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Resumo

Estudos demonstraram que a mucosa colica exclusa de transito intestinal desenvolve
processo inflamatorio cronico e modificacdes no conteudo e padrdo de expressao
tecidual dos diferentes subtipos de mucinas. O sucralfato (SCF) apresenta eficacia
como agente protetor do epitélio intestinal em diferentes formas de colite, além de
aumentar a producdo de muco pelas células caliciformes. Entretanto, a eficacia da
aplicacdo topica do SCF ainda ndo foi avaliada na colite de exclusdo. Obijetivo:
Mensurar o conteddo de mucinas neutras e acidas na mucosa colica sem transito
intestinal submetida a intervengdo com SCF. Método. Trinta e seis ratos foram
submetidos a derivacdo do transito por colostomia proximal e fistula mucosa distal. Os
animais foram divididos em trés grupos segundo receberem enemas diarios contendo
solucéo fisiolégica 0,9%, SCF 1,0 g/kg/dia ou 2,0 g/kg/dia. Cada grupo experimental foi
dividido em dois subgrupos, segundo a eutanasia ser realizada apés duas ou quatro
semanas. O diagnéstico de colite foi estabelecido por estudo histopatoldgico pela
técnica da hematoxilina-eosina (HE). A intensidade inflamatoria da mucosa célica foi
avaliada por escala previamente validada. O grau de infiltracdo neutrofilica foi avaliado
pelo conteudo tecidual da enzima mieloperoxidase (MPO). As mucinas neutras e acidas
na mucosa exclusa de transito intestinal foram identificadas por andlise histoquimica
utilizando-se as técnicas do Periodico Acido de Schiff e do Azul de Alcian,
respectivamente. A expressdo de MPO nos tecidos foi determinada por
imunoistoquimica. O contetdo tecidual de ambos os subtipos de mucinas e MPO foi
mensurado por analise de imagem assistida por computador (morfometria
computadorizada). O valor final para o conteudo de mucinas neutras e acidas em cada
animal foi determinado pela média da leitura de trés campos distintos, onde existiam
pelo menos trés glandulas codlicas integras e contiguas. Para analise dos resultados
utilizou-se o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney e o teste ANOVA (anélise de
variancia), adotando-se para ambos, nivel de significancia de 5% (p<0,05).
Resultados: A intervengdo com SCF diminuiu a atividade inflamatoria, relacionando-se
com a concentragdo empregada e com o tempo de intervencdo (p<0,05). Houve
diminuicdo dos niveis teciduais de MPO nos animais irrigados com SCF independente
da concentracéo utilizada e do tempo de intervengao (p<0,01). A intervencdo com SCF
em ambas as concentracbes aumentou o conteldo tecidual de mucinas neutras e
acidas (p<0,001), sendo que o conteudo tecidual de mucinas &cidas mostrou-se
relacionado a concentragdo utilizada. O contetdo tecidual de mucinas neutras e acidas
relacionou-se coma melhora do processo inflamatério. Conclusdes : A aplicacdo de
clisteres com SCF no colon excluso de transito intestinal aumenta o contetdo tecidual
de mucinas neutras e acidas, melhora o processo inflamatério célico e reduz os niveis
de infiltrag&o neutrofilica tecidual.

Palavras-chave: Colon. Sucralfato. Mucinas. Acidos graxos de cadeia curta.
Peroxidase. Processamento de imagem assistida por computador. Ratos.
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Abstract

Studies have shown that colonic mucosa without fecal stream develop a chronic
inflammatory process and changes in the tissue content and in the expression pattern of
the different subtypes of mucins. Sucralfate (SCF) is an effective protective agent of the
intestinal epithelium in different forms of colitis, as well increasing the mucus production
by goblet cells. However, the efficacy of SCF in topical application has not been
assessed in diversion colitis. Objective: To measure the content of neutral and acid
mucins in the colonic mucosa without fecal stream subjected to intervention with SCF.
Method: Thirty-six rats were undergone to diversion of the fecal stream by proximal
colostomy and distal mucous fistula. The animals were divided into three groups
according receive daily enemas with 0.9% saline, SCF 1.0g/kg/day or 2.0g/kg/day. Each
experimental group was divided into two subgroups, according to the euthanasia be
performed after two or four weeks. The diagnosis of colitis was established on
histological analysis with Hematoxylin and Eosin (H.E.) staining technique. The intensity
of inflammation in colic mucosa was assessed by a formerly validated scale. The degree
of neutrophilic infiltration was assessed by tissue myeloperoxidase enzyme (MPO)
content. The neutral and acid mucins in the mucosa without fecal stream were identified
by histochemical assay with Periodic Acid Schiff and Alcian Blue staining technique,
respectively. Tissue MPO expression was assessed by imunohystoquimic test. The
tissue content of both subtypes of mucins and MPO was measured using computer-
assisted image analysis (computerized morphometry). The final value for the content of
neutral and acid mucins in each animal was determined by the average reading of three
distinct histological fields, with at least three intact and contiguous gland cells in each
field. For data analysis were used the non-parametric test of Mann-Whitney and ANOVA
(Analysis of Variance) test, adopting a significance level of 5% (p<0.05) for both.
Results: The intervention with SCF decreased inflammatory activity and was related to
the concentration and the time of intervention (p<0.05). There was MPO tissue depletion
in animals irrigated with SCF with time and concentration independent manner.
Intervention with SCF in both concentrations increased the tissue content of neutral and
acid mucins (p<0.001), and the tissue content of acid mucins were related to the
concentration used. The content of neutral and acid mucins was related to the
improvement of the inflammatory process. Conclusions : The use of enemas with SCF
in colon without fecal stream increases the tissue content of neutral and acid mucins,
improve colonic inflammation, and decreases tissue neutrophilic infiltration.

Key words: Colon. Sucralfate. Mucins. Fatty acids. Peroxidase. Image Processing,
Computer-Assisted. Rats.
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1. INTRODUCAO

A mucosa constitui-se em importante mecanismo de defesa do célon, separando
a grande quantidade de bactérias de sua luz das camadas estéreis da parede intestinal
(Pravda, 2005; Gaudier e Hoebler, 2006). O muco exerce papel primordial nesse
mecanismo ao conferir uma protecdo mecénica e quimica contra agressbdes de
antigenos, toxinas e enzimas digestivas, protegendo as células epiteliais de um
processo inflamatorio ou infeccioso (Finnie et al.,1995; Corfield et al., 2000; Pravda,

2005; Swidsinski et al., 2007; Gaudier et al., 2009).

O muco é composto predominantemente por mucinas, classe de glicoproteinas
responsaveis por sua funcéo (Finnie et al.,1995; Deplancke e Gaskins, 2001; Gaudier et
al., 2009).

Sabe-se que diversas afec¢bes que acometem o célon, dentre elas a colite de
exclusdo, causam anormalidades na secre¢cdo, composicdo ou padrédo de distribuicdo
das mucinas no epitélio intestinal (Filipe, 1969; Finnie et al., 1995; Keli et al., 1997,

Martinez et al., 2008).

A producdo das mucinas é diretamente dependente do adequado fornecimento
de substrato energético, sendo a principal fonte os &cidos graxos de cadeia curta
(AGCC) produzidos pela fermentacdo de fibras ingeridas na dieta (Augenlicht et al.,
2003; Willemsen et al., 2003; Gaudier et al., 2004, Gaudier et al., 2009). Tal relacéo foi
confirmada por estudos experimentais que demonstraram que segmentos colicos
exclusos de transito, que desenvolvem colite de exclusédo (CE), apresentam redu¢cdo no
conteudo e modificacdes no padrao de expressao tecidual da proteina, relacionadas ao

tempo de excluséo fecal (Keli et al., 1997; Nonose et al., 2009; Martinez, Bartocci et al.,

1



2010). Acredita-se que esta alteracao na producéo de muco e o desenvolvimento da CE
esteja relacionada a modificacbes do processo de respiracdo celular que, desprovido de
seu principal substrato energético, produza elevados niveis de radicais livres de
oxigénio, responsaveis pelo dano oxidativo tecidual a camada de muco, que

desencadeia o processo inflamatério a mucosa célica (Martinez, Nonose et al., 2010).

O restabelecimento do transito intestinal ou a infusdo de AGCC no célon excluso,
melhorando o trofismo celular, reforca a importancia dos AGCC na etiopatogenia da CE
(Roediger, 1980; Roediger e Rae, 1982; Agarwal e Schimmel, 1989; Frankel et al.,

1994; Velasquez et al.,1997; Nassri et al., 2008).

Na impossibilidade da reconstru¢do do transito fecal, o processo inflamatdrio
tende a agravar-se com o progredir do tempo de exclusdo, podendo trazer
repercussoes sistémicas ao paciente (Andreyev, 2007). Uma vez que o tratamento ou
profilaxia das complicacbes deverdo ser feitas por longo prazo, e que as opcodes
terapéuticas sistémicas disponiveis atualmente cursam com efeitos colaterais
consideraveis e custos elevados, a procura de novas estratégias terapéuticas
despertam interesse na literatura médica. Demonstrou-se que a aplicacdo de enema
contendo substancias com efeito antioxidante melhora as alteracfes inflamatérias
teciduais encontradas nas diferentes formas das doencgas inflamatorias intestinais (DII)
(Denton et al., 2002a; Leiper e Morris, 2007; Nasstri et al., 2008; Dorr, 2009; Fiorino et
al., 2009a, Fiorino et al., 2009b; Caltabiano, 2010; Caltabiano et al., 2011; Cunha et al.,
2011; Almeida et al., 2012; Pacheco et al., 2012). Porém, essa estratégia terapéutica foi
pouco estudada no tratamento da CE, traduzindo-se pela falta de melhores opcoes

terapéuticas para o tratamento da enfermidade.



O uso do sucralfato (SCF), apesar de ter sido utilizado inicialmente no tratamento
de doenca ulcerosa péptica (Nagashima e Yoshida, 1979), ja foi descrito no tratamento
de diferentes formas de colite, uma vez que apresenta mecanismo de acao multifatorial
(Kochhar et al., 1990; Kochhar et al., 1991; Kochhar et al., 1999; Gul et al., 2002;
Denton et al., 2002b). Por apresentar atividade antioxidante, estudos sugerem que a
droga possa ser benéfica para o tratamento das colites. Porém, até a presente data, um
Unico estudo avaliou os efeitos da aplicagcdo tépica do SCF em modelo de CE,
mostrando melhora no processo inflamatério da mucosa colica. (Pereira et al., 2013).
Todavia, nesse estudo os autores ndo avaliaram os efeitos do SCF na preservacéo da
camada de muco que recobre o epitélio cdlico, que constitui-se na sua primeira linha de
defesa. Por apresentar baixo custo e poucos efeitos colaterais, o SCF torna-se uma
opcao terapéutica interessante para o tratamento de doencas que cursam com
ulceragbes no epitélio do trato digestivo (Kochhar et al., 1990; Kochhar et al., 1991;

Allison et al., 1995; Kochhar et al., 1999; Gul et al., 2002; Denton et al., 2002b).

Assim sendo, torna-se interessante avaliar os efeitos da aplicacdo tépica de
clistéres com SCF na mucosa colica exclusa de transito intestinal que desenvolve CE.
Caso a aplicacdo topica da substancia demonstre efeitos terapéuticos promissores

poderia tornar-se uma estratégia terapéutica valida para o tratamento da CE.



2. REVISAO DA LITERATURA

O epitélio mucoso cdlico constitui-se em importante barreira funcional, separando
a luz do 6rgdo com grande concentragdo bacteriana, das camadas estéreis que formam
a parede intestinal (Pravda, 2005). Esta barreira € composta por diversos mecanismos
de defesa, principalmente representados pelo muco que recobre o epitélio intestinal, as
juncgdes intercelulares formadas por diversas proteinas componentes dos mecanismos
de adeséo celular e a membrana basal (Pravda, 2005; Gaudier e Hoebler, 2006).

A fina camada de muco que recobre o epitélio constitui-se na primeira linha de
defesa da mucosa colica. A maior parte do efeito protetor fornecido por esta camada
deve-se a presenca de mucinas, glicoproteinas predominantes da composicdo dessa
barreira (Finnie et al.,1995; Deplancke e Gaskins, 2001; Gaudier et al., 2009).

A principal funcdo do muco é servir de protecdo as células epiteliais (Corfield et
al.,, 2000; Gaudier et al., 2009). O muco, secretado pelas células caliciformes,
localizadas nas criptas intestinais ao longo da superficie mucosa, confere uma protecao
guimica contra a agressao ocasionada por antigenos, toxinas e enzimas digestivas
existentes no interior da luz intestinal (Finnie et al.,1995; Pravda, 2005; Swidsinski et al.,
2007). A camada de muco, por apresentar propriedades bactericidas, reduz a
populacdo bacteriana dificultando a translocagéo para o meio interno (Finnie et al.,1995;

Khan et al., 1999; Gaudier et al., 2009).

Anormalidades da secrecdo, composicdo e padrdo de distribuicdo das mucinas
no epitélio intestinal vém sendo demonstradas em diversas afec¢des que acometem o
intestino grosso, representadas principalmente pelas colites bacterianas, DIl como

retocolite ulcerativa inespecifica (RCUI) e doenca de Crohn (DC), CE, pdlipos



adenomatosos e o cancer colorretal (CCR) (Filipe, 1969; Finnie et al., 1995; Keli et al.,

1997; Martinez et al., 2008).

A producdo das mucinas diminui consideravelmente nas condic¢des clinicas que
reduzem o fornecimento de substrato energético para as células epiteliais da mucosa
colica (Augenlicht et al., 2003; Willemsen et al., 2003; Gaudier et al., 2004; Gaudier et
al., 2009). A importancia dos &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) para a adequada
sintese de mucinas foi confirmada por estudos experimentais, mostrando que
segmentos colicos exclusos de transito apresentam reducdo da producdo e
modificacdes no padrdo de expressao tecidual da proteina (Keli et al., 1997; Nonose et

al., 2009; Martinez, Bartocci et al., 2010).

Os AGCC constituem-se no principal substrato energético utilizado pelas células
da mucosa cdlica, respondendo por 90% de todo o substrato metabolizado por essas
células para a sintese proteica (Roediger, 1980; Soergel, 1994; Jorgensen et al., 1997).
Reducédo do fornecimento dos AGCC, como ocorre nas operacbes de derivacdo
intestinal, sdo acompanhadas por alteracbes nos mecanismos responsaveis pela
producdo de energia e, consequentemente, sintese de diferentes proteinas (Frankel et
al., 1994; Brownlee et al., 2007). Segmentos exclusos de transito intestinal quando nao
dispbée dos AGCC como principal substrato nutritivo, passam a utilizar como fonte
energética alternativa a glutamina, fornecida pela circulagdo sanguinea (Lopes, 2002;
Martinez, Bartocci et al., 2010). Todavia, o suprimento sistémico de glutamina parece
ser incapaz de fornecer todo substrato necessério, ocasionando alteragdes importantes
no mecanismo celular para obtencdo de energia, que em dultima analise promove a

producdo de elevadas concentragBes de radicais livres de oxigénio, que determinam o



estresse oxidativo tecidual, de forma diretamente relacionada ao tempo de exclusdo do

transito fecal (Martinez, Nonose et al., 2010).

Os AGCC como nutrientes também exercem um efeito tr6fico para as células da
mucosa intestinal. A reducédo do seu suprimento atrofia as criptas célicas, reduzindo a
populacdo de células caliciformes, principal produtora das mucinas (Frankel et al., 1994;
Sousa et al.,, 2008; Mello et al., 2012). A melhora do trofismo celular quando o
suprimento de AGCC é restabelecido, através da infusdo de solucdes ricas em AGCC
ou restabelecimento do transito intestinal, parece reforcar a importancia dessas
substancias na manutencdo de uma populagdo constante de células caliciformes
capazes de sintetizar mucinas. (Roediger, 1980; Roediger e Rae, 1982; Agarwal e

Schimmel, 1989; Frankel et al., 1994, Velasquez et al.,1997; Nassri et al., 2008).

As mucinas pertencem a dois grupos histoquimicos principais quando se
considera a sua fracdo glicidica: as mucinas neutras e as acidas (Filipe, 1969; Filipe,
1979, Nonose et al., 2009). As mucinas neutras sdo mais frequentes nos segmentos
proximais do trato digestivo, podendo ser identificadas em menor concentracdo no
intestino grosso, principalmente no ceco e célon proximal, enquanto as mucinas acidas
sd0 mais encontradas no coélon e reto, e apresentam dois subtipos principais, de acordo
com a predominancia de radicais de sulfato (sulfomucinas) ou de &cido sialico
(sialomucinas) (Deplancke e Gaskins, 2001; Nonose et al., 2009; Martinez, Bartocci et
al., 2010). Na mucosa colica normal, a expressdo de mucinas neutras e acidas mantém
proporcdo constante ao longo do tubo digestivo, podendo sofrer modificacbes em

diversas enfermidades inflamatorias que acometem o intestino (Habib et al., 1986).



O padréo de expressdo das mucinas neutras e dos subtipos das mucinas acidas
difere em termos de localizacdo no colon e nas criptas da mucosa do intestino grosso
(Keli et al., 1997). Enquanto no cdélon esquerdo as sulfomucinas ocupam os dois ter¢os
inferiores da cripta, no colon direito localizam-se com maior intensidade em seu tergo
superior. As sialomucinas ocupam, complementarmente, o restante das criptas colicas

nos diferentes segmentos (Keli et al., 1997).

Finnie et al. (1995) demonstraram que a capacidade do epitélio do intestino
grosso em produzir mucinas depende do adequado suprimento de AGCC, formado a
partir da fermentacdo de fibras ingeridas na dieta. Estudos mostraram que o
fornecimento de AGCC as células mucosas, em particular o acido butirico, €&
fundamental para a expressédo de genes relacionados a transcricdo da fracdo proteica
das mucinas (Gaudier et al., 2004; Gaudier et al., 2009). Dessa forma, passou a se
correlacionar o conteudo de mucinas existentes nos tecidos ao fornecimento de
adequado suprimento de AGCC e a capacidade da transcricdo dos genes relacionados

a sua producéo.

Todavia, a mensuracdo do contetdo produzido de mucinas pelo epitélio mucoso
célico era problematica. No passado, a avaliacdo do contetdo dos subtipos de mucinas
presentes no epitélio intestinal era realizada de forma subjetiva pelo observador. O
contetdo era expresso em cruzes, portanto passivel de erros de quantificacdo que ora
superestimavam ora subestimavam os valores encontrados (Sousa et al., 2008). Com o
advento de programas de analise de imagem assistida por computador, estudos
demonstraram a possibilidade de se quantificar, de forma objetiva, diferentes

parametros histolégicos como, por exemplo, o conteudo tecidual de diversas proteinas



existentes na parede célica (Biondo-Simdes et al., 2000; Martinez et al., 2002; Priolli et
al., 2003; Priolli et al., 2007). Com emprego da morfometria computadorizada aliada a
técnicas histoquimicas, tornou-se possivel quantificar de modo mais fidedigno a
expressao individual dos diferentes subtipos de mucinas na mucosa célica, comparando
segmentos providos e desprovidos de transito. Com isso tornou-se possivel avaliar a
influéncia da deficiéncia do suprimento intestinal de AGCC, bem como o tempo de
exclusdo fecal, no conteudo e padrdo de expressédo tecidual dessas glicoproteinas
(Nonose et al., 2009; Carvalho, 2013; Ferreira, 2013). Também tornou-se possivel
avaliar o efeito de diferentes substancias quimicas no contetdo e expressao tecidual

das mucinas do epitélio cdlico.
2.1- Colite de exclusao e expressao de mucinas na  mucosa célica

Glotzer et al. (1981) descreveram, pela primeira vez, o desenvolvimento de
processo inflamatorio na mucosa de segmentos célicos desprovidos de transito fecal.
Os autores denominaram esta nova forma de doenga inflamatoria intestinal de CE,
enfermidade que acomete segmentos distais do colon ou reto de individuos submetidos
a intervencodes cirdrgicas que desviem o transito intestinal (Keli et al., 1997; Edwards et
al., 1999). Com o aumento da incidéncia do cancer colorretal em todo mundo e o
incremento da violéncia urbana nos grandes centros, a frequéncia da CE também
parece estar aumentando proporcionalmente (Habr-Gama et al.,1997; Reis et al., 2001;
Barreto et al., 2002). A CE também é encontrada em segmentos colicos exclusos de
transito utilizados para reconstituicdo das vias urinérias, derivagdes ureterais ou para a

confeccao de neo-vaginas (Toolenaar et al.,1993; Syed et al., 2001).



A incidéncia da CE pode ser ainda maior do que o referido pela literatura ao
constatar-se, em revisbes de casuistica, que o transito intestinal somente é
restabelecido em 18,63% dos enfermos com colostomia temporaria, condenando o
restante dos enfermos a conviverem pelo resto de suas vidas com a doenca (Haas e
Haas, 1988; David et al., 2009). Nos doentes cujo transito intestinal é restabelecido, o
tempo médio para a reconstituicdo do transito é de oito meses, tempo este mais do que
suficiente para o desenvolvimento da CE (Habr-Gama et al., 1997). A CE é
diagnosticada em 91% dos pacientes submetidos a exame endoscopico sisteméatico do
intestino excluso de transito apds trés meses da confeccdo do estoma, sendo que

desses, 52% apresentam-se com intensidade leve, 44% moderada e 4% grave (Haas e

Haas, 1988; Whelan et al., 1994).

Inicialmente, quando o comprometimento mucoso é menor, a colite pode
apresentar-se de forma assintomatica (Lu et al., 1995). Nos doentes sintomaticos, as
gueixas mais frequentes sdo dor abdominal, eliminacdo de muco e sangue pelo
segmento excluso. Nos casos mais graves, pode haver a formacéo de fissuras e fistulas
perianais que dificultam o diagnéstico diferencial com as DIl (Ona e Boger, 1985; Habr-

Gama et al., 1997).

As bases etiopatogénicas para o0 desenvolvimento CE ainda despertam
polémicas. Ja se propds que a enfermidade pudesse ter origem isquémica (Villanacci et
al., 2007), ou relacionada a mudancas na quantidade e caracteristicas da flora
bacteriana encontrada do cdlon excluso (Keli et al., 1997), com redu¢éo da populagéo
bacteriana e predominio de bactérias redutoras de nitrato (Neut et al., 1989; Neut et al.,

1997). Entretanto, a maioria dos autores propde que a doenca desenvolva-se em



decorréncia da deficiéncia de AGCC na luz intestinal, ocasionada pela derivacdo do
transito fecal (Roediger, 1982; Roediger, 1990; Giardiello et al., 1995; Neut et al., 1995;
Christl et al., 1996; Mortensen e Clausen, 1996; Scheppach et al., 1997; Cook e Selin,

1998; Kiely et al., 2001; Oliveira-Neto et al., 2004).

Os AGCC, representados pelo butirato, acetato e propionato, respondem por
90% do substrato energético utilizado pelas células da mucosa coélica. Sdo formados a
partir da fermentacéo de fibras e carboidratos por bactérias anaerdbicas existentes na
luz intestinal (Clostridium sp., Eubacterium sp. e Fusobacterium sp.). Dentre os AGCC
produzidos, o butirato € a principal fonte de energia, representando 70% a 80% da
energia metabolizada pelas células epiteliais do colon, seguido pelo propionato e
acetato, além de outras substancias como cetonas, aminoécidos (glutamina) e glicose
(Roediger, 1980; Roediger, 1982; Roediger e Rae, 1982; Soergel, 1994; Jorgensen et

al., 1997).

Apesar da deficiéncia dos AGCC parecer ser a principal causa da inflamacéo que
caracteriza a CE, os mecanismos moleculares pelos quais a agressao epitelial ocorre
ainda nao foram totalmente esclarecidos (Scheppach e Weiler, 2004). Diversas teorias
buscando relacionar a etiopatogenia da CE a diferentes alteragcdes moleculares vém
sendo propostas, entretanto, nenhuma delas apresenta bases experimentais concretas
para esclarecer a modificacao fisiolégica que determina a agresséo inicial ao epitélio
mucoso, nem é capaz de explicar todos os aspectos histopatolégicos e bioquimicos

encontrados (Farrell e Peppercorn, 2002; Hendrickson et al., 2002; Pravda, 2005).

A principal teoria vigente sugere que a infiltracdo inflamatoria epitelial encontrada

na mucosa exclusa é secundaria a quebra da barreira epitelial, sendo esta dltima a
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responsavel por desencadear todo o processo (Pravda, 2005). Assim, 0 mecanismo da
guebra da barreira epitelial passou a ser o limite do conhecimento da fisiopatologia da
doenca. Possivel mecanismo para a lesdo da barreira epitelial pode ser a presenca de
radicais livres de oxigénio (RLO). Segundo a teoria, a agressao inicial ao epitélio ocorre
pela maior formacdo de radicais livres de oxigénio pelas células da propria mucosa,
devido a alteragcbes no seu mecanismo energético oxidativo (Pravda, 2005). Sendo
moléculas toxicas para as ceélulas, a producdo aumentada dos RLO ocasiona dano
tecidual, permitindo quebra das diferentes linhas de defesa da mucosa, possibilitando a
migracdo das bactérias da luz intestinal para a submucosa (Pravda, 2005). Como
resposta a infiltracdo bacteriana, leucécitos migram para a parede intestinal, iniciando o
processo inflamatorio caracteristico da doenca (Millar et al., 1996; Sheridan et al., 1996;

Pravda, 2005).

O termo radical livre refere-se a qualquer atomo que contenha numero impar de
elétrons na sua Ultima camada eletrénica (Halliwell e Gutteridge, 1990). Convencionou-
se denominar RLO pois a maioria dos radicais livres € gerada a partir do metabolismo
celular da molécula de oxigénio. Consideravel quantidade de RLO é formada
constantemente no metabolismo energético de todas as células vivas, porém as células
apresentam mecanismos antioxidantes proprios, mantendo o equilibrio entre a
producédo e neutralizacdo (Neut et al., 1995; Mortensen e Clausen, 1996; Sheridan et
al., 1996; McCord, 2000). Contudo, quando a producao dos RLO excede a capacidade
de neutralizagdo, inicia-se o dano oxidativo, danificando proteinas, membranas,
organelas e principalmente as bases nitrogenadas dos acidos desoxirribonucléicos

(DNA) e ribonucléicos (RNA) (Halliwell e Gutteridge, 1986; Bondy e Le Bel, 1993;
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Halliwell e Gutteridge, 1997; Scheppach et al., 1997; Chen e Schopfer, 1999; Cadenas
e Davies, 2000; Gutteridge e Halliwell, 2000; Mgller, 2006; Ribeiro et al., 2008).
Experimentalmente tal teoria pode ser comprovada ao instilar-se no célon peréxido de
hidrogénio (H,0O;), um potente formador de RLO, induzindo quadro severo de colite

(Sheeham e Brynjolfsson, 1960; Cammarota et al., 2007; Almalouf et al., 2008).

Além do epitélio lesado, os préprios neutréfilos aumentam sua producdo de RLO
para defesa do organismo, pois os RLO tém efeito bactericida (Vasina et al., 2009).
Assim, parte dos RLO encontrados na colite pode ter sido gerada pela infiltragdo

neutrofilica, perpetuando o processo de lesdo (Fillmann et al., 2007).

O diagnostico da CE geralmente € feito pelo exame endoscoOpico e estudo
histopatoldgico da mucosa exclusa de transito. O enema opaco, com a técnica do duplo
contraste, apesar de ndo possibilitar o diagnostico definitivo de colite de excluséo, pode
ser muito sugestivo ao identificar pequenas irregularidades nodulares na superficie
mucosa, caracteristica da hiperplasia linfide folicular, alteracdo encontrada na colite de
exclusdo em mais de 80% dos doentes (Lechner et al., 1990). O exame endoscopico do
segmento excluso de transito encontra-se alterado em até 90% dos portadores de CE
(Haas et al., 1990; Ferguson e Siegel, 1991), apresentando mucosa hiperemiada,
congesta, edemaciada, friAvel, com nitido apagamento dos vasos sanguineos da
submucosa e sangramento espontaneo ao contato do endoscoépio (Lechner et al., 1990;
Ferguson e Siegel, 1991), sendo a superficie coélica recoberta por uma camada mais
espessa de muco, parcialmente aderida a ela (Glotzer et al., 1981). Nos casos graves,
ocorre formagcdo de Ulceras aftoides praticamente indistinguiveis, a avaliacdo

endoscopica, daquelas encontradas na RCUI, tornando dificil o diagnostico diferencial
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(Lusk et al.,, 1984; Nobels et al., 1989; Geraghty e Charles, 1994). Estudos
manomeétricos do segmento excluso de transito em doentes que desenvolveram CE
demonstram reducgéo significante da capacidade receptiva do reto a infusdo de volume,
ndo havendo alteracdes no reflexo evacuatorio ou na capacidade de continéncia fecal

(Roe et al., 1993).

Microscopicamente a CE leva a uma variedade de modificacBes histolégicas,
porém sem nenhuma alteracdo especifica da doenca (Geraghty e Talbot, 1991).
Encontra-se infiltrado inflamatério misto na mucosa do coélon excluso,
predominantemente composto por neutrofilos, linfocitos, macrofagos e eosindfilos,
acompanhado ou ndo de distorcbes na arquitetura das células epiteliais e,
paradoxalmente, deplecao das células caliciformes (Roediger e Nance, 1986; Ma et al.,
1990; Geraghty e Talbot, 1991; Pinto Junior et al., 2007). Porém, o achado mais
caracteristico é a identificacdo de areas de hiperplasia linféide nodular (Murray et al.,
1987; Komorowski, 1990; Yeong et al., 1991; Drut e Drut, 1992). Apesar de serem
descritas no epitélio do colon excluso displasias de diferentes graus, o desenvolvimento
de neoplasias de origem epitelial € extremamente raro nos doentes submetidos a
operacdes de desvio de transito por enfermidades néo relacionadas as DIl (Kissmeyer-

Nielsen et al., 1994).

Em modelos experimentais, a redu¢do na populacdo de células caliciformes néo
€ um achado constante nos estudos de CE. Porém, a maioria dos estudos que nao
encontrou diminuicdo na populacdo de células caliciformes comparando segmentos
com e sem transito intestinal, ndo realizou limpeza mecénica do célon excluso (Keli et

al., 1997; Biondo-Simdes et al., 2000). Sousa et al. (2008) em estudo experimental
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avaliaram a populacao de células caliciformes, verificando que, apesar de existir atrofia
das criptas colicas, a populacdo de células caliciformes aumentava de forma
diretamente proporcional as demais células do coélon excluso, e esse aumento
relacionava-se ao tempo de exclusdo. Apesar do modelo experimental adotado pela
maioria dos autores nédo incluir o preparo mecéanico anterégrado do célon excluso no
momento da intervencao cirdrgica, os achados foram parcialmente confirmados apés o

uso de modelo experimental que realizou tal preparo (Mello et al., 2012).

O primeiro estudo que avaliou a expressao das mucinas comparando segmentos
com e sem transito intestinal identificou, de modo inverso ao que ocorre na RCUI, um
aumento na expressao de sulfomucinas e importante diminuicdo das sialomucinas a
medida que o processo inflamatério agravava-se (Keli et al.,, 1997). Contudo, nesse
estudo o conteudo tecidual foi avaliado de forma subjetiva, além de n&o ter sido
realizado preparo mecanico do coélon excluso de transito quando os autores realizaram
a derivacao do transito intestinal (Keli et al., 1997). Assim, ndo é possivel assegurar que
houve a completa eliminagdo de residuos fecais no colon excluso que, quando
presentes, poderiam manter o fornecimento de substrato energético para as células da

mucosa colica (Keli et al., 1997; Nasrri et al., 2008; Sousa et al., 2008).

Estudo subsequente, avaliando o conteudo tecidual de mucinas com o auxilio de
morfometria computadorizada e com o cuidado de realizar o preparo mecéanico do célon
excluso, mostrou que existia reducdo nos niveis teciduais de mucinas neutras e acidas
(tanto sulfomucinas quanto sialomucinas) nos segmentos desprovidos de transito
intestinal, porém de forma muito mais acentuada das sialomucinas (Nonose, 2009;

Nonose et al., 2009; Martinez, Bartocci et al., 2010).
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2.2- Opcoes terapéuticas na colite de excluséo

Estudos demonstram que a aplicacdo de enemas contendo substancias naturais
ou sintéticas com efeito antioxidante, ou solugdes nutricionais ricas em AGCC, melhora
as alteracdes inflamatorias teciduais encontradas nos modelos de CE (Nassri et al.,
2008; Caltabiano, 2010; Caltabiano et al., 2011; Cunha et al., 2011; Almeida et al.,
2012; Pacheco et al.,, 2012). De modo inverso, a exposi¢cdo da mucosa coélica a
substancias com alto poder oxidante, tais como peréxido de hidrogénio (H,O), agravam
o dano epitelial (Marques et al., 2010).

Diversas opcdes terapéuticas topicas ja foram estudadas em processos
inflamatdrios do célon, como na colite actinica, RCUI e doenc¢a de Crohn.

Na colite actinica, uma das formas de colite mais pesquisadas, a lesdo ocorre por
bloqueio da renovacéo epitelial na fase aguda, e fibrose e neoangiogénese na fase
cronica. Dentre as opcOes terapéuticas, ja foi descrito o uso tépico de derivados
aminossalicilicos (5-ASA, mesalamina e sulfasalazina), antibidticos como o
metronidazol, corticoesterodides, formalina, oxigénio hiperbarico, sucralfato, coagulagéo
com plasma de argonio, ablacdo por radiofrequiéncia, YAG (yttrium aluminum garnet)
laser, analogos E1 da prostaglandina (misoprostol), vitamina C e E (Denton et al.,
2002a; Andreyev, 2007; Leiper e Morris, 2007; Dorr, 2009; Fiorino et al., 2009a, Fiorino
et al., 2009b).

Contudo, considerando que na CE ha maiores riscos de complicacdes cirurgicas
relacionadas ao restabelecimento do transito intestinal na vigéncia de processo
inflamatorio, e que em nosso meio ha baixo indice de reconstrugdo de transito, existe
um grande numero de doentes em que a enfermidade se agrava com o decorrer do

tempo de exclusdo. Um numero pequeno de estudos avaliou opcles terapéuticas
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medicamentosas para o tratamento da enfermidade. Talvez essa falta de estudos
avaliando opcbes terapéuticas decorra da reduzida parcela de pacientes que
desenvolva quadro sistemicamente grave, ou pela remissdo do processo inflamatorio
mucoso apods a reconstrucdo do transito fecal. Esse pequeno numero de estudos se
reflete na falta de opcOes terapéuticas para a pratica clinica, geralmente considerada
apenas nos casos mais graves, principalmente naqueles doentes que evoluem com
sangramento ou perda de muco de maior monta. Atualmente a principal opgéo para o
tratamento da CE ainda é a reconstrucdo do transito, indicada de forma mais precoce
possivel, com o objetivo de impedir ou reverter o processo inflamatoério, diminuindo o
risco de complica¢cBes tardias como as fistulas, sangramento constante, estenoses, etc.
Todavia, permanece o desafio no manejo clinico dos pacientes que nao séo candidatos
a reconstrucdo do transito intestinal por diferentes situacdes, grupo este que poderia ser
favorecido com o desenvolvimento de novas opc¢des terapéuticas com o intuito de
reverter ou ao menos controlar o processo inflamatorio na CE. Se possivel essas
drogas devem apresentar bom efeito terapéutico, baixo custo e poucos efeitos

colaterais.

2.3 -Modelos experimentais de colite de exclusdo

Héa descricdo na literatura de diversos modelos experimentais de CE, sendo que
a maioria dos autores utiliza o rato como animal de experimentacdo. Contudo,
diferentes técnicas sdo propostas para a derivacao intestinal, como confeccdo de
colostomia em alca, colostomia em dupla boca, colostomia proximal terminal e fistula
mucosa distal, colostomia proximal terminal e sepultamento do coto distal (Hartmann).

Do mesmo modo, nesses estudos sdo propostos diferentes periodos para exclusdo do
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transito intestinal para posterior avaliacdo das alteracdes histoldgicas encontradas.
Esse periodo de exclusdo na maioria dos artigos varia de uma a 18 semanas
(Kissmeyer-Nielsen et al., 1994; Keli et al., 1997; Pinto Junior et al., 1999; Biondo-
Simdes et al., 2000; Lopes, 2002; Margarido et al., 2003; Nasrri et al., 2003). Com isso,
é dificil de empreender uma anélise uniforme das alteragdes histolégicas encontradas,
pois foram adotados modelos experimentais diferentes. Some-se a isso o fato de que a
maior parte desses estudos avaliou os resultados encontrados de forma subjetiva,
adotando critérios distintos para graduar a intensidade do processo inflamatoério, e até

mesmo a expressao tecidual de mucinas (Keli et al., 1997).

Outro fator importante relaciona-se a adequada limpeza do colon a ser excluso,
sendo o preparo mecanico rotineiro desse segmento de colon no intra-operatorio
fundamental para a interpretacdo precisa das alteracdes histoldgicas encontradas em
modelos experimentais de CE. Deve-se lembrar de que a presenca de residuos fecais
permite a manutencdo de um substrato rico em AGCC, nutrindo a mucosa célica do
segmento excluso de transito e, consequentemente, dificultando a instalagdo do

processo inflamatério (Margarido et al., 2003; Martinez, Bartocci et al., 2010).

Depreende-se da literatura que apesar de diversos modelos experimentais de CE
terem sido descritos, a maioria é passivel de criticas metodologicas, o que dificulta a
confiabilidade da sua interpretacdo. Apenas dois estudos analisaram a expressao das
mucinas comparando segmentos com e sem transito, utilizando um modelo
experimental adequado. Os estudos encontraram diminuicdo nos niveis de mucinas
neutras e acidas (sulfomucinas e sialomucinas) nos segmentos exclusos de transito,

guando comparados a segmentos com transito fecal, porém com aumento posterior dos
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niveis, relacionado ao tempo de exclusdo intestinal (Nonose et al., 2009; Martinez,

Bartocci et al., 2010).

A avaliagcdo e quantificacdo da inflamagdo mucosa na colite pode ser realizada
por meio de escores histologicos previamente validados, (Akgun et al., 2005; Gupta et
al., 2007) ou através da avaliacdo exclusiva do infiltrado neutrofilico tecidual, pela
dosagem dos niveis teciduais de mieloperoxidase (MPO), enzima produzida
essencialmente pelos neutréfilos. Assim, a dosagem tecidual de MPO pode ser
empregada como marcador fidedigno do infiltrado neutrofilico nos modelos
experimentais de colite (Reis et al., 2008; Vasina et al., 2009), uma vez que 0s niveis de
MPO aumentam de forma diretamente proporcional aos niveis de RLO (Reis et al.,
2008), sendo que alguns autores defendem seu uso como potencial marcador para o
diagndstico da colite ocasionada pela producdo aumentada dos RLO (Fillmann, 2007,

Reis et al., 2008).

2.4-Mucinas

A mucosa cdlica é revestida por epitélio do tipo colunar simples composto por
diferentes tipos de células. Dentre elas destacam-se os enterécitos (colondcitos),
células fonte, células enteroenddcrinas, células de Paneth e, principalmente, células

caliciformes (Junqueira e Carneiro, 2008).

As células caliciformes sdo encontradas em maior numero e ocupam
praticamente toda a extensdo das criptas intestinais (glandulas de Lieberkihn). Sao
células cilindricas, produtoras de muco, que possuem dois dominios funcionais: apical e
basal. O dominio apical, com formato de célice, contétm em seu citosol grandes

vesiculas repletas de muco que migram em dire¢cdo a membrana celular, liberando seu
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conteudo para a superficie do epitélio célico. O dominio basal, mais estreito, se prende
a lamina basal por proteinas de adeséo celular. No dominio basal encontra-se o reticulo
endoplasmatico rugoso, responsavel pela sintese da porcdo proteica que compde o
muco colico, e o aparelho de Golgi, que adiciona grupos oligossacarideos ao muco

produzido, diferenciando os subtipos de mucinas (Junqueira e Carneiro, 2008).

A proporc¢édo entre células caliciformes e as demais células que compde o epitélio
mucoso ndo € constante quando se comparam as diferentes regides do célon
(Junqueira e Carneiro, 2008). As células caliciformes aumentam progressivamente em
numero a medida que se dirige do ceco para os segmentos caudais do intestino grosso.
Essa diferenca encontra-se relacionada as distintas funcdes fisiologicas exercidas pelo
epitélio mucoso quando se compara o colon proximal com o distal, tendo o colon direito
maior funcdo na absorcdo de agua e eletrdlitos, e o esquerdo, pela maior consisténcia
das fezes, necessita de maior producdo de muco para melhor progressdo do contetdo
fecal (Junqueira e Carneiro, 2008). Essas diferencas na populacdo de células
caliciformes ao longo do célon se refletem no padréo e intensidade de expressédo das

mucinas quando se comparam segmentos colicos distintos (Filipe, 1969).

O muco secretado pelas células caliciformes é formado principalmente por
compostos glicoprotéicos, representados pelas mucinas. As moléculas de mucinas
possuem alto peso molecular e apresentam em sua composi¢cdo 20% de proteina e
80% de carboidrato. Apos a liberacéo das células caliciformes para a superficie epitelial,
as mucinas se hidratam formando uma cobertura gelatinosa que adere ao epitélio
colico, protegendo-o contra a abrasdo mecanica e invasao bacteriana, sendo o principal

fator na protecdo do epitélio a esses agentes agressores (Gold et al., 1981; Gaudier et
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al., 2004). Alteracbes na expressdo do gene ou composicdo da proteina podem
prejudicar a funcdo de barreira do muco, e desencadear diversas alteracdes na mucosa

cllica.

Mucinas consistem em uma matriz proteica, com uma longa regido central
constituida de inUmeras repeticdes seriadas de aminoacidos, com grande quantidade
de serina e treonina, nas quais as cadeias de oligosacarideos se ligam por O-
glicosilacdo (Allen et al.,, 1988). Estudos avaliando a fracdo proteica da mucina
mostraram que existem pelo menos 15 diferentes genes capazes de transcrevé-las

(Wreschner et al., 1990; Porchet et al., 1999; Dekker et al., 2002; Gaudier et al., 2009).

Essas diferencas foram posteriormente confirmadas por estudos genéticos que
encontraram diferencas na ordem com que os nucleotideos se dispéem ao longo do
gene codificador da proteina, permitindo identificar 21 subtipos de mucinas com relagéo
a fracdo protéica, denominadas: MUC1, MUC2, MUC3A, MUC3B, MUC4, MUCb5A,
MUC5B, MUC5AC, MUC6, MUC7 e MUC8, MUC9, MUC11, MUC12, MUC13, MUC15,
MUC16, MUC17, MUC18, MUC19, MUC20 (Chen et al., 2004; Higuchi et al., 2004).
Quatro dessas mucinas sdo expressas nas ceélulas secretoras pelo mesmo locus
cromossomico, 11-p15.5, sendo elas MUC6, MUC2, MUC5AC e MUC5B (Pigny et al.,
1996). Trés dos genes MUC ja foram totalmente sequenciados, nomeados MUC1, no
cromossomo 1g21-24 (Swallow et al., 1987), MUC7, no cromossomo 4q13-21 e MUC2,
no cromossomo 11p15.5 (Gum et al., 1994), enquanto o gene MUC3 foi identificado no

cromossomo 7 (Gum et al., 1990).

Apesar de identificadas como pertencentes a mesma classe de proteinas, as

mucinas apresentam estrutura, localizacdo e funcéo diferentes (Dekker et al., 2002),
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sendo classificadas funcionalmente em: (1) mucinas secretoras, com funcao de defesa
ao epitélio gastrointestinal, como a MUC2; (2) mucinas ligadas a membrana, com
funcdo de adeséo, sinalizacédo e crescimento celular, como a MUC3A (Gendler e Spicer,
1995; vanKlinken et al., 1995) ; e (3) mucinas sollUveis, sendo a Unica representante a
MUCY7, encontrada na saliva (Bobek et al., 1993).

Na mucosa célica as mucinas sao transcritas principalmente pelo gene MUC2, e
numa menor intensidade pelos genes MUC1, MUC3 e MUCA4. Todavia, independente
do componente glicidico encontrado, o gene MUC2 é o principal codificador das
mucinas encontradas no epitélio colico, tanto de humanos como de ratos (Ogata et al.,

1992; Tytgat et al., 1995; Williams et al., 1999).

A expressdo dos genes produtores de mucinas encontra-se alterada em muitas
doencas que acometem o intestino grosso. Alteracdes na expressao do gene MUC2,
assim como anormalidades no mecanismo de sua transcricdo vém sendo descritas nas
DIl (Tytgat et al., 1996). A expressédo dos genes MUC5AC e MUC6 encontra-se alterada
nos polipos adenomatosos (Bartman et al., 1999). O gene MUC2 apresenta maior
expressdo no CCR produtor de muco e menor expressado nos tumores nado produtores

(Gratchev et al., 1998; Porchet et al., 1999).

Estudos avaliando a influéncia dos AGCC, em particular do butirato, na
expressao desses genes relacionados a sintese de mucinas demonstraram que o gene
MUC?2 aumenta 23 vezes a sua expressao quando o butirato é acrescido em meios com
cultura de células (Gaudier et al., 2004). Esses achados confirmam a importancia dos
AGCC na manutencao da sintese proteica pelas células do epitélio colico, em particular

das mucinas.
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Quanto a fracdo glicidica de sua molécula, as mucinas podem ser divididas em
dois grandes grupos, representadas pelas mucinas neutras, ricas em glicogénio, e
acidas, ricas em &cido sialico ou radicais sulfatados (Spicer et al., 1965; Leppi e Spicer,
1966). Apesar das diferencas quimicas em seus constituintes glicidicos, os dois tipos de

mucinas aparentemente possuem as mesmas funcdes bioldgicas (Filipe, 1969).

A fracdo glicidica das mucinas neutras € composta principalmente por glicogénio,
com alta concentracdo molecular de frutose, galactose e n-acetilglucosamina, e
recebem essa denominacdo por possuirem pequena quantidade de &cido sialico
(menos de 1mol/%) e n-acetilgalactosamina na composi¢do. A fracdo proteica das
mucinas neutras é formada principalmente pelos aminoacidos serina, aspartato e
alanina (Gold et al., 1981). E o subtipo mais encontrado no interior das células
caliciformes do trato gastrintestinal e representam, aproximadamente, 80% do contetdo

total de mucinas encontradas no tubo digestivo.

De maneira diferente, as mucinas acidas possuem na sua fracao glicidica grande
quantidade de acido sidlico (mais que 10mols/%). A porcdo glicidica € composta
principalmente por glucosamina, galactosamina e frutose. Quando se analisa a fragao
proteica das mucinas acidas, prolina, treonina e glicina sdo 0s aminoacidos mais
presentes (Gold et al.,, 1981). Dividem-se em dois subgrupos representados pelas
sulfomucinas e sialomucinas segundo a predominancia de radicais sulfatados ou de

acido sidlico, respectivamente, na sua porc¢ao glicidica.

Héa quatro décadas pesquisas vém avaliando a expressdo de mucinas acidas e
neutras na mucosa do intestino grosso. Esses estudos ja demonstraram que no epitélio

normal existe predominio das mucinas &cidas, principalmente sulfomucinas (Filipe,
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1969). Ao longo de toda superficie epitelial do c6lon ambos os subtipos de mucinas
acidas estdo presentes, mas dependendo da regido considerada existe predominio de

um ou outro subtipo.

Estudos em seres humanos avaliando por técnicas histoquimicas a presenca da
proteina transcrita demonstraram que o conteddo e o padrao de distribuicdo das
mucinas na mucosa do trato gastrointestinal se fazem de maneira distinta quando se
consideram os diferentes segmentos do tubo digestivo (Sheahan e Jervis, 1976). No
epitélio normal as mucinas neutras habitualmente expressam-se com maior intensidade
nos segmentos craniais do trato digestivo (estbmago e duodeno), enquanto as acidas
apresentam maior intensidade de expressdo a partir da flexura duodeno-jejunal (Lev e
Spicer, 1964; Goldman e Ming, 1968; Filipe, 1969; Sheahan, 1976). Acredita-se que 0s
diferentes padrdoes existentes possam estar relacionados as diferentes origens
embriolégicas dos segmentos que formam o tubo digestivo (Gervaz et al., 2001,

Martinez et al., 2008).

O esofago, estobmago e duodeno originam-se, embriologicamente, a partir do
intestino anterior. O jejuno, ileo, ceco, colon ascendente e os dois tercos proximais do
célon transverso originam-se do intestino médio. O terco final do cdélon transverso,
descendente, sigmoide e os dois tercos proximais do reto sdo formados a partir do
intestino posterior (Distler e Holt, 1997; Gervaz et al., 2001). Nos segmentos proximais
as criptas colicas sdo maiores, mais profundas, provavelmente adaptadas a maior
funcdo absortiva dessa regido, enquanto no colon distal as criptas sdo menos profundas

e com maior quantidade de células caliciformes, relacionadas aos processos de

lubrificacdo para facilitar a progressdo das fezes formadas (Gervaz et al., 2001).
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Recentemente, com o advento das técnicas de “microarray”, verificou-se que o perfil de
expressao de mais de 1000 genes que controlam o ciclo celular das células da mucosa
do cdlon séo diferentes nos colons proximal e distal (Glebov et al., 2003). A expressao
de alguns deles pode ser até trés vezes mais intensa dependendo do segmento
considerado. Estes achados talvez expliqguem as mudancas nos padrbes de expressao

das mucinas quando se comparam os diferentes segmentos do célon.

Muitas vezes, em uma mesma célula caliciforme, pode ser encontrado os dois
subtipos de mucinas acidas. As sialomucinas localizam-se no dominio basal da célula
entre o nucleo e o complexo de Golgi, enquanto as sulfomucinas ocupam,
principalmente, o dominio apical proximo & membrana celular voltada para a luz
intestinal. Moderadas quantidades de mucinas neutras sdo encontradas na superficie
epitelial, localizadas principalmente nas por¢cdes superiores das criptas. Este padrédo de
distribuicdo das mucinas predomina no célon esquerdo e reto. (Greco et al., 1967,

Goldman e Ming, 1968; Filipe, 1969).

O padréo de expressao das mucinas no epitélio colico de ratos é semelhante ao
encontrado em seres humanos (Sakata e von-Engelhardt, 1981). Estudo experimental
demonstrou que o conteudo de mucinas neutras decresce enquanto o conteudo de
mucinas acidas aumenta quando se progride do ceco em direcdo ao colon distal. Em
relacdo as mucinas &cidas constatou-se que as sulfomucinas estavam presentes
apenas no colon distal enquanto as sialomucinas, apesar de serem encontradas em
todo o colon, aumentavam em quantidade a medida que se progride do ceco para o
colon distal (Sakata e von-Engelhardt, 1981). Outros autores verificaram que no célon

esquerdo, de forma semelhante ao que ocorre no homem, as sulfomucinas ocupam 0s
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dois tercos superiores das criptas intestinais, enquanto as sialomucinas os dois tercos

inferiores (Keli et al., 1997).

A intensidade de expressao, o tipo e o padrao de distribuicdo de mucinas ao
longo das criptas modificam-se em diversas doencas que acometem o colon (Filipe,
1969; Mimura et al., 1999; Uchida et al., 2001; Castro et al., 2006). Estudos mostraram
diferentes padrdes de expressdo na mucosa célica de doentes portadores de RCUI,
adenomas, na mucosa colica adjacente a tumores do colon (mucosa de transicao) e,
principalmente, no CCR (Filipe, 1969; Filipe e Dawson, 1970; Filipe, 1971; Ono e
Katsuyama, 1985; Trauner et al., 1994; Tamai et al., 1998; Tsuiji et al., 1998; Uchida et
al., 2001).

A expressdo de mucinas na mucosa colica inflamada por diferentes condi¢cdes
clinicas, também pode modificar-se (Filipe, 1969; Filipe, 1972; Filipe, 1975). Nas colites
inespecificas a producédo total de mucinas &cidas encontra-se reduzida e, nas areas
onde o processo inflamatério € mais intenso, as mucinas podem néo ser identificadas. A
expressdo de mucinas ao longo das criptas € irregular, apresentando tanto mucinas
neutras quanto acidas com predominio das sulfomucinas (Filipe, 1969). Na RCUI o
principal subtipo de mucina encontrada no epitélio inflamado é a sialomucina, entretanto
€ possivel encontrar pequena expressao tecidual de sulfomucinas, principalmente na
porcdo mais profunda das criptas intestinais. Na RCUI a expressdo de mucinas neutras
diminui acentuadamente, e em alguns casos esta ausente (Filipe, 1969).

Modificagdo na secrecdo de mucinas parece ser um dos elementos mais
importantes no espectro histolégico da CE, servindo ainda como base para discussao

com relacdo aos aspectos etiopatogénicos envolvidos na CE (Keli et al., 1997). Poucos
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estudos avaliaram a expressao de mucinas acidas e neutras comparando segmentos
providos e desprovidos de transito intestinal com CE (Keli et al., 1997; Nonose et al.,
2009; Martinez, Bartocci et al., 2010). Os autores verificaram que a exclusao do transito
fecal levou a importante diminuicdo do conteldo de mucinas neutras e acidas neste
segmento em relagdo ao colon com transito, com relativo aumento do contetddo apés
periodo de exclusdo do transito intestinal.

A despeito do conhecido carater inflamatério da CE e das alteracbes na
expressdo de mucinas que este processo inflamatorio induz no colon, a expressao de
mucinas induzidas por infusdo de substancias no colon excluso néo foi adequadamente
estudada.

2.5-Anélise de Imagem Assistida por Computador

O uso de sistemas de andlise de imagem assistida por computador, também
conhecida como morfometria computadorizada ou analise estereologica, permite a
mensuracdo das mais variadas estruturas, sendo possivel determinar de forma objetiva
parametros histoldgicos, bem como quantificar a expressdo tecidual de diversas
proteinas presentes, coradas por técnicas histoquimicas ou imunoistoquimicas

(Martinez et al., 2002; Priolli et al., 2003; Priolli et al., 2007).

Nos estudos experimentais, a andlise de imagem assistida por computador
apresenta como vantagens em relacdo aos métodos convencionais a possibilidade de
mensurar objetivamente e de modo rapido diferentes aspectos macroscopicos e
microscopicos. A quantificacdo de elementos estruturais é parte fundamental nos

estudos anatomopatologicos e a possibilidade de utilizar uma unidade métrica para a
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comparacdo entre diferentes medidas permite andlise estatistica mais fidedigna

(Martinez et al., 2002).

A morfometria computadorizada ja foi empregada para mensurar a espessura
das diferentes camadas que compde a parede cdlica, quantificar o edema na parede
intestinal e a quantidade de colageno tecidual (Kissmeyer-Nielsen et al., 1994; Biondo-
Simdes et al., 2000; Lopes, 2002; Priolli et al., 2003; Sousa et al., 2008; Martinez,
Bartocci et al., 2010; Martinez, Nonose et al., 2010). A quantificacdo de mucinas neutras
e acidas com métodos de andlise de imagem ja foi realizada anteriormente em outros
modelos experimentais (Filipe, 1975; Rubio e Rivera, 1991; Rubio e Huang, 1992;

Phillips e Wilson, 1993).

Nenhum estudo quantificou, com morfometria computadorizada, a expresséo de
mucinas neutras e acidas em modelos experimentais de CE, submetidos a intervencao

com SCF, o que torna a proposta do presente estudo inédita.

2.6 - Sucralfato (SCF)

O SCF é um sal de aluminio de um dissacarideo sulfatado (sacarose
octasulfatado) polianidnico (McGraw e Caldwell, 1981; Nagashima, 1981a; Maggi et al.,
2000; Henson, 2010) com férmula bioguimica C1,Hs4Al16075Sg, nomenclatura segundo a
IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry): aluminio;3,4,5-trisulfooxi-2-
(sulfooximetil)-6-[3,4,5-trisulfooxi-2(sulfooximetil)oxolan-2-il] oxi-oxano;icosahidrato.
Tem massa molar 2086,74 g/mol (Sweetman et al., 2009). A molécula de SCF contém
19-20% de aluminio (McCarthy, 1991), principalmente na forma de hidroxido de
aluminio, utilizado em outras formulacdes como antidcido (Nagashima e Yoshida,
1979). Porém, apesar desse efeito, ndo pode ser considerado como agente antiacido
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por causar pouca alteracdo no pH gastrico (Bighley e Giesing, 1981). O SCF é insolavel
em agua ou alcool, mas se torna parcialmente solivel em solucbes acidas ou basicas

(Nagashima, 1981b), mantendo-se em suspensao em pH 6,5.

A melhor formulacdo disponivel comercialmente é em gel, permitindo bom
contato com a mucosa, uma vez que age por contato direto com o tecido lesado, sem
sofrer precipitagdo do principio ativo, comum na suspensédo (Hanstein e Bauer, 1986;
Caramella et al., 1988; Hardy et al., 1993; Vaira et al.,, 1993; Caramella et al., 1995;

Conte et al., 1995).

Segundo o Food and Drug Administration (FDA), o SCF é classificado como
categoria B para o uso durante a gestagdo, uma vez que estudos em camundongos e
coelhos, utilizando doses até 50 vezes superiores as administradas ao homem, nao

demonstraram riscos ao feto, porém ndo ha estudos em humanos.
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Figura 1 - Formula estrutural completa do SCF.
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Foi desenvolvido a partir de anticoagulantes polissacarideos sulfatados, apos a
observacdo de que ao contrario destes, os dissacarideos sulfatados ndo apresentam a
atividade anticoagulante, mas tinha a capacidade de se ligar a proteinas do epitélio do
trato gastrointestinal, sendo a atividade antiulcerosa péptica dependente apenas do
grau de sulfatacdo (McCarthy, 1991; Rodrigues et al., 2011; Tovar et al., 2012,
Alvarenga et al., 2014). Inicialmente foi estudado e desenvolvido como droga
antiulcerosa gastroduodenal de efeito ndo sistémico, sendo um agente citoprotetor
topico com alta afinidade pela mucosa gastrointestinal (Nagashima, 1981a; Nagashima,

1981b; Tarnawski et al., 1986; Rees, 1991; Jensen e Jensen, 1992).

Apés sua administracdo, ocorre a dissociacdo do aluminio ao SCF, sendo o
aluminio logo absorvido, com eliminacdo renal (Nagashima e Yoshida, 1979;
Nagashima, 1981b; Haram et al.,, 1987; Pai et al., 1987; Robertson et al., 1989;
Santarelli et al., 2003). Ja o SCF, na forma de sucrose sulfatada, ndo é absorvido pelo
trato gastrointestinal, tornando-se altamente condensado e com consisténcia viscosa,
com capacidade de aderir tanto & mucosa normal quanto a lesada, formando um
complexo com 0 muco extracelular e agindo como barreira protetora na superficie
mucosa (Nagashima & Yoshida, 1979; Nagashima, 1981a; Nagashima, 1981b; Bighley
e Giesing, 1981; Nakazawa et al., 1981; Giesing et al., 1981; Steiner et al., 1982,

Tarnawski et al., 1986; Ishimori, 1995).

Tal aderéncia parece dever-se a ligagdo ibnica das moléculas carregadas
negativamente da droga as proteinas carregadas positivamente do muco ou mucosa
lesada (Nagashima & Yoshida, 1979; Konturek et al., 1987). Apesar das glicoproteinas

do muco apresentarem carga negativa, elas contém elementos como debris celulares,
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fibrina e outros componentes plasmaticos que as tornam eletricamente positivas,
servindo de ligacdo ao SCF (Ishimori, 1995). Assim, a ligacdo da droga é maior quanto
mais inflamacdo e lesdo existir no tecido (Nakazawa et al., 1981; Nagashima, 1981a;

Nagashima, 1981b; Samloff, 1983).

Apresenta capacidade de prevencéo de lesGes gastricas agudas induzidas por
varios agentes ulcerogénicos em animais experimentais (Shimizu et al., 1968;
Harrington e Code, 1980; Harrington et al., 1981; Tesler e Lim, 1981; Okabe et al.,
1983; Ligumskyv et al., 1984; Hollander et al., 1985; Nagashima et al., 1988), com indice
de cura de doenca ulcerosa péptica comparavel aos bloqueadores de receptor H2 e
inibidores da bomba de prétons (Harrington et al., 1981; Tesler e Lim, 1981; Okabe et
al., 1983; Caldwell, 1985; Wu et al., 1985). E possivel que apresente também efeito em
longo prazo, uma vez que permite baixo indice de recidiva ulcerosa, apoiado por
diversos ensaios clinicos (Myake et al., 1980; McHardy, 1981; Hollander, 1981; Marks et
al., 1981; Classen et al., 1983; Glise et al., 1985; Hallerback et al., 1985; Carling et al.,
1985; Lam et al.,, 1987; Hui et al.,, 1989; Lam, 1989; Lam, 1991; Hui et al., 1992;

Santarelli et al., 2003).

O mecanismo de acdo do SCF ainda ndo encontra-se totalmente elucidado. No
inicio acreditava-se ter maior efeito topico que sistémico, mas parece ser multifatorial,
sendo alguns mecanismos ja conhecidos (Okabe et al., 1983). O complexo formado
pelo sucralfato-muco extracelular gera uma barreira a outras substancias como o acido
cloridrico, sais biliares, e reduz a atividade da pepsina (Caspary, 1980; Marks et al.,
1980; Yoshida et al., 1980; Bruugsgard et al., 1981; Harrington et al., 1981; Nakazawa

et al.,, 1981; McHardy, 1981; Nagashima, 1981a; Martin et al., 1982; Graham et al.,
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1984; Elsborg et al., 1984; Samloff e O'Dell, 1985; Slomiany, Hurty et al., 1985;
Tarnawski et al., 1986; Jensen e Jensen, 1992; Volkin et al., 1993; Copeman et al.,
1994, Ishimori, 1995; Pletz et al., 2003). Além disso, o SCF exerce funcgdo citoprotetora
ao aumentar a producdo de muco por estimular a producdo de mucinas, diminuir a
degradacdo do muco pelo acido, aumentar a secrecdo de bicarbonato, aumentar a
sintese de prostaglandina, diminuir a difusdo acida e acelerar a renovacéo das células
epiteliais (Nakazawa et al., 1981; Guslandi et al., 1983; Slomiany, Takagi et al., 1985;
Guslandi, 1985; Konturek et al., 1986; Tarnawski et al., 1986; Shea-Donohue et al.,
1986; Crampton et al., 1987; Crampton et al., 1988; Nagashima et al., 1988; Slomiany et
al.,, 1989; Copeman et al.,, 1994; Banerjee et al., 1996). Tais efeitos ocorrem
principalmente em meios &cidos, mas ja tendo sido comprovado sua acdo em pH
préximos ao 7 (Nagashima, 1981a; Graham et al., 1984; Danesh et al., 1988). O SCF
também apresenta atividade antioxidante, sendo capaz de reduzir a formacéo de RLO
produzidos por neutrdfilos presentes no tecido inflamado (Laudanno et al., 1990; Wada

et al., 1997).

Acreditava-se que o SCF apresentava propriedades citoprotetoras semelhantes
as prostaglandinas (Okabe et al., 1983), até que se identificou sua relacdo. O SCF
demonstrou ser capaz, em lesdes induzidas por alcool em camundongos, de elevar de
forma dose dependente a producao e liberacéo de prostaglandina E2 (Hollander et al.,
1984; Konturek et al., 1987), com potente acédo sobre receptores EP3, e conseqiiente
aumento da secrecdo de muco (Scheiman et al.,, 1992; Devlin, 1997), reduzindo
microssangramento mucoso (Konturek et al.,, 1986). Este estimulo a producdo de

prostaglandina foi confirmado ao identificar-se que o efeito protetor do SCF era
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bloqueado pela administracdo previa de indometacina, um potente inibidor da

ciclooxigenase (prostaglandina H2 sintase) (Hollander et al., 1985).

Outro mecanismo pelo qual o SCF acelera o processo de cicatrizacao epitelial &
a capacidade que a droga possui de aumentar o fluxo sanguineo na mucosa
gastrointestinal de forma dose dependente (Shea-Donohue et al., 1986; Chen et al.,

1989).

O SCF apresenta minima absor¢éo gastrointestinal, com biodisponibilidade de 3-
5%, tendo essa pequena parcela absorvida metabolismo hepético, com relato na

literatura de apenas um caso de hepatotoxicidade (Odeh e Oliven, 2001).

Apesar de ter absorcdo muito baixa e efeito sistémico praticamente nulo, a
associacdo do SCF a outras drogas € causa de grandes alteragcdes na
biodisponibilidade de diversas classes farmacolégicas, como anticonvulsivantes,
anticoagulantes, antibioticos e hormonios (Lacz, Drees et al., 1982; Mungall et al., 1983;
Lode, 1988; Grasela et al.,, 1989; Gugler e Allgayer, 1990; Cabarga et al., 1991,
Campbell et al., 1992; Lubowski et al., 1992; Sherman et al., 1994; Ramon et al., 1994).
O mecanismo dessa interacdo medicamentosa deve-se principalmente a quelagdo de
anions das drogas por ions positivos (cations) do aluminio presente no SCF, formando
complexos nao absorviveis e diminuindo sua biodisponibilidade a até 10% do usual
(Brouwers et al., 1989; Nix et al., 1989; Parpia et al., 1989; Polk et al., 1989; Yuk et al.,
1989; Garrelts et al., 1990; Lewin e Smith, 1990; Stein, 1991; Zix et al., 1997). Porém,
se a administracdo da maioria das drogas preceder o SCF em pelo menos 2 horas, ndo
h& interferéncia significativa (Lehto e Kari, 1994). Por outro lado, o SCF mostrou-se

seguro para administracdo concomitante a diversos anti-inflamatérios esteroidais e nao
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esteroidais (Lacz, Groschang et al., 1982; Lacz, Drees et al., 1982; Kamali et al., 1985;

Lau et al., 1985; McCarthy, 1991).

O efeito colateral mais frequente relacionado ao uso de SCF cronicamente é a
constipagao, presente em 3-4% dos pacientes. Outros efeitos menos frequentes
incluem nausea, prurido, sonoléncia e cefaléia. Possivel efeito colateral creditado ao
SCF é o de retardar o esvaziamento gastrico (Petersen et al., 1989). Ha relatos na
literatura de bezoar secundéario ao uso de SCF, com depdsito do material em sondas
enterais ou no estdbmago de idosos ou de recém-nascidos, na maioria das vezes
internados em unidades de terapia intensiva (Guy e Ollagnier, 1999). Da mesma forma,
pacientes submetidos a transplante de 6rgéos solidos parecem ter maior predisposicao
a deposicdo de fosfato de aluminio na mucosa gastrica quando do uso crénico de
antiacidos ou SCF (Greenson et al., 1993). A maior parte dos efeitos adversos
relacionados ao uso de SCF deve-se a absorcdo do sal de aluminio, que tem sua

concentracdo aumentada em até dez vezes, podendo induzir lesées em longo prazo em

pacientes com insuficiéncia renal crénica (McCarthy, 1991).

A partir do uso inicial e bons resultados apresentados no tratamento de lesdes
gastroduodenais, baseado em seus mecanismos de acgdo, diversos estudos clinicos
avaliaram o uso de SCF em outras lesdes epiteliais gastrointestinais, a grande maioria
desses com resultados promissores. Em mucosites secundarias a radioquimioterapia do

trato digestivo, o uso do SCF demonstrou bons resultados (Allison et al., 1995).

A capacidade do SCF em promover barreira protetora e cicatrizacao epitelial
estimulou seu estudo na colite actinica, demonstrando resultados promissores (Kochhar

et al., 1990; Kochhar et al., 1991; Kochhar et al., 1999; Gul et al., 2002; Denton et al.,

33



2002b). Uma vez que se liga mais intensamente a epitélio lesado, tem apresentado
resposta proporcional a lesdo epitelial prévia ao tratamento, com estudos mostrando
melhores resultados nas lesbes mais extensas (O’Brien et al., 1997; Martenson et al.,

2000; Kneebone et al., 2001; O’Brien et al., 2002; Kneebone et al., 2004).

Com o0 mesmo objetivo, estudos demonstraram bons resultados clinicos,
endoscopicos e histolégicos no tratamento da colite actinica néo restrita ao reto, agindo
apos administracdo tépica ao estimular a cicatrizacdo e formacdo de uma barreira
protetora nas superficies mucosas lesadas (Denton et al., 2002a), com melhora clinica
e endoscopica apdés o uso do SCF em relacdo a anti-inflamatoérios (Kochhar et al.,

1999).

Da mesma forma, SCF via retal em diferentes posologias mostrou-se mais
eficiente no tratamento da colite actinica que sulfasalazina associada a prednisolona,
com melhora clinica de 94% x 54%, e endoscopica de 71% x 47%, respectivamente,
apos seguimento de 4 semanas (Kochhar et al., 1999; Sanguineti et al., 2003; Phan et
al., 2009). Tais resultados estimularam o uso de SCF em outras DIl que cursam com
formacdo de ulceras epiteliais (Wright et al., 1999; Matsuu-Matsuyama et al., 2006;

Dehghani et al., 2012; Mendenhall et al., 2013).

Sendo a CE processo inflamatorio, com formacdo de ulceras, com eventos de
sangramento, com diagnostico algumas vezes indistinguivel de outras DIl, o uso de
SCF poderia também apresentar bons resultados em seu tratamento. Porém, até a
presente data, do melhor do nosso conhecimento, os efeitos do SCF na protegcao

epitelial s6 foram avaliados em um Unico estudo (Pereira et al., 2013). Os efeitos da
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aplicacdo de enemas contendo SCF na produc¢do das mucinas neutras e acidas ainda

nao foram avaliados em doentes ou modelos experimentais de CE.
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3. OBJETIVOS

1. Verificar em modelo experimental de CE, os efeitos da aplicacdo diaria de
clisteres com SCF nas alteracdes histoldgicas na mucosa colica exclusa de

transito intestinal;

2. Verificar em modelo experimental de CE, os efeitos da aplicacdo diaria de
clisteres com SCF na infiltragdo neutrofilica tecidual na mucosa célica exclusa

de transito intestinal;

3. Verificar em modelo experimental de CE, os efeitos da aplicacdo diaria de
clisteres com SCF no contelldo de mucinas neutras e acidas na mucosa

cllica exclusa de transito intestinal.
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4. MATERIAL E METODO

A realizacdo deste estudo obedeceu a Lei Federal 11.794 de 08/10/2008 (Lei
Sérgio Arouca) e as orientagcdes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da

Universidade Sao Francisco, Braganca Paulista (projeto 22.11/07) (Anexo 1).

4.1 - Animais de experimentacao

Foram utilizados 36 ratos Wistar machos, pesando entre 300 e 3509
provenientes do Biotério Central da Universidade S&o Francisco.

Durante o periodo de vigilancia epidemiolégica (sete dias) todos os animais
foram mantidos em gaiolas individuais, permanecendo em ambiente climatizado, com
controle de temperatura, luminosidade e ruidos. Foram pesados no dia anterior ao

procedimento cirdrgico, para o qual estavam em jejum, exceto agua, por 12h.

As gaiolas foram identificadas com o numero, grupo e subgrupo experimental a
gue pertenciam e esses mesmos dados foram tatuados com tinta da China, na cauda
de cada animal. Os ratos foram alimentados sempre com a mesma racao, propria para

roedores, e pesados semanalmente.
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4.2 -Anestesia

Os animais foram submetidos a anestesia geral pela administragéo intraperitonial
de 0,1mL/100g de solucdo 1:1 (v/v) de cloridrato de xilazina 20mg/mL (Anasedan®)® +
cloridrato de quetamina 50mg/mL (Dopalen®)™.

4.3 - Técnica cirargica

Sob anestesia, foram restringidos os quatro membros & mesa cirdrgica por tiras
elasticas, em decubito dorsal horizontal, realizando-se tricotomia abdominal e anti-
sepsia com polivinilpirrolidona-iodo. A laparotomia foi realizada por inciséo longitudinal
mediana com trés centimetros de extensdo. A seccdo do célon foi realizada dois
centimetros a jusante do ceco. Apds a ligadura dos vasos da arcada marginal,
seccionou-se o coélon direito no ponto escolhido, exteriorizando-se o segmento proximal
como colostomia terminal na fossa iliaca direita, fixando-se a colostomia a pele com
pontos separados de fio absorvivel monofilamentar 5-0 nos quatro pontos cardinais, e
entre eles. Concluida a fixacdo da colostomia proximal, o segmento caudal do célon
direito foi cateterizado com sonda de polivinil 12 F, fixada por ligadura frouxa, e irrigado
com 40 mL de solucgdo fisiologica 0,9% (SF) a 37°C, até que o efluente drenado pelo
anus ndo mais apresentasse residuos fecais. Terminada a irrigagdo, o cateter foi
removido e o colon distal exteriorizado como uma fistula mucosa distal no hipocéndrio
direito. O estoma distal foi fixado com a mesma técnica utilizada no proximal. A sintese
da parede abdominal foi realizada em dois planos de sutura: peritbnio e aponeurose
com pontos continuos de fio inabsorvivel monofilamentar (nylon) 4-0 e a pele com

pontos separados com o mesmo fio.

! Agribrands do Brasil Ltda. Brasil
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4.4 - PGs-operatorio

Concluida a operacao, os animais foram mantidos por 10 minutos sob lampada
aguecida, e apoOs recuperacdo anestésica, alojados em gaiolas individuais, sendo
liberados para ingestéo de agua e racdo padronizada (Nuvilab CR1®)2. Os ratos foram
mantidos em gaiolas individuais até a data do sacrificio, permanecendo nas mesmas

condi¢cbes ambientais do periodo de vigilancia epidemiolégica.

Os animais toleraram bem o procedimento cirdrgico e anestésico, ndo ocorrendo
Obitos durante a intervencdo assim como no poés-operatorio imediato. No grupo
experimento, ocorreu Obito tardio de um animal, sendo substituido para a conclusédo do

estudo.

4.5 - Grupos experimentais

A Figura 1 mostra o algoritmo de formacédo dos grupos experimentais. Os 36
animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos experimentais com 12 ratos
cada. O primeiro grupo recebeu enemas retais diarios contendo solucao fisioldgica a
0,9% (grupo controle). O segundo e o terceiro (grupos experimentais) receberam
diariamente enemas contendo SCF suspenséao da concentracdo de 200mg/ml (EMS do
Brasil Ltda, Sao Paulo, Brasil), sendo infundido volume necessario para atingir dose de
1,0 g/kg/dia (subgrupo SCF1) e 2,0 g/kg/dia (subgrupo SCF2). Em cada um dos grupos,
seis animais foram sacrificados ap0s duas semanas e 0s outros seis apos quatro

semanas de intervencgao.

2 Nuvital Nutrientes SA, S&o Paulo, Brasil
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36 animais

Controle SCF 1 g/kg/d SCF 2 g/kg/d
(n=12) (n=12) (n=12)
| : I | | I 1 | I I |
Eutanasia Eutanasia Eutanasia Eutanasia Eutanasia Eutanasia
2 semanas 4 semanas 2 semanas 4 semanas 2 semanas 4 semanas
(N=6) (N=6) (N=6) (N=6) (N=6) (N=6)

Figura 2 - Subdivisdo dos grupos experimentais

4.6 - Coleta das amostras

Duas ou quatro semanas apoés a intervencdo com as substancias propostas, 0s
animais pertencentes a cada grupo foram anestesiados com a mesma técnica descrita
anteriormente. A cavidade abdominal foi reaberta, removendo-se todo o coélon
submetido a irrigacdo com as solu¢cdes de intervengdo nas concentracdes propostas. O
espécime extirpado foi aberto longitudinalmente pela borda antimesentérica, lavado
com SF a 37°C e dividido longitudinalmente em dois fragmentos com quatro
centimetros de comprimento. Os fragmentos longitudinais foram sempre retirados de
uma distancia padronizada e localizada dois centimetros acima da placa de Peyer. Os
dois fragmentos foram fixados com alfinetes em fragmento de cortica com a superficie
mucosa voltada para cima, e encaminhados para estudo histoldgico e histoquimico.

4.7 - Confeccgéo dos blocos de parafina e laminas

Os fragmentos removidos foram submersos em solucdo tamponada de
formaldeido a 10% (Sigma, St. Louis, MO, USA) por 24 horas. Apés o periodo de
fixacdo, os espécimes foram desidratados em cinco banhos de &lcool em

concentracdes crescentes durando uma hora cada banho. Em seguida, foram
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submetidos a trés banhos sucessivos de xilol durando uma hora cada. Terminada esta
etapa foram submetidos a trés banhos de parafina durando uma hora cada banho a
temperatura constante de 60°C. Terminada a impregnacéo pela parafina os espécimes
foram incluidos em blocos de parafina. De cada bloco dois cortes histoldgicos com 5 pm

de espessura foram realizados para montagem de laminas.

Para a confeccéo das laminas, independente da técnica de coloracéo, os cortes
foram desparafinados em dois banhos sucessivos de xilol, durando dez minutos cada
banho, seguidos de alcoolizagdo em trés banhos sucessivos de alcool absoluto por trés
minutos e hidratacdo com agua destilada por 3 minutos.

Todas as laminas foram confeccionadas por um mesmo técnico e analisadas
com microscépio éptico comum (Nikon Eclipse DS-50°) com magnificacéo final de 200x,
por patologista experiente em doengas colorretais que desconhecia os objetivos do

estudo.
4.8 - Técnicas de Coloracéo

As laminas obtidas dos animais do grupo controle e experimento foram
submetidas a trés técnicas de coloracdo: Hematoxilina-Eosina (HE), Alcian Blue (AB) e
Periddico Acido de Schiff (PAS). A técnica da HE teve por objetivo avaliar as alteracdes
histol6égicas que permitam o diagndstico de CE, enquanto as técnicas do PAS e AB
tiveram o objetivo de identificar a expressdo tecidual das mucinas neutras e &cidas,
respectivamente. Todas as laminas possuiam uma das extremidades fosca onde
anotou-se o nimero do animal, o grupo experimental a que pertencia e a técnica de

coloracéao adotada.

% Nikon Inc., Osaka, Japan.
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4.8.1 - Hematoxilina-Eosina (HE)

Na técnica da HE, apds preparo conforme descrito acima, as laminas foram
expostas a hematoxilina de Harris filtrada em temperatura ambiente por um minuto,
seguido de lavagem continua e cuidadosa com agua corrente e, posteriormente agua
destilada por trés minutos. Em seguida, foram expostas ao corante eosina por dois
minutos a temperatura ambiente. Transcorrido esse periodo, foram inicialmente lavadas
em agua corrente e posteriormente em agua destilada por mais dois minutos em
temperatura ambiente. Terminada a lavagem, foram desidratadas em trés banhos
sucessivos de alcool absoluto, e diafanizadas em xilol, seguida de montagem com

resina e laminulas.
4.8.2 - Alcian Blue (AB)

Os cortes histolégicos foram preparados com a mesma técnica descrita
anteriormente, para serem expostas ao corante azul de Alcian (AB) por 30 minutos a
temperatura ambiente. Terminado esta etapa os fragmentos dispostos sobre as laminas
foram expostos ao acido acético a 3% em uma Unica passagem a temperatura
ambiente. Apos a descoloracéo pelo acido acético as laminas foram lavadas continua e
cuidadosamente com agua corrente por cinco minutos a temperatura ambiente e
desidratada em trés banhos sucessivos de alcool absoluto. Terminada a desidratagcédo
foram diafanizadas em trés banhos de xilol. As laminas ja coradas foram secas por trés

minutos e terminado esse tempo, montadas com resina e laminula.
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4.8.3 - Periddico Acido de Schiff (PAS)

Os cortes histolégicos foram preparados com a mesma técnica descrita
anteriormente, para serem expostas ao acido periddico por um periodo de 60 minutos
em temperatura ambiente. Terminada a coloracdo realizou-se a lavagem continua e
cuidadosa inicialmente com agua corrente e posteriormente com agua destilada por trés
minutos a temperatura ambiente. Terminada a lavagem foram expostas ao reativo de
Schiff por periodo de 60 minutos em temperatura ambiente e, novamente lavada em
agua corrente e destilada por cinco minutos. Terminada a lavagem, as laminas foram
contra-coradas com hematoxilina de Harris por dois minutos a temperatura ambiente.
Apoés a contra-coloragdo foram novamente lavadas em agua corrente e agua destilada
por trés minutos e desidratadas, em trés banhos sucessivos de alcool absoluto, durando
trés minutos cada banho, e diafanizadas em trés banhos de xilol. ApGs diafanizacdo

foram montadas com resina e laminulas.

4.9 - Analise histolégica

As laminas foram analisadas em microscopio 6ptico (Eclipse DS-50i, Nikon Inc.,
Osaka, Japan), por patologista experiente em DII, que desconhecia a qual grupo do
estudo o material pertencia. Foram realizadas fotografias utilizando sistema digital de
videocaptura (DS-Fi-50; Nikon Inc, Osaka, Japan) previamente acoplado ao
microscopio. Para o diagnéstico de CE foram considerados os seguintes parametros
histologicos: perda de superficie epitelial (ulceracbes epiteliais), abscessos em criptas
cOlicas, intensidade do infiltrado inflamatorio e presencga de fibrose epitelial, atribuindo
de zero a trés cruzes (0 = ausente; + = leve; ++ = moderada e +++ = grave) para cada

variavel, que quando somadas formaram o escore de graduacao inflamatéria para a
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presenca de colite. A leitura das laminas foi realizada com magnificacao final de 200x e
sempre feita em local onde existissem pelo menos trés glandulas cdlicas integras e
contiguas. Adotou-se como resultado final para o escore inflamatério de cada animal, a
meédia obtida apés a leitura de trés campos distintos. As laminas que ndo permitiram

preencher tal critério foram descartadas da analise estatistica.

4.10 - Quantificacdo do contetudo de mucinas neutras e acid as por Analise de
Imagem Assistida por Computador
Para quantificagdo do conteudo tecidual de mucinas utilizou-se o sistema de
anélise de imagens NIS-Elements”(Nikon Inc., Japan), versdo 3.0, que utiliza a imagem
capturada por camera previamente acoplada ao microscopico Optico. O programa
através de histogramas de cor no sistema RGB (red, green, blue) determinava a
intensidade da coloracdo escolhida (azul claro na identificacdo das mucinas acidas
guando se coram as laminas pelo AB e magenta na identificacdo das mucinas neutras
guando se coram as laminas pelo PAS) em numero de pixels por cada campo
selecionado, transformando o conteudo final de mucinas neutras e acidas encontradas
em valores percentuais por campo (%/campo). Da mesma forma a leitura foi feita em
campo focal que apresentasse trés glandulas integras e contiguas. O valor final
considerado para o conteldo de mucina neutra e 4cida em cada animal foi a média

obtida apds a leitura de trés campos histolégicos.

4.11 - Técnica imunoistoquimica para Mieloperoxidad e (MPO)
Para realizacdo da técnica imunoistoquimica para pesquisa da enzima MPO nos
blocos previamente confeccionados, foram realizados cortes histologicos, com 5um de

espessura em todas as amostras colhidas dos animais do grupo experimento
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(segmentos sem o transito fecal) nos trés grupos experimentais propostos. Os cortes
foram dispostos em laminas com margens foscas previamente identificadas com o
grupo experimental, subgrupo e o numero do animal. As laminas foram desparafinadas,
reidratadas em alcool em concentracdes decrescentes (absoluto, 95%, 80% e 50%) e
lavadas em agua destilada. Depois da lavagem, as laminas foram submersas em
tampédo fosfato (PBS) (0,05 M, pH 7,2) por 10 minutos e secas com papel filtro.
Realizou-se bloqueio da atividade de peroxidases endodgenas com H,0, a 3% em
camara umidificada, & temperatura ambiente por 10 minutos, seguida por outra lavagem
com PBS por mais 10 minutos. Realizou-se a recuperacdo antigénica em recipientes
especiais contendo citrato de sédio 10 mM (pH 6,0) em um banho de agua a 95°C por
45 minutos. A seguir, as laminas foram deixadas a temperatura ambiente por 20
minutos e, novamente, lavadas em PBS por cinco minutos. Para a avaliacdo da
expressdo tecidual da MPO utilizou-se anticorpo primario monoclonal anti-MPO* que
reconhece a proteina murina diluido & 1:50 em albumina bovina (1%). As laminas foram
cobertas com 100 uL das solugcbes contendo os anticorpos primarios e mantidas em
refrigeracdo a 4°C por 24 horas. Concluida esta etapa foram entdo lavadas com PBS,
incubadas com anticorpo secundario e submetidas ao complexo de coloragao
estreptavidina-biotinaperoxidase por 45 minutos, preparado com uma diluigcdo de 1:100
em PBS. As laminas foram desenvolvidas usando preparacdo recém preparada
contendo tetrahidrocloreto diaminobenzidina (DAB, 10 mg em 10 ml de PBS com 3 ml
H,0,), que foi gotejada sobre as laminas e incubada por trés minutos. Finda a contra
coloracéao, foram desidratadas por imersao em solucbes crescentes de etanol (50%,

80%, 95% e 100%) e xileno. Finalmente, as laminas foram montadas, rotuladas e

* Dako Agilent Technologies, New York (NY) USA
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mantidas em posi¢cao horizontal por 24 horas. A imunocoloragdo foi considerada
positiva quando se detectava coloracdo acastanhada difusamente presente, com pontos
de intensidade variavel e distribuicdo homogénea nos neutrofilos. Como recomenda o
fabricante, o controle negativo para a imunocoloracdo foi realizado sem a adicdo do
anticorpo primario e o positivo em espécime de apéndice vermiforme com apendicite
aguda. A semelhanca do que foi realizado para a quantificacdo das mucinas neutras e

acidas, o conteudo tecidual de MPO foi mensurado por morfometria computadorizada.

4.12 - Analise estatistica

O conteudo tecidual de mucinas neutras e acidas foi descrito segundo o valor
meédio encontrado com o respectivo desvio padrdo. A comparagdo entre os grupos foi
avaliada pelo teste de Mann-Whitney e a variancia pelo teste ANOVA. Em ambos os
testes adotou-se nivel de significancia de 5% (p<0,05), utilizando-se o programa
Biostat® versao 5.0. Os valores significantes & 5% foram marcados com um asterisco (*)

enguanto os valores com significancia de 1% com dois (**).
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5. RESULTADOS

A Figura 3A mostra segmento obtido do cdélon irrigado com SF 0,9% por quatro
semanas, enquanto a Figura 3B o cdlon irrigado com SCF na concentracdo de 2,0
g/kg/dia pelo mesmo periodo de tempo. Verifica-se que nos animais do grupo controle
existe nitida perda epitelial, desarranjo na arquitetura e no alinhamento das glandulas
célicas, enquanto nos animais submetidos a intervencdo com SCF 2,0 g/kg/dia, a
superficie epitelial encontra-se preservada, as criptas intestinais apresentam-se
alinhadas, com padrdo de distribuicdo normal e preservacdo da populacdo de células
caliciformes. E possivel observar uma fina camada de SCF recobrindo a superficie

epitelial da mucosa cdlica traduzida histologicamente por um aumento na intensidade

de coloracao sobre a porcao luminal das células epiteliais.

Figura 3 - A: Mucosa do colon desprovido de transito apdés irrigagdo com SF 0,9% por
guatro semanas (HE-100x). B: Mucosa do colon desprovido de transito ap0s irrigacdo
com SCF na concentracdo de 2,0 g/kg/dia por quatro semanas. Camada de SCF

recobrindo a superficie mucosa (seta preta) (HE-200x).
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A Figura 4 mostra os escores inflamatérios encontrados nos segmentos
desprovidos de transito fecal apds a intervencdo com SF 0,9%, SCF 1,0 g/kg/dia e 2,0
g/kg/dia, por duas e quatro semanas. Os resultados mostram que a intervencdo com
SCF na concentragcédo de 2,0 g/kg/dia no célon desprovido de transito reduz o escore
inflamatério ap6s quatro semanas de irrigacdo quando comparado aos animais do

grupo controle (p = 0,03).
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Figura 4 — Escore inflamatério no célon sem transito dos animais dos grupos controle
(SF 0,9%), SCF1 (SCF 1,0 g/kg/dia) e SCF2 (2,0 g/kg/dia) por duas e quatro semanas.

* = p<0,05 (SCF2 x Controle). Teste de Mann-Whitney.

A Figura 5 mostra o contetdo tecidual de MPO encontrados nos segmentos

desprovidos de transito fecal apés a intervencdo com SF 0,9%, SCF 1,0 g/kg/dia e 2,0
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g/kg/dia, por duas e quatro semanas. Os resultados mostram que a intervengcdo com
SCF por duas e quatro semanas independente da concentracao utilizada, reduz os
niveis de infiltracdo neutrofilica quando comparado aos animais do grupo controle (p =

0,001).
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Figura 5 — Contetdo de MPO no cdélon sem transito dos animais dos grupos controle
(SF 0,9%), SCF1 (SCF 1,0 g/kg/dia) e SCF2 (2,0 g/kg/dia) por duas e quatro semanas.

** = p<0,001 (SCF2 x Controle). Teste de Mann-Whitney.

A Figura 6A mostra a expressao tecidual de mucinas acidas no célon irrigado
com SF 0,9% por quatro semanas, enquanto a Figura 6B mostra o colon irrigado com
SCF na concentracdo de 2,0 g/kg/dia pelo mesmo periodo de tempo. Verifica-se que

nos animais submetidos a intervencdo com SF 0,9% existe reducdo no conteudo de
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mucinas nas células caliciformes, desarranjo na arquitetura e alinhamento das
glandulas cdlicas. Nos animais submetidos a intervencdo com SCF 2,0 g/kg/dia a
superficie epitelial encontra-se preservada e as criptas intestinais apresentam-se
alinhadas, com padréo de distribuicdo normal e preservacdo no conteido de mucinas

acidas presentes nas células caliciformes.
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Figura 6- A: Expresséo tecidual de mucinas &cidas no coélon desprovido de transito
apos irrigagdo com SF 0,9% por quatro semanas (AB-100x). B: Expressao tecidual de
mucinas acidas no colon desprovido de transito apos intervencdo com SCF na

concentracao de 2,0 g/kg/dia por quatro semanas (AB-200x).

A Figura 7 mostra o conteudo de mucinas acidas encontrados nos segmentos
desprovidos de transito fecal apds a intervencdo com SF 0,9%, SCF 1,0 g/kg/dia e 2,0
g/kg/dia, por duas e quatro semanas. Os resultados mostram que a intervencdo com
SCF, na concentracdo de 1,0 g/kg/dia e 2,0 g/kg/dia no colon desprovido de transito,
permitiu conteddo significantemente maior de mucinas &cidas ap0s duas e quatro

semanas de irrigacdo quando comparado aos animais do grupo controle. O maior
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conteudo das mucinas acidas encontrado é diretamente proporcional a dose de SCF

administrada (p < 0,01).
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Figura 7 — Conteludo tecidual de mucinas acidas nos animais dos grupos controle,
SCF1 e SCF2 submetidos a intervencgao diaria com SCF por duas e quatro semanas. **

= p<0,01 (SCF1 x Controle; SCF2 x Controle); t1 = p<0,01 (SCF1 x SCF2).

A Figura 8A mostra a expressao tecidual de mucinas neutras no célon irrigado
com SF 0,9% por quatro semanas, enquanto a Figura 8B mostra o colon irrigado com
SCF na concentracdo de 2,0 g/kg/dia pelo mesmo periodo de tempo. Verifica-se que
nos animais submetidos a intervencao com SF 0,9% existe reducéo global no contetdo
de mucinas, mais intenso nas células caliciformes, além de desarranjo no alinhamento

das glandulas colicas. Nos animais submetidos a intervencao com SCF 2,0 g/kg/dia a
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superficie epitelial encontra-se preservada, as criptas intestinais apresentam-se
alinhadas, com padrao de distribuicdo normal e preservacdo no conteldo de mucinas

neutras.

Figura 8- A: Expressao tecidual de mucinas neutras no célon desprovido de transito
apos irrigacdo com SF 0,9% por quatro semanas (PAS-200x). B: Expressao tecidual de
mucinas neutras no colon desprovido de transito apds intervencdo com SCF na

concentracao de 2,0 g/kg/dia por quatro semanas (PAS-200x).

A Figura 9 mostra o conteddo de mucinas neutras encontrados nos segmentos
desprovidos de transito fecal apés a intervencdo com SF 0,9%, SCF 1,0 g/kg/dia e 2,0
g/kg/dia, por duas e quatro semanas. Os resultados mostram que a intervencdo com
SCF, na concentracdo de 1,0 g/kg/dia e 2,0 g/kg/dia no célon desprovido de transito,
permitiu conteddo significantemente maior de mucinas acidas ap6s duas e quatro

semanas de irrigagdo quando comparado aos animais do grupo controle (p < 0,01).
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Figura 9 — Conteldo tecidual de mucinas neutras nos animais dos grupos controle,
SCF1 e SCF2 submetidos a intervencgao diaria com SCF por duas e quatro semanas. **

= p<0,01 (SCF1 x Controle; SCF2 x Controle).

A Tabela 1 mostra a variacdo no conteildo de mucinas neutras e acidas segundo
a concentracdo de SCF utilizada e ao tempo de uso do SCF, em relacdo ao grupo
controle. O contetdo das mucinas neutras e acidas nos grupos experimentais mostrou-
se superior ao grupo controle, nas concentracdes de 1,0 g/kg/d e 2,0 g/kg/d de SCF, e

em ambos os periodos de intervengao avaliados (p<0,01).
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Tabela 1 — Variacdo do conteudo de mucinas neutras e &cidas nos animais

submetidos a intervengcdo com SF 0,9%, SCF1 e SCF2 ap0s duas e quatro

semanas.
Conteldo tecidual (%/campo)
(Média + Desvio Padréao)
SF 0,9% SCF 1,0 g/kg/d SCF 2,0 g/kg/d
Duas Quatro Duas Quatro Duas Quatro
semanas semanas semanas semanas semanas semanas
Neutras

6,67+1,61 5,54+1,59 21,4442,93** 23,42+6,61** 24,44+4,50** 21,76+4,22**

Acidas 15,91+4,32 15,53+3,61 20,36+2,91** 21,33+3,76** 28,99+6,65** 29,06+7,00**

Teste ANOVA. SF 0,9% = solugdo salina. SCF1 = SCF 1,0 g/kg/dia; SCF2 = SCF 2,0 g/kg/dia; **
significante (p<0.01) — SCF1 e SCF2 x SF 0,9%
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5. DISCUSSAO

E inquestionavel a importancia da mucosa na funcéo de barreira no célon, tendo
o muco papel primordial, como primeira linha na prevencéo de lesdes epiteliais (Corfield
et al., 2000; Pravda, 2005; Gaudier e Hoebler, 2006; Gaudier et al., 2009). O muco é
composto predominantemente pela glicoproteina mucina, sendo produzido e secretado
pelas células caliciformes nas criptas intestinais (Finnie et al., 1995; Deplancke e
Gaskins, 2001; Pravda, 2005; Swidsinski et al., 2007; Gaudier et al., 2009). Por ser sua
producdo dependente de adequado fornecimento de substrato energético pela luz
intestinal, condicbes que alterem o transito intestinal podem promover mudancas na
producdo e composi¢cdo das mucinas (Augenlicht et al., 2003; Willemsen et al., 2003;
Gaudier et al., 2004; Gaudier et al., 2009), enquanto que a infusdo de solugdes ricas em
AGCC é capaz de reverter, ao menos parcialmente, essas alteracdes (Roediger, 1980;
Roediger e Rae, 1982; Agarwal e Schimmel, 1989; Frankel et al., 1994; Velasquez et
al.,1997; Nassri et al., 2008).

Contudo, as bases fisiopatoldgicas para o desenvolvimento da CE ainda néo se
encontram totalmente esclarecidas, sendo os AGCC apenas um dos fatores envolvidos
nesse processo (Wong et al., 2006; Gaudier et al., 2009), uma vez que 0S mecanismos
moleculares que ocasionam a lesdo epitelial ainda ndo foram totalmente elucidados
(Martinez, Nonose et al., 2010). Recentemente tem-se dado importancia crescente ao
papel desenpenhado pelos RLO nos mecanismos envolvidos na lesdo da mucosa
exclusa de transito intestinal (Martinez, Nonose et al., 2010).

Com o objetivo de identificar opgOes terapéuticas para a CE, alguns estudos

experimentais avaliaram a administragédo topica de substancias com efeito antioxidante
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em relacdo as alteracbes encontradas na CE. O uso de enemas com 5-ASA (acido 5-
aminossalicilico), um potente antioxidante, foi capaz de reduzir os niveis de estresse
oxidativo tecidual e melhorar o processo inflamatdrio na mucosa exclusa de transito
fecal (Caltabiano et al., 2011).

Considerando os bons resultados apresentados, o custo e os efeitos colaterais
em longo prazo inerentes ao 5-ASA, outras drogas logo foram estudadas como opc¢des
terapéuticas mais baratas. Recentemente, estudo avaliou a eficacia da n-acetilcisteina
em modelo de CE. A substancia j4 € utilizada no tratamento de outras doencas
inflamatorias e tem como mecanismo de acdo a capacidade de melhorar o processo
inflamatdrio tecidual por remover RLO formados pelas células epiteliais exclusas de
transito (Almeida et al., 2012). O estudo mostrou que a melhora do processo
inflamatdrio estava diretamente relacionada a diminuicdo dos niveis de estresse
oxidativo (Almeida et al., 2012).

Da mesma forma, mostrou-se experimentalmente que a intervencdo do colon
excluso com clisteres contendo extrato aquoso de llex paraguariensis (erva mate),
substancia com reconhecido efeito antioxidante, foi seguida de importante reducdo nos
niveis de dano oxidativo tecidual apos irrigacdo diaria por duas ou quatro semanas
(Cunha et al., 2011).

O SCF foi desenvolvido inicialmente para o tratamento de lesdes inflamatorias
gastroduodenais, como um agente citoprotetor tépico com alta afinidade pela mucosa
gastrointestinal, principalmente em epitélios lesados, formando um complexo com o
muco extracelular, agindo como barreira protetora na superficie mucosa (Nagashima,
1981a; Nakazawa et al., 1981; Jensen e Jensen, 1992). Apresenta mecanismo de acéo

multifatorial, alguns dos quais ja elucidados (Okabe et al., 1983). A formacdo de uma
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barreira mecanica sobre a mucosa do trato digestivo foi inicialmente proposto como seu
principal mecanismo de acéo. Posteriormente constatou-se que o SCF apresenta outros
mecanismos de acdo, atuando como substancia citoprotetora por aumentar a producao
de muco, diminuir sua degradacdo, aumentar a secrecdo de bicarbonato, incrementar a
sintese de prostaglandina, diminuir a difusdo acida, aumentar o fluxo sanguineo
mucoso, acelerar a renovacdo das ceélulas epiteliais e, mais recentemente, pelo seu
destacado efeito antioxidante (Nakazawa et al., 1981; Guslandi et al., 1983; Guslandi,
1985; Slomiany, Takagi et al., 1985; Konturek et al., 1986; Shea-Donohue et al., 1986;
Tarnawski et al., 1986; Crampton et al., 1987; Crampton et al., 1988; Nagashima et al.,
1988; Slomiany et al., 1989; Copeman et al., 1994; Banerjee et al., 1996; Wada et al.,
1997). Esse ultimo mecanismo de agdo torna interessante a avaliagdo dos efeitos do
SCF na CE, enfermidade recentemente relacionada a maior producdo de RLO pelas
células epiteliais com modificacdes no metabolismo energético consequente a caréncia
do suprimento adequado de AGCC, ocasionado pela derivagdo do transito intestinal
(Pravda, 2005, Martinez, Ribeiro et al., 2010)

A utilizacdo do SCF apresenta outras vantagens adicionais. A substancia tem
minima absor¢do gastrointestinal, exerce seu efeito topicamente o que favorece seu
uso como clister (Odeh e Oliven, 2001). Além disso, o SCF apresenta efeitos colaterais
infrequentes, com incidéncia menor que 5% quando administrado por via oral, sendo os
mais comuns: constipacdo, nausea, prurido, sonoléncia e cefaléia (Marks, 1991).
Existem poucos casos relatados na literatura da formagédo de bezoares secundario ao
uso cronico de SCF administrado por via oral (Guy e Ollagnier, 1999). Assim sendo, é
possivel que a aplicacdo da droga por via retal possa favorecer a formacao de

concrecdes no segmento de coélon excluso de transito fecal, de forma semelhante a
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relatada apos o uso de sulfato de bario em exames contrastados (Hariri et al., 1983).
Apesar dessa possibilidade teorica, ndo existem relatos de formacao de bezoares retais
apos a administracdo do SCF.

Recentemente, estudo experimental avaliou a aplicagdo de enemas contendo
SCF no célon excluso em um modelo experimental de CE. Os autores demonstraram
gue a aplicacdo de enemas com SCF diminuia a perda epitelial mucosa colica com
menor formacdo de Ulceras, além de reduzir o infiltrado inflamatério encontrado na
mucosa (Pereira et al., 2013). Os autores avaliaram o infiltrado inflamatoério apenas por
parametros histologicos, que sdo sujeitos a subjetividade de interpretagdo. Com o
intuito de assegurar maior confiabilidade quanto ao grau de inflamacdo da mucosa
célica desprovida de transito, no presente estudo resolvemos analisar o grau de
inflamacdo da parede codlica associando ao estudo histopatolégico tradicional a
pesquisa do infiltrado neutrofilico pela dosagem tecidual da enzima MPO. A MPO é uma
enzima presente quase que exclusivamente nos granulos azurdfilos dos neutrofilos,
sendo o marcador mais utilizado para avaliar a presenca de infiltrado neutrofilico
tecidual. A dosagem tecidual da MPO pode ser feita com varias técnicas, sendo as mais
utilizadas a deteccéo tecidual por métodos bioquimicos, técnica imunoenzimatica e,
mais recentemente por estudo imunoistoquimico (Bradley et al., 1982). No presente
estudo optamos por avaliar o conteudo tecidual da enzima MPO por imunoistoquimica,
por estarmos familiarizados com o método. A quantificacao tecidual de MPO foi feita por
meio de morfometria computadorizada pelos mesmos motivos.

Estudos recentes mostraram que o coélon excluso de transito fecal apresenta
importante reducdo do conteldo de mucinas neutras e, particularmente, das mucinas

acidas (Nonose, 2009; Nonose et al., 2009). Quando se considera que a camada de
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muco que recobre o epitélio cdlico, constituida essencialmente de mucinas, representa
a primeira linha de defesa epitelial, depreende-se que qualquer reducdo do contetdo
tecidual de mucinas torna o epitélio intestinal mais vulneravel a agressao de antigenos
e bactérias existentes no limen intestinal (Nonose et al., 2009). Por outro lado, o uso de
qgualquer substancia que preserve ou estimule a producdo de mucinas pelo célon
excluso pode ser importante na manutencdo da integridade dessa barreira epitelial
morfofuncional. Apesar de ja ter sido demonstrado que o SCF além de exercer um
efeito mecéanico de protecdo ao epitélio intestinal, € um importante indutor da producao
de muco pela mucosa gastrointestinal, do melhor do nosso conhecimento, os efeitos do
SCF na producdo de mucinas na mucosa exclusa do transito fecal ainda ndo foram
estudados. Assim sendo, julgamos oportuno estudar os efeitos do SCF no conteudo de
mucinas neutras e acidas num modelo experimental de CE. Essa avaliacdo torna-se
interessante quando consideramos que dentre as principais vantagens do SCF destaca-
se seu baixo custo, facil administracdo, e pequenos efeitos colaterais quando
comparado a outras substancias (Marks et al., 1980; Kuwayama, 1991).

Com o objetivo de sermos precisos na determinacdo do conteudo tecidual dos
subtipos de mucinas no colon excluso optamos por quantifica-las utilizando um sistema
de andlise de imagem assistida por computador. Desse modo pudemos avaliar
numericamente o contetdo tecidual das mucinas neutras e acidas no colon excluso
permitindo comparar objetivamente os efeitos do SCF na producéo desses subtipos de
mucinas na mucosa coélica. Com o objetivo de verificar se os efeitos do SCF eram
dependentes da concentracdo utilizada, elaboramos dois grupos experimentais
utilizando concentracdes distintas (1,0 g/kg/dia e 2,0 g/kg/dia). Preocupados em avaliar

a influéncia do tempo de aplicacdo da substancia no conteddo de mucinas, aplicamos a
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substancia por periodos de tempo diferentes (duas e quatro semanas). Desse modo
pudemos avaliar se os efeitos do SCF eram dose-dependentes ou tempo-dependentes.
Os resultados encontrados mostraram que a aplicacdo diaria de clisteres com
SCF nos segmentos exclusos de transito fecal preservava a barreira mucosa do epitélio
célico e melhorava do infiltrado inflamatério. Quando analisamos o0s resultados
histologicos em relacdo ao infiltrado inflamatorio constatamos que o Unico grupo que
atingiu significancia estatistica em relacdo ao controle foi aquele em que utilizamos
maiores concentracdo de SCF por maior periodo de tempo (quatro semanas). Uma
possivel justificativa para esse achado seria o fato de que o intervalo de tempo de duas
semanas possa ser insuficiente para o SCF restabelecer a integridade mucosa,
dificultando a infiltracéo bacteriana. Entretanto, os resultados encontrados sugerem que
a substancia seja eficaz, uma vez que estudos anteriores demonstraram que o
processo inflamatorio agrava-se com o tempo de exclusao fecal, bem como a reducdo
da camada de muco no epitélio desprovido de transito é mais evidente (Nonose, 2009;
Nonose et al., 2009; Martinez, Nonose et al., 2010). No presente estudo foi justamente
neste periodo onde a aplicagdo de enemas com SCF apresentou os melhores
resultados. Novas pesquisas utilizando doses ainda maiores de SCF e periodos de
intervencdo mais prolongados podem ser Uteis na confirmacdo do efeito dose-tempo
dependéncia, para que se possa recomendar seu uso continuo no tratamento da CE.
Deve-se ressaltar que € ainda necessario avaliar se essa aplicagdo mais
prolongada do SCF e com concentracdo mais elevada poderia aumentar a formagéo de
bezoares ou desencadear outros efeitos colaterais, o que limitaria a sua utilizagdo. No
entanto, estudos que acompanharam doentes em uso crénico de SCF - até um ano -

administrado por via oral, ndo identificaram efeitos colaterais importantes em pacientes
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com funcéo renal normal (Blum et al., 1990). Neste estudo, quando analisamos os 24
animais submetidos a intervencdo com diferentes concentracbes de SCF, durante a
abertura do coélon excluso para o estudo histolégico, nenhum deles apresentava
formacéo de bezoares. Em todos os animais era possivel verificar macroscopicamente
uma fina camada esbranquicada recobrindo toda a mucosa colica exclusa de transito.
Esses achados sugerem que o uso do SCF possa ser seguro também em seres
humanos, embora ainda sejam desconhecidos os riscos em longo prazo em doentes
com CE.

Os resultados encontrados com as analises mostraram que a melhora histologica
apos a aplicacao do SCF parece ser dose-dependente e tempo-dependente uma vez
que encontramos melhora da inflamacao tecidual avaliada pelo estudo histolégico nos
animais submetidos a intervencdo com concentragcdes mais elevadas e por maior
periodo de tempo.

Quando analisamos a presenca de infiltrado neutrofilico pela dosagem do
conteudo tecidual de MPO verificamos que os animais submetidos a intervencdo com
SCF ja apresentavam menor infiltrado neutrofilico apés duas semanas de intervencao,
mostrando que apesar de ndo existir melhora histolégica a agdo da substéancia ja
ocorria ap6s duas semanas. E possivel que a camada de SCF formada sobre a
superficie mucosa possa proteger mecanicamente o epitélio dificultando a migracéo de
antigenos e bactérias existentes na luz intestinal para o interior da parede cdlica,
diminuindo com isso a infiltracdo neutrofilica. Da mesma forma néo € possivel afastar a
possibilidade de que o SCF possa ter efeitos bactericidas reduzindo a populagao
bacteriana presente na luz do colon excluso e fazendo com que a menor translocagao

bacteriana possa estar relacionada ao menor infiltrado inflamatério neutrofilico
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encontrado. Entretanto, essa possibilidade deve ser ainda confirmada por estudos
adicionais que avaliem a populacdo microbiota da luz célica comparando animais que
sofreram ou ndo a intervencdo com SCF. Apesar de todas essas ponderacfes 0s
resultados encontrados no presente estudo sugerem que o menor infiltrado neutrofilico
apos a aplicacdo do SCF nado tem relacdo com a concentracdo utilizada nem com o
tempo de intervencdo, mostrando a eficacia da substancia no controle da infiltracdo
neutrofilica tecidual.

Com o intuito de avaliar a acdo do SCF no conteudo tecidual de mucinas neutras
identificadas pela coloragdo do PAS, verificamos que havia maior conteudo tecidual de
mucinas neutras nos animais submetidos a irrigacdo com SCF, independente da dose
empregada ou do periodo de intervencgédo utilizado. Esses achados sugerem que o SCF
apresenta papel importante na manutencdo do conteudo tecidual das mucinas neutras
nas glandulas da mucosa cdlica exclusa de transito fecal. O mecanismo exato pelo qual
o SCF aumenta a produgcdo de mucinas neutras ainda necessita estudos
complementares. Entretanto, acreditar que o SCF interfira no conteddo de mucinas
neutras apenas pela agdo mecéanica sobre a mucosa colica aderindo a sua superficie e
impedindo a migracdo dos patogenos da luz do colon néo justificaria todas as
alteracfes encontradas neste e em outros estudos (Martinez et al., 2008; Nonose et al.,
2009). Apesar do inadequado suprimento de AGCC secundario a derivacao intestinal
poder ser responsabilizada por uma menor expressdo de genes relacionados a
producédo de muco, é necessario lembrar que o segmento excluso de transito apresenta
menor numero de bactérias, substancias téxicas e agentes oxidantes, fatores
potencialmente relacionados a menor producdo do muco pela agresséo das células do

epitélio cdlico e sua consequente apoptose. Deve ainda ser lembrada que o SCF
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aumenta a producdo de bicarbonato, prostaglandinas e, principalmente do fluxo
sanguineo mucoso, o que favorece a renovacao epitelial e consequentemente, maior
producdo de mucinas (Wada et al., 1997). Outro importante mecanismo de agao do
SCF que merece ainda ser lembrado é sua notavel atividade antioxidante, reduzindo a
formacdo de RLO produzidos pelas células exclusas de transito. E possivel o SCF
possa agir como um antioxidante removendo os RLO produzidos pelas células epiteliais
com modificagbes de seu metabolismo energético pela auséncia do suprimento dos
AGCC. Some-se a isso o fato de que reduzindo a infiltracdo de neutrofilos nos tecidos o
SCF possa diminuir a producdo de RLO por essas células. Estudos sugerem que
possivelmente a acdo antioxidante do SCF possa agir em sinergia com outros
mecanismos, potencializando o efeito anti-inflamatorio, dificultando a perpetuagcdo do
processo inflamatério induzido pelos RLO (Millar et al., 1996).

Quando utilizamos a técnica histoquimica do AB, especifica para coloracdo das
mucinas &cidas, verificamos que a intervencdo com SCF resultou na preservacao do
conteudo de mucinas acidas presentes nas glandulas cdlicas diferentemente do
encontrado no grupo submetido a intervencdo com SF 0,9%. Constatamos que a
expressao das mucinas acidas era diretamente proporcional a concentragéo utilizada. A
irrigacdo com 2,0 g/kg/d estava relacionada a presenca de maior contetdo de mucinas
acidas em relacdo ao grupo controle, bem como aos animais submetidos a intervencao
com concentracao de 1,0 g/kg/d. Esses achados mostram que o efeito da aplicacao
diaria de enemas com SCF no contetdo tecidual de mucinas é&cidas € dose-
dependente. Todavia, cabe destacar que mesmo utilizando menores concentracdes de
SCF observamos importante diferenca no conteddo das mucinas acidas em relacdo ao

grupo controle, o que mostra a eficacia da droga mesmo quando utilizada em menor
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concentracdo. O uso de SCF por um periodo mais prolongado ndo aumentou o
conteudo de mucinas acidas, sugerindo que o efeito da droga na producao das mucinas
acidas, justamente o subtipo mais reduzido nos modelos de CE, ocorre ja nas primeiras
duas semanas de uso. E possivel que esse achado esteja relacionado & desnutricdo
das células epiteliais do coélon, decorrente do menor suprimento de AGCC, o que
poderia induzir uma menor expressdo dos genes relacionados a transcricdo deste
subtipo de mucina. Estudos avaliando a expressdo dos genes relacionados a

transcricdo das mucinas sdo necessarios para confirmar essa possibilidade.

Cabe lembrar que optamos pelo uso de SF 0,9% como substancia de
intervencdo no grupo controle pois os poucos estudos disponiveis na literatura que
avaliaram os efeitos de diferentes substancias em modelos de CE utilizaram o SF 0,9%
como controle (Margarido et al., 2003; Nastrri et al., 2008; Caltabiano 2010; Caltabiano
et al. 2010; Marques et al., 2010; Cunha et al., 2011; Almeida et al., 2012; Pereira et al.,
2013). Pode-se especular que a intervencdo com SF 0,9% possa alterar a superficie
mucosa colica, talvez por eliminar de forma mecéanica parte da camada de muco que
recobre o epitélio intestinal. Por apresentar menor viscosidade quando comparado ao
SCF é possivel que diminuicdo do tempo de contato com mucosa colica nos animais do
grupo controle, possa ocasionar a eliminacado mais rapida da substancia de intervencao,
ndo permitindo o mesmo tempo de retencdo quando comparado aos animais
submetidos a aplicagcdo do SCF. Contudo, da mesma forma que fizemos no presente
estudo, outros autores que avaliaram o uso do SCF em mucosites, também utilizaram o
SF 0,9% como substancia de intervencdo no grupo controle, sem que exista qualquer

referéncia a um possivel comprometimento metodolégico (Hollander et al., 1984; Zahari,
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1989; Gianotti et al., 1993; Henningsohn et al., 1997; Akman, et al., 2000; Arancibia e
Montera, 2009). Reforca a opcéo pelo uso do SF 0,9% como substancia de intervencéo
para o grupo controle resultados encontrados por outros autores que utilizaram
substancias com maior viscosidade, como a carboximetilcelulose e, mesmo assim, os
resultados da intervencdo com SCF ainda foram superiores (Madalosso, 2011). Dessa
forma, ndo acreditamos que o emprego de uma substancia com maior viscosidade
mesmo que permanecesse no colon por maior periodo de tempo pudesse modificar os

resultados por nés encontrados.

Ainda com relacdo ao uso de SF 0,9% no grupo controle, outra preocupacéo
seria a possibilidade de que a solucdo pudesse induzir ou interferir no estresse
oxidativo tecidual. Todavia, estudo anterior que comparou 0s niveis teciduais de
malondialdeido, um biomarcador utilizado para avaliacdo da intensidade de estresse
oxidativo tecidual, comparando segmentos de colon exclusos e ndo exclusos do transito
fecal irrigados com SF 0,9% por duas e quatro semanas, ndo encontrou diferencas no
conteudo tecidual entre os grupos, mostrando que a intervencdo com SF 0,9% por si sO
ndo é capaz de aumentar os niveis dano oxidativo na mucosa exclusa (Cunha et al.,
2011). Nao utilizamos a carboximetilcelulose como substancia de intervencdo no grupo
controle pelo fato de n&o existirem estudos na literatura assegurando que a substancia
ndo aumente a producédo de RLO. Cabe lembrar que em estudo anterior realizado pelo
Nnosso grupo onde estudamos o infiltrado inflamatorio tecidual e o conteddo de mucinas
neutras e acidas no coélon excluso de transito que ndo sofreu qualquer tipo de
intervencdo, encontramos valores de mucinas neutras e acidas semelhantes aos dos

animais submetidos a intervencdo com SF 0,9%. Assim sendo, € possivel inferir que a
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intervengdo com SF 0,9% néo piora a lesao tecidual induzida pela exclusao fecal nem
modifica, significativamente, o conteldo de mucinas neutras e 4cidas. Tavez, em outra
oportunidade possamos idealizar um estudo onde a intervencdo nos animais do grupo
controle utilize o glicerol, que é o proprio veiculo de solubilizacdo do SCF comercial.
Assim, talvez seja possivel utilizar uma solu¢cdo com viscosidade semelhante & do SCF

(Helman et al., 2008; Madalosso, 2011).

Como podemos inferir, diversas sao as hipoteses para os mecanismos de acao
do SCF no conteudo de mucinas em modelos de CE. Para analisar os mecanismos
moleculares de acdo e potenciais beneficios, estudos complementares ainda se
mostram necessarios, o que possibilita o desenvolvimento de uma linha de pesquisa
interessante, inédita, e o que é mais importante, com aplicagdo clinica imediata. Os
resultados encontrados sugerem que a aplicagdo de enemas com SCF seja uma
alternativa terapéutica eficaz, de baixo custo e com poucos efeitos colaterais para o
tratamento de um contingente nao desprezivel de enfermos que ja sofrem as

adversidades infligidas pelo uso de um estoma muitas vezes definitivo.
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7. CONCLUSAO
A aplicacéo diaria por quatro semanas de enemas contendo SCF na dose de 2,0
g/kg/d reduz as alteracdes inflamatérias histolégicas na mucosa célica exclusa de

transito intestinal de modelo experimental de CE.

A aplicacdo diaria de enemas contendo SCF reduz a infiltracdo neutrofilica
independente da concentracdo e do tempo de intervencéo utilizado.

A aplicacdo diaria de enemas contendo SCF em ambas as concentracdes e
periodos estudados impede o decréscimo do conteudo tecidual de mucinas neutras e

acidas na mucosa célica exclusa de transito intestinal de modelo experimental de CE.
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9. ANEXOS

ANEXO 1 — Aprovacdo do Comité de Etica

UNIVERSIDADE

Comité de Etica em Pesquisa — CEP SAO FRANCISCO

Braganca Paulista, 22 de Novembro 2007,
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Projetc de PesquisaAvaliacBo da correlagBo enfre as zlieragbes histolGgicas,
histoguimicas, expressao tecidual da proteina p53 e o dano oxidativo do DNA nas células da
mucosa colica de ratos submetidos 2 colite de exclus&o”.

Autor{es): Dr. Carios Auguste Real Martinez;Dr Marcelo Lima Ribeiro; Ms. Denise G Priolii;
Ms.Carlos Alves Fontes de Souza; Ms. José Aires Pereira.
Instituigdo: Universidade Séo Francisco

Prezado{a)(s) Pesguisador(a}{s),

O Comité de Efica em Pesquisa — CEP, da Universidade S&o Francisco, em reunido
ordinaria realizada no dia 22 de Movembro de 2007, analisou o projelo de pesquisa
supracitado, sob a responsabilidade de Vossa Senhoria.

Este Comité, acatando o parecer do relator indicado, apresenia-lhe o seguinte
resultado:

Parecer: Aprovado

Atenciosamente,

José Peazo Jiinior

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
Universidade S&o Francisco
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ANEXO 2 — Conteudo de mucinas &cidas nos animais submetidos a intervencdo com

SF 0,9%, SCF1 e SCF2 apoés duas e quatro semanas.

Grupo Controle SCF 1g/kg/d SCF 2g/kg/d
Semanas Duas Quatro Duas Quatro Duas Quatro
12,41 17,92 17,12 19,11 36,63 33,86
13,90 14,92 23,90 21,92 35,45 27,47
13,00 18,89 17,55 16,82 35,39 22,44
17,70 17,40 23,50 19,74 36,23 29,50
11,15 17,73 23,03 17,67 36,40 47,00
10,96 17,47 21,84 25,68 36,25 33,30
12,66 9,67 20,52 19,25 34,33 34,67
10,41 16,64 24,00 20,54 23,43 21,47
15,64 20,22 14,00 24,18 27,41 19,00
15,11 10,51 20,00 23,80 32,35 21,11
19,90 11,25 18,83 26,40 22,25 31,88
24,90 18,22 19,95 18,92 20,45 31,11
17,51 11,17 24,28 28,14 35,08 21,39
23,19 23,69 20,76 30,73 29,56
21,25 17,13 20,91 41,56 22,09
16,69 20,47 13,87 31,99 29,35
16,24 19,81 25,01 25,86 33,00
19,93 17,13 27,88 34,99
23,70 22,75 23,49
18,22 20,93 17,24
14,24 17,30 30,90
14,12 20,65
9,49 24,27
11,98 23,17
13,60 24,22
20,23

Valores da quantificacdo das mucinas &cidas pela técnica do AB (%/campo), comparando
animais dos grupos controle, SCF 1g/kg/d e SCF 2g/kg/d apés duas ou quatro semanas de

aplicacao de enemas.
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ANEXO 3 - Conteudo de mucinas neutras nos animais submetidos a intervengcdo com

SF 0,9%, SCF1 e SCF2 apoés duas e quatro semanas.

Grupo Controle SCF 1g/kg/d SCF 2g/kg/d

Semanas Duas Quatro Duas Quatro Duas Quatro
6,84 6,08 21,67 13,19 18,77 21,99
3,74 8,13 22,50 18,57 33,30 14,57
6,14 4,23 18,44 19,94 27,89 22,11
8,48 7,91 19,18 13,72 26,72 19,63
6,30 4,07 20,17 21,38 19,93 27,24
6,87 5,66 24,15 33,71 18,54 16,64
8,01 3,35 23,35 21,42 21,52 19,18
7,90 4,45 22,87 27,48 27,42 25,50
6,01 4,41 21,89 24,51 22,35 22,81
8,29 4,98 25,81 23,77 29,17 24,65
9,52 7,68 24,13 22,31 25,75 28,57
3,31 21,58 31,45 28,91 18,49
6,65 14,28 33,10 19,96 17,65
6,30 23,25 21,95 25,64
5,76 18,35
6,66

Valores da quantificacdo das mucinas acidas pela técnica do PAS (%/campo), comparando
animais dos grupos controle, SCF 1g/kg/d e SCF 2g/kg/d apds duas ou quatro semanas de
aplicacdo de enemas.
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