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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.
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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.
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