
RESSALVA 

Atendendo solicitação do(a) 
autor(a), o texto completo deste 

trabalho será disponibilizado 
somente a partir de 28/01/2018. 



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP 

CÂMPUS DE JABOTICABAL 

MICROINJEÇÕES INTRAMURAIS DE CLORETO DE 

BENZALCÔNIO NA DESNERVAÇÃO QUÍMICA INTRÍNSECA 

EM ÍLEO DE RATOS WISTAR 

Juliana de Oliveira Ribeiro 

 Médica Veterinária 

2017 



i 
 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP 

CÂMPUS DE JABOTICABAL 

 

 

 

 

 

 

 

MICROINJEÇÕES INTRAMURAIS DE CLORETO DE 

BENZALCÔNIO NA DESNERVAÇÃO QUÍMICA INTRÍNSECA EM 

ÍLEO DE RATOS WISTAR 
 

Juliana de Oliveira Ribeiro                                                    

Orientador: Profa. Dra. Paola Castro Moraes 

Coorientadores: Prof. Dr. Ségio Britto Garcia 

Prof. Dr. Andrigo Barboza De Nardi 

 

 
Dissertação apresentada à Faculdade de 

Ciências Agrárias e Veterinárias – Unesp, Câmpus 
de Jaboticabal, como parte das exigências para a 
obtenção do título de Mestre em Cirurgia 
Veterinária. 

 

 

 

 

 

2017 



ii 



iii 
 

 

 



iv 
 

 

DADOS CURRICULARES DO AUTOR 

 

Juliana de Oliveira Ribeiro, nasceu em São Paulo-SP, aos 28 de agosto de 1989. 

Cursou graduação em Medicina Veterinária pela Universidade Estadual Paulista Júlio de 

Mesquita Filho - UNESP, Campus Araçatuba, de março de 2009 a fevereiro de 2013. 

Realizou Residência em Clínica Cirúrgica de Pequenos Animais na Universidade Estadual 

Paulista “Júlio de Mesquita Filho” – UNESP- Câmpus de Jaboticabal de maio de 2014 a 

maio de 2016.  Em março de 2016, ingressou no programa de Pós-graduação em Cirurgia 

Veterinária, curso de mestrado, sendo bolsista do Conselho Nacional de Desenvolvimento 

Científico e Tecnológico – CNPq, sob orientação da Professora Doutora Paola Castro 

Moraes. 

 

  



v 

“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos não é senão uma gota de água no 

mar. Mas o mar seria menor se lhe faltasse uma gota”. (Madre Teresa de Calcuta) 



vi 
 

AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço primeiramente aos meus pais, Carlos e Sandra pelo amor incondicional e 

compreensão. Agradeço pelo incentivo profissional e apoio incansável, sempre dispostos a 

auxiliar no que for possível. Sem vocês nada disso seria possível. 

A minha orientadora Profa. Dra. Paola Castro Moraes por acreditar em mim desde o 

começo, ensinando, incentivando e me encorajando desde a residência. Agradeço pelo 

carinho, amizade e pela infinita compreensão, principalmente nesse período final. Me 

espelho muito em você como profissional e como pessoa. 

Ao Prof. Dr. Sérgio Britto Garcia por ter proporcionado oportunidade única, de 

estudar este assunto de imensa importância, podendo ser alternativa para salvar vidas. 

Agradeço por ter aberto as portas do Departamento de Patologia da FMRP – USP para 

contribuir ainda mais com meu conhecimento além da medicina veterinária. 

Ao Prof. Dr. Andrigo Barboza De Nardi pela confiança, ensinamentos e oportunidade 

de participar do Serviço de Oncologia Veterinária da FCAV, contribuindo cada vez mais 

para o meu crescimento profissional e pessoal. 

A Isabela Marques e Ana Carolina Miguel Alvarenga pelo apoio e auxílio na execução 

deste trabalho. 

A Marília G. P. Albuquerque Ferreira pela ajuda incansável, paciência e 

ensinamentos, os quais fizeram esse trabalho acontecer. 

A Lívia Mello pelo companheirismo, compreensão e paciência nesses momentos. 

Por acreditar em mim e sempre me incentivar. 

Aos amigos que conquistei desde a minha vinda à Jaboticabal, em especial a Giulia 

Simionato e o Oscar Sirra, pela amizade, cumplicidade e apoio sempre. 

 À Deus por ter me iluminando, abençoando, protegido e direcionado o meu 

caminho, durante essa etapa da minha vida.  

Finalmente, à CNPq, por todo o suporte financeiro e por proporcionar a realização 

deste trabalho. 

  



vii 
 

 

  

SUMÁRIO 

 

CERTIFICADO DA COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS ................. ix 

RESUMO ......................................................................................................... x 

ABSTRACT ...................................................................................................... xi 

LISTA DE ABREVIATURAS ............................................................................. x 

LISTA DE TABELAS ...................................................................................... xiii 

LISTA DE FIGURAS ...................................................................................... xiv 

1 INTRODUÇÃO ........................................................................................... 1 

2 REVISÃO DE LITERATURA ...................................................................... 2 

2.1 Síndrome Do Intestino Curto ............................................................... 2 

2.2 Sistema Nervoso do Trato Gastrointestinal ......................................... 3 

2.3 Desnervação Mientérica com Cloreto de Benzalcônio (CB) ................ 5 

2.4 Estresse Oxidativo e Apoptose Celular ................................................ 7 

3 MATERIAL E MÉTODOS ........................................................................... 9 

3.1 Aspectos Éticos .......................................................................................... 9 

3.2 Animais ................................................................................................ 9 

3.3 Procedimento Anestésico .................................................................. 10 

3.4 Procedimento Cirúrgico ..................................................................... 10 

3.4.1 Grupo Controle - Animais submetidos à microinjeções intramurais de 

solução salina estéril 0,9%. .......................................................................... 10 

3.4.2 Grupo Benzalcônio - Animais submetidos à microinjeções intramurais 

de cloreto de benzalcônio 0,3%. .................................................................. 12 

3.5 Pós-operatório e Eutanásia ............................................................... 12 

3.6 Coleta e processamento do material para análise microscópica ....... 13 

Página

s 



viii 
 

3.6.1 Avaliação Histopatológica .................................................................. 14 

3.6.2 Reações Imuno-histoquímicas ........................................................... 14 

3.6.3 Análises Imuno- histoquímicas .......................................................... 15 

3.7 Análise Estatística .............................................................................. 15 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO ................................................................ 15 

4.1 Análise histopatológica da parede ileal após microinjeções .............. 15 

4.2 Análise neuronal – Contagem do número de neurônios mientéricos . 17 

4.3 Análise do mecanismo de ação da lesão neuronal causada pelo CB 19 

5 CONCLUSÃO ........................................................................................... 24 

6 REFERÊNCIAS ........................................................................................ 24 

 

 

  



ix 
 

CERTIFICADO DA COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS

 



x 
 

MICROINJEÇÕES INTRAMURAIS DE CLORETO DE BENZALCÔNIO NA 

DESNERVAÇÃO QUÍMICA INTRÍNSECA EM ÍLEO DE RATOS WISTAR 

 

 

RESUMO - A síndrome do intestino curto (SIC) representa condição clínica 

grave na medicina, caracterizada pela deficiente absorção intestinal de nutrientes, 

causada pela perda extensa do intestino delgado, culminando em altas taxas de 

mortalidade tanto em pacientes humanos quanto veterinários. Os tratamentos 

disponíveis não possuem, até então, resultados satisfatórios para resolução desta 

importante afecção e consistem em terapias paliativas. Diversos estudos 

demostraram que o método de desnervação intestinal intrínseca, com utilização do 

Cloreto de Benzalcônio (CB), consiste em promissora esperança na busca de terapias 

menos invasivas e eficazes no tratamento da SIC, permitindo melhora nas condições 

pós-cirúrgicas e prognóstico dos pacientes, por aumentar a área absortiva do 

intestino. Objetivou-se, com esse trabalho, avaliar a capacidade do CB induzir 

desnervação química intrínseca, por meio de aplicações intramurais em íleo de ratos 

Wistar e aprofundar o conhecimento sobre a evolução da lesão neuronal causada 

neste processo. Foram utilizados 40 ratos, distribuídos em dois grupos (controle- GC 

e benzalcônio- GB) de 20 animais cada, subdivididos em quatro subgrupos de acordo 

com o tempo de avaliação pós-operatória de 24, 48 horas, 30 e 90 dias. Os animais 

foram submetidos à microinjeções intramurais de solução salina estéril 0,9% (GC) ou 

de cloreto de benzalcônio (GB) em porção ileal, e posterior análise histopatológica e 

imuno-histoquímica, para avaliação da lesão neuronal. Houve diminuição significativa 

(p<0,05) na contagem neuronal mientérica nos grupos GB2, GB3 e GB4. A 

imunomarcação específica positiva para H2AX e Caspase-3 confirmou os resultados 

obtidos na avaliação histopatológica, denotando início da lesão celular irreversível, 

com quebra da fita dupla de DNA, em 24 e 48 horas, avaliado pela positividade da 

imunomarcação de H2AX, evoluindo para apoptose neuronal em 48 horas após 

desnervação com CB, confirmado pela imunomarcação de Caspase-3. Nas condições 

em que este trabalho fora conduzido é possível concluir que a aplicação de CB 0,3% 

por meio de microinjeções intramurais na parede ileal é capaz de induzir desnervação 

química intrínseca da porção ileal de ratos Wistar.  

 

 

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

neuronal, síndrome 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 INTRODUÇÃO 

 

 

A Síndrome do Intestino Curto (SIC) é condição grave que ocorre em pacientes 

humanos e veterinários, em consequência às ressecções extensas de intestino 

delgado, provocando diminuição da absorção de nutrientes, incapacidade de manter 

o equilíbrio proteína-energia, fluidos, eletrólitos ou micronutrientes, resultando na 

necessidade de suplementação parenteral para prevenir déficits nutricionais ou de 

hidratação, podendo levar o paciente ao óbito em pouco tempo. Na pediatria humana 

esta condição pode estar associada à alterações congênitas ou adquiridas, já em 

pacientes veterinários a maior incidência ocorre ao longo da vida, principalmente 

devido à processos obstrutivos, que podem ter como causa corpos estranhos, 

neoplasias, vólvulos ou intussuscepção.  

Nesse contexto, são inúmeras as pesquisas que visam minimizar ou extinguir 

esses efeitos, no intuito de instituir tratamentos não apenas paliativos, como é 

comumente realizado (VERNON; GERGESON, 2001), mas que possam curar esses 

pacientes. Há décadas, diversos pesquisadores buscam terapia cirúrgica eficaz, 

contudo, pôde-se observar alta taxa de insucesso e inúmeras complicações pós-

operatórias decorrentes dos procedimentos realizados, impactando diretamente na 

sobrevida desses pacientes.  

O cloreto de benzalcônio (CB), por provocar desnervação química intrínseca 

do intestino e, como consequência, aumentar a área absortiva intestinal, surge como 

possibilidade de tratamento. Apesar de alguns estudos iniciais já mostrarem efeitos 

benéficos em ratos (GARCIA et al., 1999; CARVALHO et al., 2006), há a necessidade 

de aprimorar as técnicas, a fim de minimizar as complicações obtidas em pesquisas 

anteriores. Tais complicações, 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 importância a manutenção do investimento em 

pesquisas que busquem possibilidades terapêuticas eficazes, devido à alta 

morbimortalidade que a SIC provoca, na medicina veterinária e podendo chegar a 
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taxas superiores a 80% na pediatria humana se não adequadamente tratada 

(MARCHINI, et al., 1994), e não havendo até o presente momento, terapias 

satisfatórias capazes de minimizar as complicações decorrentes da falha de absorção 

intestinal.  

Os resultados obtidos nesse estudo apontam nova possibilidade na abordagem 

terapêutica de pacientes com SIC (na medicina humana e na veterinária). Portanto, 

objetiva-se com esse trabalho avaliar a capacidade do CB em induzir desnervação 

química intrínseca, por meio de aplicações intramurais na porção ileal de ratos Wistar 

e aprofundar o conhecimento sobre a evolução da lesão neuronal causada neste 

processo, por meio de análise histopatológica e imuno-histoquímica, pela 

imunomarcação específica de H2AX, para avaliar presença de estresse oxidativo e 

Caspase-3, para detecção de apoptose dos neurônios mientéricos. 
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5 CONCLUSÃO 

Nas condições em que este trabalho fora conduzido é possível concluir que a 

aplicação de CB 0,3% por meio de microinjeções intramurais na parede ileal é capaz 

de induzir desnervação química intrínseca da porção ileal de ratos Wistar, por meio 

de lesão neuronal por estresse oxidativo com início em 24 horas e apoptose neuronal 

a partir de 48 horas após as aplicações.   
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