspecto, porém é possivel que a resposta adaptativa
do jejuno seja menor que do ileo do ponto de vista funcional, sendo necessarios outros
estudos para esclarecer esta possibilidade (CARVALHO et al., 2006).

As solugdes aquosas de CB em concentracdes elevadas (10% ou mais) sédo
irritantes para a pele, podendo provocar lesbes cutaneas erosivas com necrose
profunda. Concentracdes baixas (0,1 a 0,5%) podem causar irritagcdo em conjuntiva e
em membranas mucosas (GOSSELIN; SMITH; HODGE, 1984; AMA, 1991; ROWE;
SHESKEY; QUINN, 2009). Marks e De Leo (1992) relatam necessidade de cautela ao
utilizar esta substancia em cavidades corporais. Fox, Epstein e Bass (1983) relatam
gue baixas concentracdes de CB nao danificam a camada muscular lisa intestinal,
enquanto que maiores concentragbes podem romper as camadas musculares e
causar inflamacéo e perfuragéo intestinal.

Gerardi-Filho et al. (2003) em estudo comparativo do efeito do CB, em
diferentes solventes, aplicados sobre o célon de ratos, observou que o CB diluido em
alcool a 70% € mais lesivo ao tecido entérico que quando diluido em solucéo salina
0,9%.

Complicacdes relacionadas ao uso do CB por meio de aplicagéo local na serosa
do intestino, pode ser observada pela ocorréncia de aderéncia de alcas intestinais
préximo ao local de aplicacdo (GERARDI-FILHO; MARTINS; KRUTMAN-ZVEIBIL,
2003).

Entretanto, nesse contexto, muitos trabalhos tém demonstrado que a aplicagcéao
de CB provoca desnervacao intrinseca do segmento tratado (SAKATA et al., 1979;
FOX; EPSTEIN; BASS, 1983; SEE et al., 1992; RAMALHO et al., 1993; CRACCO e
FILOGAMO, 1997; ZUCOLOTO et al., 1997; CARVALHO et al., 2006).

2.4 Estresse Oxidativo e Apoptose Celular

A exposicao de uma célula normal a radiag&o ionizante, substancias quimicas
genotoxicas ou a drogas radiomiméticas, como 0s quimioterapicos, podem provocar
guebras na fita dupla de DNA, que por sua vez sdo as formas de danos mais graves
ao material genético (KHANNA; JACKSON, 2001). Essas lesdes podem ocorrer

devido a oxidagéo direta dos &cidos nucléicos ou, muitas vezes, podem levar a
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formacao de quebras em uma ou duas cadeias do DNA (BERRA; MENCK; MASCIO,
2006).

Existem histonas proximas aos locais de quebra na fita do DNA que
rapidamente séo fosforiladas frente a quebra da fita dupla - as denominadas “histonas
H2AX”. Ao ocorrer quebras na fita, ocorre um acumulo de H2AX no nucleo celular e
posterior disseminacdo das mesmas ao longo de dezenas de quilobases de DNA,
flanqueando o local do material genético que sofreu a quebra. Assim, as células
flanqueadas por essa histona sdo reparadas de maneira mais lenta que as células
normais e apresentam rearranjos grosseiros de cromossomos, exercendo importante
papel na amplificacdo da cascata de sinalizagdo de respostas aos danos do DNA e
na manutencdo da instabilidade genbmica. Este evento permite a detecc¢éo
microscopica por meio de técnicas como a imunofluorescéncia e imuno-histoquimica
utilizando anticorpos primarios especificos possibilitando assim a avalia¢ao in vitro de
danos ao DNA (ROGAKOU et al., 1998).

Muitas mudancas que ocorrem nas ceélulas em apoptose, morte celular
programada, sdo mediadas pela cascata enzimatica que envolve cisteino-proteases
chamadas caspases que clivam residuos de acido aspartico (HENGARTNER, 2000).
A regulacdo da apoptose é controlada por caspases que sao divididas em duas
classes, as caspases iniciadoras (caspase-2, 8, 9, 10) e as caspases efetoras
(caspase 3, 6 e 7). As caspases efetoras sdo constitutivamente produzidas nas células
como dimeros e o processamento proteolitico realizado por uma enzima iniciadora é
necessario para incitar sua atividade. Estando ativas, as caspases efetoras
apresentam como alvo diversas proteinas celulares culminando com a morte celular
(OLSSON; ZHIVOTOVSKY, 2011). A caspase-3 vem sendo foco de estudos
relacionados ao mecanismo da apoptose, tornando-se peca-chave para o
entendimento de morte celular, uma vez que é ativada em resposta a varios estimulos
(TERZIAN et al., 2007).

A avaliacdo da positividade de H2AX permite a deteccdo do processo de
estresse oxidativo, que pode resultar na quebra da fita dupla de DNA e
consequentemente iniciar o processo de apoptose celular, avaliado pela
imunomarcacao especifica de Caspase-3 (BERRA; MENCK; DI MASCIO, 2006;
TERZIAN et al., 2007; REDON et al., 2012).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos Eticos

O projeto foi submetido e aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Universidade
Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho" - Unesp - Campus de Jaboticabal - SP.
Executado de acordo com as normas exigidas pelo CONCEA (Conselho Nacional de

Controle de Experimentacdo Animal). Protocolo n°18.937/16.

3.2 Animais

Foram utilizados 40 ratos Wistar (Ratus norvegicus, variagdo albinus), nao
isogénicos, machos, com peso vivo variando entre 350 e 450g, fisicamente higidos,
provenientes do biotério central da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, da
Universidade de Sao Paulo (FMRP-USP). Os animais foram mantidos em biotério da
mesma instituicdo, em condicdes de temperatura ambiente constante e ciclo noite-dia
de 12 horas, ap6s periodo de adaptacdo. Foram alojados trés animais por caixa,
sendo estas de polipropileno com grade de aco cromado e cama de maravalha. Os
animais foram alimentados com racdo comercial apropriada para a espécie e agua
fresca e filtrada oferecida a vontade.

Os 40 animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos experimentais,
GC (Grupo Controle) e GB (Grupo Benzalc6nio), contendo 20 animais cada. Os
grupos foram distribuidos igualmente em quatro subgrupos de acordo com o tempo
de 24, 48 horas, 30 e 90 dias, contendo cinco animais em cada, sendo GC1, GC2,
GC3 e GC4 do grupo controle e GB1, GB2, GB3 e GB4 do grupo benzalcdnio
(Figural).
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40 Ratos

Grupo Grupg _

Controle Benzalconio

(GC) n=20 (GB) n=20
24 horas || 48 horas 30 dias 90 dias 24 horas || 48 horas 30 dias 90 dias
(GC1) (GC2) (GC3) (GC4) (GB1) (GB2) (GB3) (GB4)

n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 n=5
J

Figura 1. Distribuicdo dos grupos experimentais. Os 40 ratos distribuidos em dois grupos (controle e
benzalcdnio) e subdivididos de acordo com o tempo de avaliacéo pds-operatoria. Jaboticabal,
SP - 2016.

3.3 Procedimento Anestésico

Os animais foram submetidos a jejum alimentar de seis horas antes do
procedimento cirurgico. O protocolo anestésico utilizado foi padronizado de forma a
utilizar os farmacos de mesma marca e lote em ambos 0s grupos e consistiu na
aplicacdo de cetamina 100 mg/mL?! (40 mg/kg/Intramuscular (IM)), xilazina 2%? (8
mg/kg/IM), acepromazina 1%?3 (4 mg/kg/IM). No pés-operatério imediato foi realizada

aplicacado de dipirona 500 mg/ml* (50 mg/mL/Subcutaneo (SC)).

3.4 Procedimento Cirargico

BN

3.4.1 Grupo Controle - Animais submetidos a microinje¢cdes intramurais de
solucéo salina estéril 0,9%°

ApOs tricotomia e antissepsia da regido abdominal, foi realizada laparotomia

mediana ventral e posterior exposicdo e exteriorizacdo do segmento ileal. Ato

1 Cetamin 10% - Syntec, Hortolandia-SP

2 Xilazina 2% - Syntec, Hortolancia-SP

2 Acepram 1% - Vetnil, Louveira-SP

3 Analgex — Agener, Sdo Paulo-SP

5 Solucao Salina Estéril 0,9% - Eurofarma, Sdo Paulo-SP
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continuo, foram submetidos a microinje¢des intramurais com utilizacdo de seringa de
1 mL® e agulha’ de dimensdes 13 mm x 0,45 mm, em 5 cm de comprimento do
segmento ileal, iniciando a partir da valvula ileo-ceco-cdlica, com solucao salina 0,9%.
Foi aplicado 1 mL de solucéo salina estéril 0,9% distribuida em dez microinje¢cdes em
formato de espinha de peixe, sendo estas distribuidas em cinco microinje¢des na
lateral direita e cinco na lateral esquerda do ileo, na borda antimesentérica em direcéo
a borda mesentérica (Figura 2). A laparorrafia foi realizada com nylon 4-08, padréo de
sutura “Sultan” na musculatura. Para o subcutaneo foi utilizado nylon 4-0, padrao de
sutura simples continua e para sintese da pele utilizou-se nylon 4-0, padrdo ponto
simples separado.

Borda antimesentérica

Lateral esquerda

Oral
Aboral

s &

s 2 Borda

Lateral direita mesentérica

Figura 2. Desenho esquematico das microinjecdes intramurais aplicadas no
segmento ileal de ratos no aspecto dorso-ventral. Realizadas dez
microinje¢cdes em formato de espinha de peixe, sendo estas
distribuidas em cinco microinjecdes na lateral direita e cinco na
lateral esquerda do ileo, na borda antimesentérica em direcao a
borda mesentérica.

6 Seringa SR 1 mL — Saldanha Rodrigues — Manaus, AM
7 Agulha SR — Saldanha Rodrigues — Manaus, AM
8 Nylon 4-0 — Shalon, Goiania-GO
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3.4.2 Grupo Benzalcbnio - Animais submetidos a microinje¢cdes intramurais de
cloreto de benzalconio 0,3%°

Os animais do GB foram submetidos ao mesmo procedimento do GC, exceto
pela aplicacdo de CB 0,3% nos 5 cm de comprimento do segmento ileal, iniciando a
partir da valvula ileo-ceco-cdlica, ao invés da solucao salina estéril 0,9%. A solucdo
de CB foi previamente preparada e diluida em concentra¢do 0,3% e armazenada em
recipiente estéril e aplicada da mesma maneira que no GC. Apos este
procedimento, este segmento ileal foi submetido a lavagem com aplicacao profusa de
solucdo salina 0,9%, com auxilio de uma seringa de 10 mL*° e reposicionado em seu

local anatémico. A laparorrafia foi realizada da mesma maneira que no GC. A técnica

cirargica é demonstrada na Figura 3.

Figura 3. Imagens de procedimento cirargico para realizacdo de microinje¢des intramurais de solucao
salina estéril ou cloridrato de benzalcdnio em ratos Wistar. Em A, exposi¢éo e exteriorizagao
do segmento ileal (seta). Em B, microinjecdes na camada muscular nos 5 cm aborais do
segmento ileal (seta). Departamento de Patologia - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
USP - FMRP, 2016.

3.5 Poés-operatério e Eutanésia

O manejo pés-operatério foi realizado da mesma forma tanto para os animais
do GC, quanto para os animais do GB, com o objetivo de manté-los nas mesmas
condicbes de manejo e estresse, visando minimizar a0 maximo as variaveis

ambientais.

9 Cloreto de Benzalconio - Sigma-Aldrich Brasil Ltda. — Sdo Paulo, SP
10 Seringa SR 10 mL — Saldanha Rodrigues — Manaus, AM
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No poés-operatorio todos o0s animais receberam uma dose de analgesia
(dipirona!! 50 mg/kg/SC). Foram alojados em suas respectivas gaiolas, trés animais
por caixa, devidamente forradas com maravalha. Alimento e agua foram oferecidos a
vontade. Os animais foram observados e mantidos em tais condi¢cdes até a eutanasia
programada para cada grupo. Nos respectivos tempos de cada grupo, 0s animais
foram colocados um a um em caixa transparente, hermeticamente fechada, contendo
algodao embebido com isofluorano em sobredose. Foram observados os movimentos
do animal e, a seguir, pela auséncia de reflexo corneal e batimentos cardiacos foi
confirmado o 6bito. Os animais do GC1 e GB1 foram submetidos a eutanasia com 24
horas de pos-operatério, o GC2 e o GB2 com 48 horas, 0 GC3 e 0 GB3 com 30 dias

e por fim, 0 GC4 e o GB4 com 90 dias de pds-operatorio.

AplOs esse procedimento iniciou-se a coleta de material para avaliacdo

histopatolédgica e imuno-histoquimica.

3.6 Coleta e processamento do material para analise microscépica

ApOs eutanasia foi realizada necropsia de todos os animais. A porcao ileal
submetida as microinjecdes foi localizada, exteriorizada, removida e cuidadosamente
estendida em uma placa de vidro para realizacdo dos cortes transversais em anéis e
armazenados em cassetes. Os ileos foram entdo posicionados dentro das cassetes
previamente identificadas, que foram imediatamente imersos em solucéao de formol a
10% para fixacdo do material em periodo de 48 horas. Depois de fixadas, as amostras
foram submetidas a desidratacdo através de submersdo em crescentes
concentracdes de alcoois. Os materiais foram, entdo, submetidos a banhos de xilol
100% para que ocorresse sua diafanizacdo. Os ileos processados foram incluidos em
parafina para a realizagcdo dos cortes histolégicos para confeccdo das laminas.
Através de um micrétomo rotativo, os blocos de parafina contendo as amostras ileais
foram cortados a uma espessura de 4 uym (micrébmetros), aderidos as laminas
silanizadas e levados a estufa aquecida a 60°C para otimiza¢cao da adeséo do material

na lamina. Anteriormente a técnica de imuno-histoquimica ou coloracdo Giemsa, as

11 Analgex — Agener, Sdo Paulo-SP
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laminas foram desparafinizadas e hidratadas. Finalmente, a recuperacdo antigénica
do material foi realizada através de método fisico-quimico, por exposi¢céo do material

a vaporizacao em solucéao-tampéo de citrato, com o pH 6,0.

3.6.1 Avaliacado Histopatologica

Apbs processamento das laminas, foi realizada avaliacdo histopatologica da
parede ileal e estudo da populacdo de neurénios mientéricos, por meio de contagem

neuronal, na qual foi avaliado o niumero de neurdnios mientéricos por corte histologico.

3.6.2 Reacdes Imuno-histoquimicas

A técnica de imunoistoquimica foi realizada em cortes histolégicos ileais
transversais, aquecidos a 60°C durante 75 minutos, e ocorreu através da reacgao
antigeno-anticorpo, seguida da reacdo com marcador visivel ao microscépio. Para a
marcacdo dos cortes histolégicos, estes foram aderidos em laminas silanizadas,
desparafinizados em xilol e hidratados em concentragdes decrescentes de etanol até
agua. A recuperacao antigénica foi realizada em tampéao citrato pH 6,0 (em panela de
vapor) por 20 minutos. Para inibir reagcdes com peroxidases teciduais, peréxido de
hidrogénio a 3% foi adicionado sobre as laminas. Para a realizacdo do bloqueio de
ligacbes teciduais inespecificas — 0 que poderia causar marcacao inespecifica,
utilizou-se soro normal de cavalo diluido em solucao-tampéo de fosfato (PBS) pH 7,4
(PBS), em uma concentragdo de 10%. Entre cada etapa as laminas foram lavadas 3
vezes com PBS para evitar formacédo de precipitados.

As laminas foram incubadas com seus respectivos anticorpos primarios: H2AX
(anti-gammaH2AX phospho S140 [3F2] Abcam®, 1:200) e Caspase-3 (Leica
Biossystems Newcastle Ltd, UK.®, clone JHM62) em camara Umida e escura, durante
2 horas. ApoOs lavagem, as laminas foram incubadas com anticorpo secundario
biotinilado durante 30 minutos e, ap6s nova lavagem, foram incubadas com polimero
conjugado também por 30 minutos. Para revelagéo, as laminas receberam solugéo
reagente contendo o cromégeno DAB (3,3’- diaminobenzidina), durante 1 a 3 minutos,
até o aparecimento de precipitado de colora¢cdo marrom — atribuida a reducéo do DAB
pela reacdo. Todos o0s reagentes sdo disponibilizados com PicTureTM Max

PolymerDetection Kit (Invitrogen). As laminas foram contra-coradas com Hematoxilina
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de Harris diluida por cerca de 1 minuto e desidratadas e diafanizadas novamente.

Para montagem das laminas, utilizou-se Entelan.

3.6.3 Analises Imuno- histoquimicas

A avaliacdo da imunomarcacdo de H2AX e Caspase-3 (apresentavam
coloragdo marrom) foi feita com uso de microscépio 6ptico da marca Zeiss, em objetiva
de aumento de 400x, e considerou-se toda a extenséo de cada corte. Para avaliacao
de células positivamente marcadas para H2AX e ocorréncia de estresse oxidativo,
avaliou-se o nucleo celular, uma vez que essa histona atua como um marcador de
quebras na fita-dupla do DNA. Para avaliacdo de células positivamente marcadas para
Caspase-3 e ocorréncia de apoptose, avaliou-se o citoplasma celular.

3.7 Anédlise Estatistica

Foi utilizado o programa GraphPad PRISM® 6 para Windows, Verséo 6.01. Os
resultados das contagens neuronais serdo apresentados como média = desvio
padrdo. A comparacao da contagem do niumero de neurdnios mientérios feitos durante
a analise histopatologica entre os GC e os GB foram realizadas por meio do teste t de
Student ndo paramétrico, com nivel de significancia estabelecido em P<0,05.

A andlise de imunomarcacao de H2AX e caspase-3 foi feita de forma descritiva.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacdo datécnica de aplicacdo de CB intramural

Para confirmar as microinjecdes aplicadas de forma intramural, foi realizado
estudo histopatologico da parede ileal. Em todos os animais, tanto do GC quanto do
GB, foi possivel observar presenca de lesdo traumatica atingindo parte da camada
muscular interna e parte da camada submucosa (asterisco) em 24 horas (Figura 4B).
Notou-se intensa hemorragia intraparietal, caracterizada por grande numero de
hemacias (seta) (Figura 4B). Portanto, os resultados observados confirmaram que a

aplicacéo foi realizada de acordo com a técnica planejada.



Figura 4. Fotomicrografias do segmento ileal de rato Wistar coradas com Giemsa, aumento de 400x.
Em A, Fotomicrografia de segmento ileal normal de rato para efeito comparativo. Em B, Lesdo
traumatica que atinge parte da camada submucosa e parte da camada muscular interna ileal
apo6s 24 horas de aplicacdo (asterisco). Hemorragia intraparietal, caracterizada por grande
numero de hemacias (seta). Departamento de Patologia - Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, USP — FMRP, 2017.

A desnervacdo mientérica com utilizacdo do CB é amplamente aceita e utilizada
em estudos experimentais por meio da técnica descrita por Zucoloto et al. (1997), na
qgual a aplicacdo se deve de forma local, com utilizacdo de gaze embebida com a
substancia e aplicada na alca intestinal a ser tratada por periodo de 30 minutos,
seguido de lavagem profusa com solugdo salina 0,9%. Gerardi-Filho, Martins e
Krutman-zveibil (2003) relataram complicacdes relacionadas ao uso do CB por meio
de aplicacéo local na serosa do intestino, observada pela ocorréncia de aderéncia de
alcas intestinais proximo ao local de aplicagéo.

Apesar de nao haver muitos relatos na literatura compilada até o presente
momento de complicacfes associadas ao uso desta técnica, nossa equipe observou
em estudos realizados anteriormente, a ocorréncia de peritonite em alguns animais
quando tratados com CB 0,3% por meio de aplicacdes locais em diferentes segmentos
intestinais, com resultados ainda a serem divulgados. Desta forma, este estudo traz a
possibilidade de minimizar as taxas de complicacdes como peritonite e aderéncias
intestinais, por meio da técnica de aplicacdo de microinje¢fes intramurais, por ndo
permitir contato direto do CB com 6rgaos adjacentes e da cavidade abdominal.

Carvalho et al. (2006) e Garcia et al. (1999), apés estudos com desnervacdo

mientérica em diferentes segmentos intestinais, sugerem que a adaptacao do ileo a
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este procedimento € maior quando comparada a resposta do segmento jejunal,
havendo necessidade de outros estudos para elucidar este evento. Este fato motivou

a utilizacdo do segmento ileal no presente trabalho.

N&o foram utilizados marcadores no segmento ileal com substancias ou fios de
suturas para demarcar a porcao ileal tradada, para ndo haver interferéncias no local
do experimento. Foi adotado como medida padrdo 5 cm de comprimento do
segmento ileal, iniciando a partir da valvula ileo-ceco-cdlica, em sentido oral, técnica
semelhante utilizada em estudo experimental para desnervacédo mientérica em colon
de ratos (MODIANO e GARCIA, 2002), de forma que no momento da necropsia, foi
possivel identificar e coletar o segmento ileal tratado.

De acordo com Gerardi-Filho et al. (2003), o CB pode ser diluido em varios
tipos de solventes, porém em estudo realizado por eles, foi observado que as lesdes
produzidas pelo CB a 0,1% diluido em &lcool 70% sobre a serosa do célon do rato
sdo mais intensas que as produzidas pelo CB diluido em solugéo salina 0,9%. Por
esta razdo, optamos pela diluicdo do CB diluido em solucdo salina 0,9% neste

estudo.

4.2 Andlise neuronal — Contagem do niumero de neurénios mientéricos

Para avaliar a eficicia da aplicacdo por microinjecdes de CB 0,3% em induzir
desnervacéo intrinseca da parede ileal, a populacdo de neurénios mientéricos desta
parede foi estimada por meio de contagem neuronal. Os resultados foram expressos
como numero de neurbnios mientéricos por corte histologico.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa na contagem neuronal entre
0 GC1 e GBL1 (24 horas). Porém, houve reducéo significativa no numero de neurdnios
nos grupos tratados GB2 (48 horas), GB3 (30 dias) e GB4 (90 dias) quando
comparados aos respectivos grupos controle (P<0,05). Sendo que destes, observou-
se intensa reducdo da contagem neuronal nos grupos (GB3 e GB4), nos quais a
exposicdo ao CB ocorreu de forma prolongada (30 e 90 dias, respectivamente)
(p<0,0001) (Tabela 1 e Figura 5).
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Tabelal. Resultado da andlise de contagem do numero de neurdnios mientéricos por
corte histolégico em ratos Wistar submetidos a microinjecées intramurais ileais de
solucéo salina (GC) ou Cloreto de Benzalconio (GB). Jaboticabal, SP - 2017.

MEDIA / DESVIO PADRAO SIGNIFICANCIA (p=)
PERIODO GC GB
24 horas 25,75 + 2,25 22,00 + 2,67 0,325
48 horas 25,80 + 5,32 8,60 + 1,66 0,015 *
30 dias 25,60 + 2,42 4,40 £ 0,50 <0,0001 *
90 dias 24,20 +2,08 3,00 + 1,04 <0,0001 *

*  Nivel de significancia p < 0,05
GC — Grupo Controle; GB — Grupo Benzalcdnio.

Contagem neurdnios mientéricos Contagem neurdnios mientéricos
24 haras 48 horas

GB1 GB2 .
o 24 horas o 42 horas
3 5
E £
= GC1 < GC2

24 horas 48 horas
0 10 20 2 © 0 10 20 0 !
M® de neurdnios/corte [El M°® de neurdnios/corte
Contagem neurdnios mientéricos Contagem neurdnios mientéricos
30 dias 90 dias

GB3 . B4 .
o 30dias o 90 dias
5 5
£ E
= a3 = GC4

30 dias 50 dias

0 10 20 % ! 0 10 20 ) !
M® de neurdnios/corte M® de neurdnios/corte |E|

Figura 5. Comparacao da contagem neuronal mientérica nos diferentes momentos entre o GC e
GB. Em A, comparacao entre os grupos GC1 e GB1 em 24 horas. Em B, comparagéo
entre os grupos GC2 e GB2 em 48 horas. Em C, comparacéo entre os grupos GC3 e
GB3 em 30 dias. Em D, comparacédo entre os grupos GC4 e GB4 em 90 dias. GC —
Grupo Controle; GB — Grupo Benzalconio. Jaboticabal, SP — 2017.
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A reducgédo da contagem do numero de neurdnios mientéricos encontrada neste
estudo corrobora os achados de Sato et al. (1978), Sakata e et al. (1979), Garcia et
al. (1999) e Carvalho et al. (2006), quando provocaram desnervacao mientérica por
meio de aplicacdo de CB de forma local na serosa do segmento intestinal tratado. Em
nosso estudo foi possivel promover tal alteracdo com a utilizacdo da técnica de
microinje¢des intramurais, mostrando-se efetiva na desnervacdo mientérica, e com
menores complicacdes associadas, uma vez que ndo foram observadas presenca de
peritonite ou aderéncias intestinais proximas ao local de aplicacdo em nenhum animal
do GB.

Ramalho et al. (1994) observaram que o grau de desnervag¢ao mientérica variou
em funcdo do tempo decorrido apds o tratamento. Houve significativo aumento no
namero de neurbnios no grupo cronicamente desnervado (30 e 60 dias pos
tratamento) em relacdo ao grupo agudamente desnervado (um e 10 dias pos
tratamento). Fato este que nao foi observado em nosso estudo, no qual apresentou
decréscimo no nimero de neurdnios mientéricos ao longo dos diferentes momentos,
sendo mais evidente em 30 e 90 dias ap6s a desnervacao, corroborando os achados
de Zucoloto et al. (1997), em que sustentaram resultados indicativos de que a
aplicacdo de 2mM de solucdo de CB no colon descendente reduziu o numero de
neurdnios do plexo mientérico em 10, 45 e 120 dias apés tratamento em comparagao

com os grupos controle.

4.3 Andlise do mecanismo de acao da lesdo neuronal causada pelo CB

A avaliacdo da lesdo dos neurbnios mientéricos por estresse oxidativo e
apoptose foi analisada por meio de estudo histopatolégico e imuno-histoquimico
(Figura 6).

_r Morte Neuronal )
L (Histopatologia)
N )
{ Avaliacdo de Lesdao Neuronal J Estresse Oxidativo (H2AX)
| /
— Apoptose (caspase-3)
A S

Figura 6. Esquema ilustrativo da avaliacdo de lesdo neuronal, composta por histopatologia (morte
neuronal) e imuno-histoguimica (estresse oxidativo — H2AX e apoptose — caspase-3).
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Foram utilizados os marcadores especificos (H2AX e Caspase-3) em diferentes
tempos apos a aplicacao do cloreto de benzalcénio (GB) ou solugéo salina 0,9% (GC)
(24 horas, 48 horas, 30 dias e 90 dias).

O CB caracteriza-se por apresentar propriedades anti-proliferativas em muitos
sistemas celulares, afetando a fase sintética de DNA no ciclo celular (PATARCA et al.,
2000). Na analise histopatologica ndo houve alteracdes significativas de contagens e
alteracdes morfolégicas nos neurdnios mientéricos dos grupos controle (Figura 7A).
No GB1 (24 horas) observam-se neurbnios mientéricos com vacuolizacao
citoplasmatica, indicando inicio da apoptose, sugestivo de lesédo celular (Figura 7B).
No GB2 (48 horas) notou-se inumeras células apoptoéticas e inflamatérias (Figura 7C),
corroborando Hadzijahic et al. (1993), que observaram que respostas inflamatorias
sdo frequentemente vistas apos procedimentos de aplicacdo deste agente com
numerosas células mononucleares nas camadas musculares e submucosa da parede
intestinal. J& no GB3 (30 dias) (Figura 7D) e GB4 (90 dias) ndo foram observadas
células em apoptose. Nestes houve importante rarefacdo de neurdnios mientéricos
nas areas proximas as lesdes traumaticas da mucosa. Contudo, no GB4 foi possivel
observar presenca de neurdnios mientéricos residuais hipertrofiados (Figura 7E),
possivelmente como mecanismo compensatério a perda neuronal causada pela

desnervagédo quimica.
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Figura 7. Fotomicrografias do segmento ileal de rato Wistar coradas com Giemsa, aumento de
200x. Em A, Grupo controle 24 horas, observa-se na proximidade das les6es traumaticas
(asterisco), os neurbnios mientéricos sem alteragdes morfométricas (seta). Em B, GB1
(24 horas) observam-se neurdnios mientéricos com vacuoliza¢ao citoplasmatica. Em C,
GB2 (tratado 48 horas) ha inmeras células apoptoticas e inflamatérias nos ganglios
mientéricos (seta). Em D GB3 (30 dias) e E GB4 (90 dias), ndo sdo observadas células
em apoptose, ha importante rarefacdo de neur6énios mientéricos nas areas proximas as
lesbes traumaticas da mucosa. Em E, é possivel observar presenca de neurbnios
mientéricos residuais hipertrofiados, que podem ser visibilizados com zoom inespecifico
em F (seta). Departamento de Patologia - Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto, USP
- FMRP, 2017.

Na analise imuno-histoquimica foi observado imunomarcacéo de H2AX a partir
de 24 horas (GB1) (Figura 8A) apos aplicacdo do CB no segmento ileal, estendendo-
se por um periodo de 48 horas (GB2) (Figura 8B) (Tabela2). Assim, confirmou-se a

presenca de danos irreparaveis ao material genético celular decorrentes da aplicacao
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do CB 0,3% por meio de microinje¢des intramurais, indicando inicio da morte neuronal
com 24 horas. Nao houve imunomarcagédo de caspase-3 no grupo GB1, contudo
observou-se intensa imunomarcacdo de caspase-3 em neurbnios mientéricos e
submucosos no GB2 (Figura 8C) (Tabela2). Nao houve imunomarcagcdo para 0S
anticorpos H2AX e Caspase-3 nos grupos GB3, GB4 e nas amostras dos GC devido
a auséncia de células em processo de estresse oxidativo e apoptose aos 30 e 90 dias
apos a aplicacdo do CB e de solugéo salina 0,9% nos animais do grupo controle
(Tabela 3).

Tabela 2. Marcacdo da positividade dos imunomarcadores especificos para
avaliacdo do estresse oxidativo e apoptose celular em ileo de ratos Wistar
submetidos a desnervacdo mientérica ileal com Cloreto de Benzalcénio 0,3% por
meio de microinje¢des. Jaboticabal, SP — 2017.

MOMENTO GRUPO POSITIVIDADE
H2AX CASPASE-3
24 horas GB1 ok -
48 horas GB2 Fkk Fkk
30 dias GB3 - -
90 dias GB4 - -

*** |munomarcacao positiva / - Auséncia de imunomarcacao
GB — Grupo Benzalcénio

Tabela 3. Marcacao da positividade dos imunomarcadores especificos para avaliacao
do estresse oxidativo e apoptose celular em ileo de ratos Wistar submetidos a
microinjecdes de Solucdo Salina 0,9%. Jaboticabal, SP — 2017.

MOMENTO GRUPO POSITIVIDADE
H2AX CASPASE-3
24 horas GC1 - -
48 horas GC2 - -
30 dias GC3 - -
90 dias GC4 - -

*** |munomarcacgéo positiva / - Auséncia de imunomarcacao
GC — Grupo Controle
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Figura 8. Fotomicrografia imuno-histoquimica da porcéo ileal estudada. Em A (GB1-24 horas) e B
(GB2-48 horas), observa-se intensa marcagao nuclear de H2AX em neurénios mientéricos
e submucosos (setas). Em C (GB2-48 horas), observa-se intensa marcagéo citoplasmatica
de caspase-3 em neurfnios mientéricos e submucosos (setas). Departamento de Patologia
- Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, USP — FMRP, 2017.

Apés analise histopatolégica e imuno-histoquimica no presente estudo, foi
possivel constatar o efeito seletivo do CB ao provocar apoptose dos neurdnios
mientéricos por meio da contagem neuronal reduzida ao longo do tempo e pela
imunomarcacao especifica de H2AX e Caspase-3, corroborando Sato et al. (1978),
gue demonstraram que este fato ocorre devido a sua carga positiva. Eles relatam que
a membrana do nervo é mais negativa do que a membrana muscular e, assim, as
fibras nervosas estariam mais suscetiveis ao dano pelo agente catidénico. Entretanto,
segundo os mesmos autores, evidéncias suportam a nocéo de que a neurotoxicidade
entérica induzida por surfactantes pode estar atribuida mais as propriedades gerais
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dos surfactantes do que a carga especificamente. Sakata et al. (1979) sugeriram que
CB tem efeito prejudicial as membranas celulares causando sua despolarizacdo ou
prejudicando o transporte ativo do sodio. Uma vez que a carga negativa é conhecida
por ser mais alta no tecido nervoso do que em outros tecidos como a musculatura lisa,
este mecanismo pode explicar a seletiva desnervagao ocorrida.

Segundo Berra, Menck e Di Mascio (2006); Terzian et al. (2007); Redon et al.
(2012), a avaliacdo da positividade de H2AX permite a deteccdo do processo de
estresse oxidativo, que pode resultar na quebra da fita dupla de DNA e,
consequentemente, iniciar o processo de apoptose celular, avaliado pela
imunomarcacdo especifica de Caspase-3. Para verificagdo da eficacia da
desnervacédo pelo CB, comprovacdo da morte neuronal e determinacéo do periodo
em que este evento ocorreu, avaliou-se neste estudo, a presenca de danos severos
ao material genético, por meio da técnica de imuno-histoquimica para deteccao de
células positivamente marcadas para H2AX, eficaz marcador da presenca de quebras
na dupla fita de DNA (SAK; STUSCHKE, 2010), caracterizando o estresse oxidativo e
a presenca de apoptose neuronal por meio de imunomarcacdo de Caspase-3 em

diferentes momentos (24, 48 horas, 30 e 90 dias).

5 CONCLUSAO

Nas condicdes em que este trabalho fora conduzido é possivel concluir que a
aplicacao de CB 0,3% por meio de microinjecdes intramurais na parede ileal & capaz
de induzir desnervacdo quimica intrinseca da porcao ileal de ratos Wistar, por meio
de lesdo neuronal por estresse oxidativo com inicio em 24 horas e apoptose neuronal

a partir de 48 horas apoés as aplicacdes.

6 REFERENCIAS!2

12 Normas da ABNT- NBR 6023/2002



25

ALVES, E. P. B. Immunohistochemical study of vasoactive intestinal peptide (VIP)
enteric neurons in diabetic rats suppplemented with L-glutamine. Nutritional
Neuroscience, London, v. 13, n. 1, p. 43-51, 2010.

AMA: American Medical Association. Drug Evaluations Annual: American Medical
Association, Chicago, p. 1440, 1991.

BERRA, C. M.; MENCK, C. F. M.; DI MASCIO, P. Estresse oxidativo, lesbes no
genoma e processos de sinalizacdo no controle do ciclo celular. Quimica Nova, S&o
Paulo, v. 29, n. 6, p.1340-1344, 2006.

BIANCHI, A. Intestinal loop lengthening: a technique for increasing small intestinal
length. Journal of Pediatric Surgery, Philadelphia, v. 15, n. 2, p. 145-151, 1980.

BIANCHI, A. Longitudinal intestinal lengthening and tailoring: results in 20 children.
Journal of the Royal Society of Medicine, London, v. 90, n. 8, p. 429-432, 1997.

BORGES, L. F.; CALDINI, E. G.; BATTLHENER, C. N.; GARCIA, S. B.; ZUCOLOTO,
S.; MONTES, G. S.; TABOGA, S. R. Differential distribution of some extracellular
matrix fibers in an experimentally denervated rat megaileum. Micron, Amsterdan, v.
39, n. 4, p. 397-404, 2008.

BUTTOW, N. C.; ZUCOLOTO, S.; ESPREAFICO, E. M.; GAMA, P.; ALVARES, E.
P. Substance P enhances neuronal area and epithelial cell proliferation after colon
denervation in rats. Digestive Diseases and Sciences, Dordrecht, v. 49, n. 10, p.
2069-2076, 2003.

CARVALHO, C. E. V.; BASILE, F. V. A.; VESPUCIO, M. V. O.; IGLESIAS, A. C. G,;
GAVA, N. F.; GARCIA, S. B. Efeitos da desnervacdo intrinseca do jejuno apos
enterectomia extensa na sindrome do intestino curto em ratos. Acta Cirlrgica
Brasileira, Sao Paulo, v. 21, n. 1, 2006.

CISTERNAS, J. R. Fisiologia do estdmago. In: DOUGLAS, C. R. Tratado de
Fisiologia Aplicada a Ciéncia da Saude. 4. ed. Sdo Paulo: 1999.

COSTA, M.; FURNESS J. B.; BUFFA, R.; SAID, S. I. Distribution of enteric nerve cell
bodies and axons showing immunoreactivity for vasoactive intestinal polypeptide in the
guinea-pig intestine. Neuroscience, Oxford, v .05, n. 3, p. 587-596, 1980.

CRACCO, C.; FILOGAMO, G. Neuronal and non-neuronal plasticity in the rat following
myenteric denervation. Advances in experimental medicine and biology, New York,
v. 429, p. 159-169, 1997.

FIGUEROA, C. R.; HARRIS, P. R.; BIRDSONG, E.; FRANKLIN, F. A.; GEORGESON,
K. E. Impact of the intestinal lenghtening on the nutricional outcome for children with



26

the short bowel syndrome. Journal of pediatric surgery, Philadelphia, v. 31, n. 7, p.
912-916, 1996.

FOX, D. A.; BASS, P. Selective myenteric neuronal denervation of the jejunum —
Differential Control of the propagation of migrating myoeletric complex and basic
electric rhythm. Gastroenterology, Philadelphia, v. 87, n. 3, p. 572-577, 1984.

FOX, D. A.; EPSTEIN, M. L.; BASS, P. A. U.L. Surfactants selectively ablate enteric
neurons of the rat jejunum. Journal of Pharmacology and Experimental
Therapeutics, Baltimore, v. 227, n. 2, p. 538 — 544, 1983.

FURNESS, J. B.; HIND, A. J.; NGUI, K.; ROBBINS, H. L.; CLERC, N.; MERROT, T.;
POOLE, D. P. The distribution of PKC isoforms in enteric neurons, muscle and
interstitial cells of the human intestine. Histochemistry and cell biology, Berlin, v.
126, n. 5, p. 537-548, 2006.

FURNESS, J.; RIVERA, L.; THACKER, M.; PONTELL, L.; FRUGIER, T. Effects of
ischemia/reperfusion on the enteric nervous system and
intestine. Neurogastroenterology & Motility, U.S.A., v. 24, p. 8, 2012.

GABELLA G. Fall in the numver of myenteric neurons in aging quinea pigs.
Gastroenterology, Phyladelphia, v. 96, n. 6, p. 1487-1493, 1989.

GABELLA, G. The number of neurons in the small intestine of mice, guinea-pigs and
sheep. Neuroscience, Washington, v. 22, n. 2, p. 737-752, 1987.

GARCIA, S. B.; KAWASAKY, M. C.; SILVA, J. C. F.; GARCIA, R. A. C.; BOVO, T. J;
IGLESIAS, A. C.; ZUCOLOTO, S. Intrinsic myenteric denervation: a new model to
increase the intestinal absortive surface in short-bowel syndrome. Journal of Surgical
Research, New York, v. 85, n. 2, p. 200-203, 1999.

GERARDI-FILHO, V. A. Estudo comparativo do efeito do cloreto de benzalcbneo,
em diferentes solventes, aplicados sobre o célon de ratos. 2003. Dissertacdo
(Doutorado em Medicina) - Universidade Federal de S&do Paulo — Escola Paulista de
Medicina, S&o Paulo, 2003.

GOSSELIN, R. E.; SMITH, R. P.; HODGE, H. C. Clinical toxicology of commercial
products. Williams and Wilkins, 1984.

GUYTON, A. C.; HALL, J. E. Metabolismo dos Lipidios. Tratado de Fisiologia
Médica: Elsevier. 11. ed. Rio de Janeiro: Tempo, 2006. cap 68, p. 861-74.

HADZIJAHIC, N.; RENEHAN, W. E.; MA, K. C.; ZHANG, X.; FOGEL, R. Myenteric
plexus destruction alters morphology of rat intestine. Gastroenterology, Philadelphia,
v. 105, n. 4, p. 1017-1028, 1993.



27

HENGARTNER, M.O. The biochemistry of apoptosis. Nature, New York, v. 407, n.
6805, p. 770-776, 2000.

HERMAN, J. R.; BASS P. Altered carbachol-induced contractile responses of rat
jejunal smooth muscle following local myenteric plexus ablation. Digestive diseases
and sciences, New York, v. 35, n. 9, p. 1146-1152, 1990.

HOLLE, G. E. Changes in the structure and regeneration mode of the rat small
intestinal mucosa following benzalkonium chloride treatment. Gastroenterology;
Philadelphia, v. 101, n. 5, p. 1264-1273, 1991.

JAIN, R.; EIKENBURG, E.; JOHNSON, L.R. Stimulation of ornithine decarboxylase
activity in digestive tract mucosa. American Journal of physiology - gastrointestinal
and liver physiology, New York, v. 253, n.3, 1987.

KHANNA, K. K.; JACKSON, S. P. DNA double-strand breaks: signaling, repair and the
cancer connection. Nature Genetics, v. 27, n. 3, p. 247-54, 2001.

KHEN, N.; JAUBERT, F.; SAUVAT, F.; FOURCADE, L.; JAN, D.; MARTINOVIC, J.;
VEKEMANS, M.; LANDAIS, P.; BROUSSE, N.; LEBORGNE, M.; NIHOUL-FEKETE,
C.; CERF-BENSUSSAN, N.; SARNACKI, S. Group for the study of intestinal atresia.
Fetal intestinal obstructiion induces alteration of enteric nervous system development
in human intestinal atresia. Pediatric Research, Hagertown, v. 56, n. 6, p. 975-980,
2004.

KIM, H. B.; FAUZA, D.; GARZA, J.; OH, J.; NURKO, S.; JAKSIC, T. Serial transverse
enteroplasty (STEP): A novel bowel lengthening procedure. Journal pediatric
surgery, Philadelphia, v. 38, n. 3, p. 425-9, 2003.

MAEGAWA, F. A. B.; SOUZA, J.; ARAUJO E. J.; KOH |.; DPACAMPORA, A. J;
FARIAS, D. C.; MENGARDA, J.; VOLPATO, D.; SILVA, L. G. F.; CORDOVA, C. S.
Reconstituicdo da valvula ileocecal em cées. Acta Cirurgica Brasileira, Sdo Paulo,
v. 20, n. 1, p. 55-63, 2005.

MARCHINI, J. S.; UNAMUNO, M. R. D. L.; LEMOS NETO, P. A.; CARNEIRO, J. J;
OLIVEIRA, J. E.; DUTRA DE; IGLESIAS, A. C.; VANNUCCHI, H. Sindrome do
intestino curto: aspectos fisiopatologicos, clinicos e suporte nutricional de longa
duracéo. Medicina (Ribeirao Preto), Ribeirdo Preto, p. 310-9, 1994.

MARKS, J.G.; DELEO V. A. Contact and Occupational Dermatology, Mosby Year
Book, Sant Louis, p. 30-49, 1992.

MIRANDA-NETO, M. H.; MOLINARI, S. L.; NATALI, M. R. M.; SANT'ANA, D. M. G.
Regional diferences in the number and type of myenteric neurons of the ileum of rats.
Arquivos Neuro-psiquiatria, Sdo Paulo, v. 59, n.1, p. 54-59, 2001.


http://saudepublica.bvs.br/pesquisa/?lang=pt&q=au:%22Unamuno,%20M.%20R.%20D.%20L%22
http://saudepublica.bvs.br/pesquisa/?lang=pt&q=au:%22Lemos%20Neto,%20P.%20A%22
http://saudepublica.bvs.br/pesquisa/?lang=pt&q=au:%22Carneiro,%20J.%20J%22
http://saudepublica.bvs.br/pesquisa/?lang=pt&q=au:%22Oliveira,%20J.%20E.%20Dutra%20de%22
http://saudepublica.bvs.br/pesquisa/?lang=pt&q=au:%22Iglesias,%20Antonio%20Carlos%20R.%20G%22
http://saudepublica.bvs.br/pesquisa/?lang=pt&q=au:%22Vannucchi,%20H%22

28

MODIANO, P. Estudo dos efeitos agudos da aplicacdo topica do cloreto de
benzalcénio na camada muscular, no plexo mioentérico e no epitélio da mucosa do
colon de ratos. 2002. Dissertacdo (Mestrado em Medicina) - Universidade de Séao
Paulo - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, 2002.

MOLINARI, S. L.; FERNANDES, C. A.; OLIVEIRA, L. R.; SANT'ANA, D. M. G;;
MIRANDA-NETO, M. H. NADH-diaphorase positive myenteric neurons of the
aglandular region of stomach of rats (Rattus norvergicus) subjected to desnutrition.
Revista Chilena de Anatomia, Temuco, v. 20, n. 1, p. 19-23, 2002.

OLIVEIRA, J. S. M.; LLORACH — VELLUDO, M. A. S.; SALE-NETO, V. N.; Megacolon
in rats. Digestion, Basel, v. 45, n. 3, p. 166 — 171, 1990.

OLSSON, M.; ZHIVOTOVSKY B. Caspases and cancer. Cell Death &
Differentiation, London, v. 18, n. 9, p. 1441-1449, 2011.

PANT, C.; SFERRA, T.; FISCHER, R.; OLYAEE, M.; GILROY, R. Epidemiology and
Healthcare Resource Utilization Associated With Children With Short Bowel Syndrome
in the United States - Journal of Parenteral and Enteral Nutrition, Baltimore, v. 20,
n. 10, 2015.

PATARCA, R.; ROSENZWEI, J. A.; ZUNIGA, A. A.; FLECHER, M. A. Benzalkonium
salts:effects on G protein-mediated processes and surface membranes. Critical
Review in Oncogenesis, Redding, v. 11, n. 3-4, 2000.

RAMALHO, F. S.; SANTOS, G. C.; RAMALHO, L. N. Z.; KAJIWARA, J. K;
ZUCOLOTO, S. Desnervacdo mioentérica jejunal induzida pelo cloreto de
benzalcéneo. Arquivos de gastroenterolia, Sdo Paulo, v. 31, n. 1, p. 24-29, 1994.

RAMALHO, F. S.; SANTOS, G. C.; RAMLHO, L. N. Z.; ZUCOLOTO, S.; KAJIWARA,
J. K. Myenteric neuron number after acute and chronic denervation of the proximal
jejunum induced by Benzalkonium chloride. Neuroscience Letters, Limerick, v. 163,
n.1, p. 74— 76, 1993.

REDON, C. E., WEYEMI, U., PAREKH, P. R., HUANG, D., BURRELL, A. S,
BONNER, W. M. c-H2AX and other histone posttranslational modifications in the clinic.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Gene Regulatory Mechanisms, Amsterdam,
v. 1819, p. 743-756, 2012.

ROGAKOQOU, E. P,; PILCH, D. R.; ORR, A. H.; IVANOVA, V. S.; BONNER, W. M. DNA
double-stranded breaks induce histone H2AX phosphorylation on serine 139. Journal
of biological chemistry, New York, v. 273, n. 10, p. 5858-5868, 1998.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3178435/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3178435/

29

ROWE, R.C., SHESKEY, P.J., QUINN, M.E. Handbook of Pharmaceutical Excipients
6th ed. Pharmaceutical Press, London, p. 285, 2009.

RUHL, A.; NASSER, Y., SHARKEY, K. A. Enteric glia. Journal of
Neurigastroenterology and Motility, Seoul, n. 16. p.44-49, 2004.

SAK, A.; STUSCHKE, M. Use of yH2AX and other biomarkers of double-strand breaks
during radiotherapy. Seminars in Radiation Oncology, Philadelphia, v. 20, n. 4, p.
223-31, 2010.

SAKATA, K..; KUNIEDA, T..; FURUTA, T..; SATO, A. Selective destruction of intestinal
nervous elements by local application of benzalkonium chloride solution in the rat.
Experientia, Basel, v. 35, p. 1611, 1979.

SANDERS K. M.; SMITH T. K. Motoneurones of the submucous plexus regulate
electrical activity of the circular muscle of canine proximal colon. Journal of
physiology, Paris, v. 380, p. 293- 310, 1986.

SANTER, R. M.; BAKER, D. M. Enteric neuron numbers and sizes in Auerbach’s
plexus in the small and large intestine of adult and aged rats. Journal of the
autonomic nervous system, Amsterdam, v. 25, n. 1, p. 59-67, 1988.

SATO, A.; YAMAMOTO, M.; IAMAMURA, K.; KASHIKI, Y.; KUNIEDA, T.; SAKATA, K.
70 Pathophysiology of aganglionic colon anal anorectum: na experimental study of
aganglionosis produced by a new method in the rat. Journal of pediatric surgery,
New York, v. 13, n. 4, p. 399-405, 1978.

SEE, N. A.; SINGARAM, C.; EPSTEIN, M. L..; DALH, J. L..; BASS, P. Reinnervation
of villi of rat jejun following severe mucosal damage. Digestive diseases and
sciences, New York, v. 37, n. 3, p. 438-448, 1992.

SEYFERT, C. E. Densidade e area do perfil celular dos neurénios mioentéricos
reativos a acetilcolinesterase, NADH e NADPH-diaforase positivos do ceco de
ratos (Rattus norvergicus) adultos. 2003. 69 f. Dissertacédo (Mestrado em Medicina
Veterinéria) — Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade de S&o Paulo, Sdo
Paulo, 2003.

SQUIRES, R. H.; DUGGAN, C.; TEITELBAUM, D. H.; WALES, P. W.; BALINT, J;
VENICK, R.; RHEE, S.; SUDAN, D.; MERCER, D.; MARTINEZ,, J. A.; CARTER, B.
A.; SODEN, J.; HORSLEN, S.; RUDOLPH, J. A.; KOCOSHIS, S.; SUPERINA, R
LAWLOR, S.; HALLER, T.; KURS-LASKY, M.; BELLE, S. H. Natural history of pediatric
intestinal failure: initial report from the Pediatric Intestinal Failure Consortium. The
Journal of pediatrics, New York, v. 161, n. 4, p. 723-728, e2, 2012.



30

TANNURI U. Trabalho realizado no Servico de Cirurgia Pediatrica do Instituto da
Crianca do Hospital das Clinicas da FMUSP e na clinica particular do autor, Sdo Paulo,
SP. sindrome do intestino curto na crianca - tratamento com nutricdo parenteral
domiciliar. Revista da Associacdo Médica Brasileira, Sao Paulo, v. 50, n. 3, p. 330-
7, 2004.

TERZIAN, A.C.; ZUCCARI, D.A.P.C.; PEREIRA, R.S.; PAVAM, M.V.; RUIZ, C. M,;
SUEIRO, F.A.R.; COELHO, J. Avaliacdo da caspase-3 e Ki-67 como marcadores
prognosticos nas neoplasias mamarias em cadelas. Brazilian Journal of Veterinary
Research and Animal Science, Sdo Paulo, v. 44, n. 2, p. 96 — 102, 2007.

THOMPSON, J. S.; EDGAR, J. Poth Memorial Lecture. Surgical aspects of short-
bowel syndrome. American journal of surgery, New York, v. 170, n. 6, p. 532-6,
1995.

VERNON, A. H.; GEORGESON, K. E. Surgical options for short bowel syndrome. In:
Seminars in pediatric surgery. WB Saunders, 2001. p. 91-98.

WALES, P. W.; SILVA, N.; KIM, J.; LECCE, L.; TO, T.; MOORE, A. Neonatal short
bowel syndrome: population-based estimates of incidence and mortality rates. Journal
pediatric surgery, Philadelphia, v. 39, n. 5, p. 690-695, 2004.

WERF, C. S. V. D.; HALIM, D.; JOKE, B. G. M.; VERHEI, J.; ALVES, M. M.; HOFSTRA,
R. M. W. Congentail Short Bowel Syndrome: from clinical and genetic diagnosis to the
molecular mechanisms involved in intestinal elogation. Biochimica et Biophysica
Acta (BBA)-Molecular Basis of Disease, Amsterdam, v. 1852, n. 11, p. 2352 — 2361,
2015.

WESER, E. The management of  patients after small bowel
resection. Gastroenterology, Philadelphia, v. 71, n. 1, p. 146-150, 1976.

ZANONI, J. N.; MIRANDA-NETO, M. H. D.; BAZOTTE, R. B.; SOUZA, R. R. D.
Morphological and quantitative analysis of the neurons of the myenteric plexus of the
cecum of streptozotocin-induced diabetic rats. Arquivos de neuro-psiquiatria, S&o
Paulo, v. 55, n. 4, p. 696-702, 1997.

ZANONI, J. N.; MIRANDA-NETO, M.H.D.; ROMANO, E. B. Estudo morfologico da
parede do ceco de ratos wistar. Arquivos de Ciéncias da Saude da UNIPAR,
Umuarama, v. 2, n. 1, 1998.

ZUCOLOTO, S.; DEUS, D. A.; MARTINS, A. A.; MUGLIA, V. F.; KAJIWARA, J. K;;
GARCIA, S. B. The relation between myenteric neuronal denervation , smooth muscle
thickening and epithelial cell proliferation in the rat colon. Research in experimental
medicine, Berlin, v. 197, n. 2, p. 117-124, 1997.



31

ZUCOLOTO, S.; DIAZ, J. A..; OLIVEIRA, J. S. M.; Um modelo experimental de ablac&o
do Sistema Nervoso Intrinseco Cardiaco reduz a contratilidade do coracdo de ratos.
Revista brasileira de cirurgia cardiovascular, Sao Paulo, v. 19, n. 3, p. 314-319,
2004.

ZUCOLOTO, S.; SILVA, J. C.; OLIVEIRA, J. S. M.; MUCCILLO, G. The chronological
relationship between the thickening of smooth muscle, epithelial cell proliferation and
myenteric neural denervation in the rat jejunum. Cell Proliferation, Oxford, v. 24, n. 1,
p. 15-20, 1991.



