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RESUMO

Efeito do estresse oxidativo sobre os niveis de E-caderina na mucosa coélica de ratos
com e sem transito intestinal.

A mucosa do célon possui sistemas de defesa que protegem o0 meio interno contra a
infiltracdo bacteriana. As juncdes aderentes, formadas pelas proteinas E-caderina e
B-catenina, apresentam papel fundamental nesses mecanismos. Modificagdes no
conteudo e padrédo de expressdo dessas proteinas vém sendo responsabilizadas
pela invasdo bacteriana e infiltracdo neutrofilica na mucosa dos pacientes com
colite. Objetivo: Verificar se 0 estresse oxidativo encontra-se relacionado a
modificacbes no conteldo e padrdo de expressdo da proteina E-caderina em
modelo experimental de colite de exclusdo. Métodos: Sessenta ratos Wistar foram
submetidos a cirurgia, sendo 45 a derivacdo intestinal por meio de colostomia
proximal no célon esquerdo e fistula mucosa distal (grupo experimento) e 15 apenas
a laparotomia. Os animais foram divididos em trés grupos experimentais segundo o
sacrificio ter sido realizado seis, 12 e 18 semanas apos a cirurgia. Para cada grupo,
cinco animais foram submetidos apenas a laparotomia (grupo controle). A colite foi
diagnosticada por estudo histopatolégico e a gravidade por escala de graduacéo
inflamatéria. A infiltragdo neutrofilica tecidual foi estudada pelos niveis de
mieloperoxidase e 0 estresse oxidativo pelo ensaio em cometa. A expressao tecidual
da proteina E-caderina foi analisada por imunohistoquimica e a quantificacdo do
conteudo tecidual por morfometria computadorizada. Para analise estatistica dos
resultados foram utilizados os testes de Mann-Whithey e Kruskal-Wallis,
estabelecendo-se nivel de significancia de 5% (p<0,05). Resultados: Apds a analise
estatistica dos resultados observou-se que nos segmentos sem transito fecal havia
presenca de colite que piorava com o tempo de exclusdo. Constatou-se que 0s
niveis teciduais de infiltracdo neutrofilica eram maiores nos segmentos desprovidos
de transito fecal, e reduziam com o progredir do tempo de exclusao (p = 0,00001).
Os segmentos coélicos sem transito fecal apresentam niveis de estresse oxidativo
maiores quando comparados aqueles com transito preservado (p < 0,0001),
aumentando com o decorrer do tempo de exclusdo (p = 0,007). Os niveis de
estresse oxidativo encontram-se diretamente relacionados ao maior grau histolégico
de inflamacéo tecidual e inversamente relacionados aos niveis de mieloperoxidase
(p = 0,0001). O conteudo total de E-caderina no colon sem transito diminui com o
tempo de exclusao, principalmente na regido apical das criptas coélicas (p = 0,001). O
conteudo tecidual total de E-caderina nos segmentos sem transito reduz apos seis
semanas de excluséo estabilizando-se, porém a partir de 12 semanas (p = 0,90). As
modificacdes do conteudo total de E-caderina relacionam-se ao maior grau de
inflamagéo e o aumento do estresse oxidativo. Conclusédo: Existem modificagdes no
conteudo tecidual de E-caderina, relacionada ao estresse oxidativo tecidual.
Descritores: Colon. Colite. Estresse oxidativo. Juncdes aderentes. Moléculas de
adesdo celular. Caderinas. Acidos graxos de cadeia curta. Ratos.



ABSTRACT

Effect of oxidative stress on the levels of E-cadherin colon mucosa of rats with and
without intestinal transit.

The mucosa of the colon has defense systems that protect the internal environment
against bacterial translocation. The adherent junctions, formed by the proteins E-
cadherin and B-cadherin, play a key role in the formation of these mechanisms.
Changes in the content and pattern of expression of these proteins have been
implicated in bacterial invasion and the infiltration of neutrophils in the mucosa of
patients with colitis. Objective: to verify if oxidative stress is related to changes in the
content and pattern of expression of the protein E-cadherin in model of diversion
colitis. Methods: Sixty Wistar rats underwent surgery intestinal bypass through a left
colon proximal colostomy and distal mucous fistula (experimental group) 15 only
laparotomy. The animals were divided into three groups according to when they were
sacrificed: six, twelve and eighteen weeks after surgery. For each group, five animals
underwent a laparotomy only (control group). The presence of colitis was diagnosed
by a histopathology study and the severity by an inflammation grading scale. The
neutrophil infiltration was studied by myeloperoxidase levels and oxidative stress by
comet assay. The tissue expression of protein E-cadherin was analysed by
immunohistochemistry and the quantification of tissue content by computerized
morphometry. The statistical analysis was performed using the Mann-Whitney and
the Kruskal-Wallis test, using a significance level of 5% (p<0.05). Results: the
statistical analysis results showed that colon segments without a fecal stream
contained colitis that worsened with the time of exclusion. We found that the tissue
levels of neutrophil infiltration were greatest in the segments without a fecal stream
and reduced with the time of deviation (p = 0.0001). The levels of oxidative stress are
directly related to a higher histological grade of tissue inflammation and inversely
related to levels of myeloperoxidase (p = 0.0001). The total tissue content of E-
cadherin in the colon without a fecal stream decreases with the time of exclusion,
especially in the apical region of colon crypts (p = 0.001). Conclusion: there are
changes in tissue content of E-cadherin related to oxidative tissue stress.

Descriptors: Colon. Colitis. Adherens junctions. Cell adhesion molecules. Cadherins.
Short-chain fatty acids. Rats.



1. INTRODUCAO

No final do século passado demonstrou-se que a origem do cancer colorretal,
encontra-se relacionada a modificagdes funcionais das células epiteliais decorrentes
de alteracbes estruturais do DNA (Fearon e Vogelstein, 1990). Transversdes ou
insercdes de bases, erros de pareamento de nucleotideos tornaram-se termos
habitualmente utilizados para explicar o0s mecanismos genéticos responsaveis pelas
mutacdes das células. Da mesma forma, a etiopatogenia das doencas inflamatorias
do célon, também vem sendo atribuida a modificacdes estruturais nos intrincados
sistemas de adesdo intercelular que mantém a integridade do epitélio intestinal
(Pravda, 2005). Esses aspectos tornam o estudo da topografia estrutural das células
da mucosa colica um campo aberto para a pesquisa moderna.

A manutencdo da integridade do trato gastrointestinal, permanentemente
exposto a flora bacteriana patogénica, depende do estabelecimento e preservacao
de dois compartimentos distintos e separados, representados pelo lume intestinal e
0 meio interno. A funcéo de barreira exercida pelo epitélio colico representa um dos
mais perfeitos mecanismos de defesa existentes no organismo humano (Clayburgh
et al, 2004; Watson et al, 2005; Laukoetter et al, 2008). Apesar de ser formado
apenas por uma unica camada de células, separa a luz intestinal, onde existe uma
das maiores concentracdes bacterianas conhecidas, do meio interno estéril (Pravda,
2005). Essa capacidade funcional pode ser melhor avaliada ao considerar-se que a
concentracdo estimada de bactérias na luz do colon, é de 1022 (um trilhdo) de
colonias por grama de fezes (Farrell e Peppercorn, 2002).

As células epiteliais da mucosa célica sdo mantidas unidas umas as outras e a
lamina basal, por complexos mecanismos de adesao celular. Esse sistema deve ser

permeavel a nutrientes e outras moléculas, importantes para o crescimento e
1



desenvolvimento das células e, ao mesmo tempo, impedir a invasdo do meio interno
por bactérias e antigenos existentes na luz intestinal (Laukoetter et al, 2008). A
exposicao constante a agentes lesivos faz com que as células epiteliais sejam
constantemente agredidas apresentando elevados indices de apoptose. A perda
celular continua na superficie mucosa luminal requer intensa renovacao, garantida
pelas células tronco multipotentes, localizadas na base das criptas intestinais, regiao
conhecida como zona proliferativa (Gassler et al, 2001; Pinto e Clevers, 2005).

Estudos vém demonstrando que, para o desenvolvimento da colite, os
mecanismos de defesa do epitélio colico devem estar comprometidos (Riedle e
Kerjaschki, 1997; Kucharzik et al, 2001; Laukoetter et al, 2008). Portanto, a ruptura
dessa integridade funcional deve ser uma etapa precoce e fundamental para a
sequéncia de eventos que possibilitam a invasdo bacteriana e a subsequente
ativacado da resposta inflamatoria local (Pravda, 2005).

A barreira epitelial célica é composta por varias linhas de defesa que, agindo
em conjunto, impedem a translocacéo bacteriana para o meio interno (Sedman et al,
1994; Laukoetter et al, 2008). Os componentes que formam esse sistema de defesa
sao representados pela camada de muco, pelas membranas apical e basolateral das
células epiteliais, as junc¢des intercelulares, matriz extracelular e, finalmente, pela
lamina basal (Kucharzik et al, 2001; Gaudier e Hoebler, 2006; Laukoetter et al,
2008). Estudos demonstraram que todas essas barreiras fisiolégicas encontram-se
danificadas nas fases iniciais das colites, sugerindo que o comprometimento desses
sistemas de defesa, precede a infiltracdo neutrofilica que caracteriza a doenca
(Dogan et al, 1995; Jankowski et al, 1998; Parrish et al, 1999; Martinez et al, 2010).

As células do epitélio colico aderem umas as outras e a matriz extracelular por

proteinas de superficie conhecidas como moléculas de adeséo celular. As moléculas



protéicas que formam o complexo de adesao celular sdo as principais responsaveis
pela manutencdo da permeabilidade seletiva do epitélio intestinal (Laukoetter et al.,
2008). Esse complexo é formado por trés tipos de juncdes intercelulares: as juncdes
bloqueadoras, também conhecidas como junc¢des de ocluséo ou intimas; as juncdes
de ancoramento ou aderentes e as juncdes comunicantes ou eletrotonicas (Alberts
et al.,, 2004). Cada juncédo € composta por proteinas com funcdes especificas que
atravessam as membranas plasmaticas e se fixam a proteinas componentes do
citoesqueleto celular. As juncdes especializadas ndo s6 mantém as células epiteliais
firmemente aderidas, como possibilitam ainda, a comunicacéo funcional entre elas.
Este sistema de comunicacdo permite que as células precursoras localizadas na
zona germinativa sejam constantemente informadas do indice de apoptose nas
células situadas na superficie das glandulas em constante descamacao.

Modificagbes no conteddo e na estrutura quimica das proteinas que formam o
complexo de jungdes intercelulares foram descritas em doentes com colite ulcerativa
(Ozawa; et al., 1990; Schimitz et al., 1999; Usami et al., 2006).

As juncOes aderentes encontram-se mais afetadas nos pacientes com
doencas inflamatorias intestinais, quando comparadas aos demais mecanismos de
adesao celular (Gassler et al., 2001). As juncdes aderentes possuem papel relevante
no reconhecimento entre duas células justapostas, mediando também, as
comunicagdes entre elas (Gumbiner et al., 1988; Gumbiner e McRea, 1993). S&o
formadas, principalmente, por uma proteina denominada E-caderina, que apresenta
dois dominios funcionais, um localizado no espaco intercelular e outro no interior da
célula, que se une a proteinas pertencentes a familia das cateninaso( -catenina, -
catenina e y-catenina) localizadas no citosol, préximas a membrana citoplasmatica.

As juncbBes aderentes encontram-se intimamente relacionadas as proteinas do
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citoesqueleto celular, em particular a actina. Estudos mostraram que nos portadores
de doenca inflamatéria intestinal, cancer colorretal (CCR) e cancer colorretal
associado a colite ulcerativa, existe reducédo no conteudo epitelial e modificacdes no
local de expressdo das proteinas E-caderina e [B-catenina (Dorudi et al., 1993;
Jankowski et al., 1998; Aust et al., 2001). Nos portadores de colite ulcerativa, a
reducdo do conteddo € mais evidente em relacdo a proteina E-caderina,
principalmente na superficie luminal das células (Gassler et al., 2001). Essas
evidéncias foram confirmadas posteriormente, com o0s resultados de estudos
experimentais demonstrando que camundongos transgénicos silenciados (knockout
mice) para o gene da proteina E-caderina, apresentavam disfuncdes importantes
nas juncdes aderentes, desenvolvendo quadros graves de colite (Jankowski et al.,
1998). Os resultados em ultima analise confirmam a importancia da proteina E-
caderina na manutencéo da integridade funcional da barreira epitelial (Jankowski et
al., 1998).

Uma série de estudos que pesquisaram a expressédo tecidual de E-caderina
mostram que, na maioria dos doentes com colite ulcerativa, existe reducdo no
conteudo tecidual desta proteina (Hollander, 1992; Karayiannakis et al., 1998;
Kucharzik et al.,, 2001). Esse resultado comprova a relagdo existente entre
modificacdes do padréo de expressao tecidual de E-caderina e o agravamento da
atividade inflamatéria, bem como a progressao dos tecidos persistentemente
inflamados para displasia e CCR (Takeishi, 1993; El-Bahrawy e Pignatelli, 1998;
Nollet et al., 1999).

Os mecanismos moleculares que determinam a quebra de juncdes aderentes,
rompendo a barreira funcional nos doentes com colite ainda ndo foram totalmente

esclarecidos. Recentemente, a teoria de inducéo da colite por radicais livres de
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oxigénio (RLO), foi proposta para explicar os fendmenos moleculares que
desencadeiam a lesé@o da barreira epitelial e possibilitam a infiltracdo neutrofilica da
mucosa colica (Pravda, 2005). Segundo a teoria, existem duas fases distintas no
dano a barreira epitelial chamadas, respectivamente, inducdo e propagacao. Na fase
de inducdo, a lesdo a barreira epitelial € ocasionada por RLO formados em excesso
pelas proprias células epiteliais com modificacdo no seu metabolismo energético
(Pravda, 2005). Alteracbes nas reacdes celulares de reducdo da molécula de
oxigénio e agua (H.0), durante a fosforilacdo oxidativa mitocondrial, produzem
grandes quantidades de RLO. Como sdo moléculas toxicas para as células, por
danificarem membranas e organelas celulares, os RLO podem romper as diferentes
linhas de defesa que formam a barreira epitelial e, em particular, as juncdes
aderentes (Grisham et al., 1990; Sheridan et al., 1996; Sousa et al., 2008; Nonose et
al.,, 2009; Martinez et al.,, 2010). A ruptura da barreira epitelial possibilita a
penetracdo de bactérias do lume colico para a intimidade da camada submucosa
estéril (Pravda, 2005). Com objetivo de combater a infiltragdo bacteriana do meio
interno estéril, neutréfilos migram para o local, levando as altera¢des inflamatorias
que caracterizam a doenca (Kucharzik et al., 2001; Pravda, 2005). Segundo a teoria
a fase de propagacdo somente tem inicio apds a quebra da barreira funcional e a
migracdo neutrofilica. Nesta fase, a continua infiltracdo bacteriana, aumenta a
quimiotaxia de neutrofilos, as quais liberam citocinas, mediadores inflamatérios,
enzimas proteoliticas e produzem maior quantidade de RLO, agravando e
perpetuando o dano tecidual (Pravda, 2005).

A acdo deletéria dos RLO a mucosa colica foi confirmada apds demonstrar-se
que a aplicacdo de clisteres contendo peréxido de hidrogénio (H,O,), um potente

formador de RLO, destr6i a camada epitelial levando ao aparecimento de formas
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graves de colite, algumas vezes de evolucao fatal (Pumphery, 1951; Hoffmann et al.,
2002; Gan e Price, 2003; Sheibani e Gerson, 2008). Estudos experimentais
confirmaram o potencial toxico dos RLO a barreira epitelial ao mostrarem que a
exposicdo da mucosa colica a pequenas concentracdes de H,O, provoca
alteracdes histologicas semelhantes as encontradas na colite ulcerativa humana
(Sheehan e Brynjolfsson, 1960; Schwartz et al., 1995; Marques et al., 2010).

Uma vez que a aplicacdo de clisteres com H,O, ocasiona danos a barreira
epitelial e que as células epiteliais da mucosa intestinal com modificacbes em seu
metabolismo energético, produzem grandes quantidades de RLO, € razoavel supor
que o estresse oxidativo resultante possa ser responsabilizado pela ruptura dos
sistemas de barreira que caracteriza a fase de inducdo da colite (Pravda, 2005;
Longatti et al., 2010; Martinez et al., 2010). No entanto, a maioria dos modelos
experimentais de colite ndo permite avaliar essa possibilidade, pois o dano a
mucosa colica é infringido de forma artificial, pela aplicacdo de substancias lesivas
(Zingarelli et al., 1999; Fillmann, 2007; Almalouf et al., 2008;). Na realidade esses
modelos nao reproduzem, com fidedignidade, os mecanismos moleculares iniciais
que determinam a quebra da barreira epitelial, propostos pela teoria de inducao da
colite por radicais livres (Martinez, 2009). Todavia, mostram com clareza que a
integridade epitelial € condicdo indispensavel para evitar a infiltracdo bacteriana da
submucosa e manter a resposta imune do célon num estado quiescente. Quando
ocorre ruptura da barreira epitelial e a translocagcdo bacteriana, 0 sistema
imunoldgico induz a migracdo neutrofilica, capaz de desencadear a fase de
propagacéao proposta pela teoria (Liu et al., 2001).

O modelo experimental ideal para avaliar a veracidade da teoria de indugéo da

colite por RLO deveria provocar lesao da barreira epitelial apenas por alteracdes do
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metabolismo energético das células epiteliais, sem danificar a barreira funcional
quimicamente. Na procura por um modelo que pudesse comprovar a teoria de
inducao da colite por RLO lembramos que a colite de exclusao (CE), uma forma de
colite semelhante a ulcerativa, ocorre exclusivamente pela modificacdo do
metabolismo energético das células epiteliais (Glotzer et al., 1981; Agarwal e
Schimmel, 1989). Estudos demonstraram que a CE surge apO0s a interrup¢ao no
fornecimento de acidos graxos de cadeia AGCC, o principal substrato energético
para as células epiteliais da mucosa colica (Roediger, 1990; Giardiello et al., 1995;
Kiely et al.,, 2001). Todavia, nenhum estudo experimental tinha examinado os
mecanismos moleculares desencadeadores da CE. A possibilidade de que
modificacdes no metabolismo das células epiteliais de segmentos sem transito fecal
fossem capazes de produzir maiores quantidades de RLO, e que o estresse
oxidativo decorrente pudesse romper a barreira epitelial levando ao aparecimento da
CE, poderia ser uma explicacdo plausivel para a etiopatogenia da doenca.
Recentemente, confirmou-se essa possibilidade ao verificar-se que células do
epitélio cdlico, desprovidas do suprimento de AGCC apenas pela derivacdo do
transito fecal, aumentam a producdo de RLO, que ocasiona dano a mucosa colica,
idéntico ao encontrado na CE humana, e semelhante ao encontrado na colite
ulcerativa (Martinez, 2009; Longatti et al., 2010). Demonstrou-se atrofia das criptas
da mucosa colica, formacdo de ulceragbes epiteliais em locais onde ndo existia
infiltrac@o neutrofilica e reducéo da populacdo de células caliciformes produtoras de
muco (Sousa et al., 2008). Constatou-se que no colon sem transito havia reducéo
significativa do contetdo tecidual de mucinas neutras e &cidas e modificacbes no
padrdo de expressado dos subtipos de mucinas acidas nas criptas célicas (Nonose,

2009; Martinez et al., 2010b). Todas essas alteracfes histologicas e histoquimicas



relacionavam-se aos maiores niveis teciduais de RLO e, conseqientemente, ao
estresse oxidativo.

Ao demonstrar-se, experimentalmente, que o estresse oxidativo danifica a
camada de muco e ocasiona erosdes nas células superficiais, as primeiras linhas de
defesa da barreira funcional, é possivel que também possa comprometer as juncoes
aderentes intercelulares. Estudos ja demonstraram relacdo entre modificacbes na
expressdo tecidual das proteinas E-caderina e a colite ulcerativa e a colite
qguimicamente induzida (Dogan et al., 1995; Aust et al., 2001; Kucharzik et al., 2001).
Entretanto, nos modelos experimentais de colite quimicamente induzida, sempre
permanece a duvida se o dano as juncdes ocorria em funcdo do agente quimico
indutor da colite, pela acdo de bactérias existentes no colon com transito, ou por
neutrofilos que migrariam para o local danificado pela substancia quimica. Esses
argumentos tornam o modelo de CE interessante para estudar a possibilidade de
que o dano as jun¢fes aderentes possa ser ocasionado pelo estresse oxidativo.

Do melhor de nosso conhecimento, modificagbes no contetudo e local de
expressdo tecidual das proteinas E-caderina nas criptas intestinais ainda néo foi
avaliado em doentes ou modelos experimentais de CE. Caso seja possivel
demonstrar que o estresse oxidativo também modifique o contetdo e o local de
expressdo das proteinas nas criptas intestinais, estariamos dando uma valiosa

contribuicdo para subsidiar a teoria de inducéo da colite por radicais livres.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Colite de excluséo

Denomina-se de CE o processo inflamatério que se desenvolve na mucosa de
segmentos do intestino grosso desprovidos de transito fecal (Glotzer et al.,1981). A
doenca foi descrita no inicio da década de oitenta e desde entdo, a melhor
compreensao de seus mecanismos etiopatogénicos vem despertando interesse
crescente. A CE apresenta aspectos clinicos e histopatolégicos semelhantes aos
encontrados na colite ulcerativa, tornando dificil o diagnéstico diferencial
principalmente, nos doentes submetidos a derivagdo intestinal por complicagbes
decorrentes das DIl (Bosshardt e Abel, 1984; Geraghty e Talbot, 1991; Lavoine et
al.,1996).

A necessidade de derivagcdo do transito fecal pode ocorrer em diversas
situacdes clinicas representadas pelas neoplasias obstrutivas do colon, diverticulite
aguda, doenca de Crohn, colite ulcerativa, traumatismos ano-reto-colico, doencgas
neurolégicas e malformacdes congénitas (Korelitz et al., 1985; Keli et al., 1997; Bax
e McNevin, 2007; Koutroubakis, 2008). Com o numero crescente de cirurgias que
visam preservar a fungéo esfincteriana anorretal, confeccionando anastomoses cada
vez mais proximas ao canal anal, a necessidade de realizagcdo de estomas de
protecdo também contribuiu para o aumento dos casos de CE (Huser et al., 2008;
Tan et al., 2009; Ulrich et al., 2009).

Estima-se que 22% dos doentes submetidos a estomas de protecéo
temporérios, e que desenvolvem complicagbes das anastomoses baixas ou ultra-
baixas, tenham que conviver com a derivacéo intestinal pelo resto de suas vidas

(Fischer et al., 2010). A necessidade de conviver indefinidamente com um segmento



de colon sem transito fecal, também contribui para o aumento dos casos de CE (Keli
et al., 1997; Fischer et al., 2010). Segmentos colicos exclusos de transito fecal
também sao utilizados para reconstituicdo do transito urinario ou confeccéo de neo-
vaginas (Desrayaud et al., 2003; Abbasakoor et al., 2004; Syed et al., 2001).

Com o progredir do tempo de exclusdo, estudos vém mostrando o
aparecimento de CE nesses segmentos, com aspectos clinicos e histopatologicos
semelhantes aos encontrados na doenca inflamatdria intestinal (Desrayaud et al,
2003; Abbasakoor et al, 2004).

A CE é diagnosticada em mais de 90% dos doentes submetidos ao exame
endoscopico sistematico do intestino excluso de transito, apdés trés meses da
confeccdo do estoma (Haas et al., 1990). Cursa com intensidade leve em 52%,
moderada em 44% e acentuada em 4% dos enfermos (Haas et al., 1990; Whelan et
al., 1994). E provavel que a incidéncia seja ainda maior, ao considerar-se que 0
transito intestinal s6 é restabelecido em 23,3% dos doentes submetidos, por
exemplo, a cirurgia de Hartmann, condenando os demais a conviver pelo resto de
suas vidas com o reto excluso (David et al., 2009). Nos doentes cujo transito
intestinal é restabelecido, o periodo para a reconstituicdo €, em média, de 14 meses,
podendo chegar até 60 meses, tempo mais do que suficiente para o
desenvolvimento da CE (Habr-Gama et al., 1997; Curi et al., 2002; David et al.,
2009).

O quadro clinico da CE encontra-se diretamente relacionado a extensdo do
colon excluso de transito e ao tempo decorrido desde a derivagéo fecal (Glotzer et
al., 1981; Sousa et al., 2008). Quando a extensédo do célon desprovido de transito e
o tempo de exclusdo sdo pequenos, 0 comprometimento da mucosa € menor,

tornando os doentes praticamente assintomaticos (Lu et al., 1995). Naqueles que
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evoluem com sintomas, as queixas mais comuns incluem dor abdominal, eliminacéo
de sangue e muco pelo segmento excluso. Nos casos mais graves, pode haver
sangramento de maior monta e formacéao de fissuras e fistulas perianais semelhante
as encontradas nas DIl (Ona e Boger, 1985; Habr-Gama et al.,, 1997). Esses
mesmos sintomas também ocorrem nos doentes cujo colon foi interposto para
reconstituicdo do trato urogenital (Syed et al., 2001; Desrayaud et al.,, 2003;
Abbasakoor et al., 2004).

O diagnoéstico da enfermidade é feito pelo exame endoscopico com estudo
histopatolégico da mucosa exclusa de transito. (Sousa et al., 2008). O exame mostra
alteracdes em todos os doentes ap0s 36 meses de excluséo intestinal (Lechner et
al., 1990; Ferguson e Siegel, 1991). Macroscopicamente, a mucosa apresenta-se
hiperemiada, congesta, friavel, com apagamento dos vasos sangilineos da
submucosa e sangramento espontaneo ao minimo contato do endoscopio (Lechner
et al.,, 1990). Nos doentes muito sintomaticos, encontram-se Ulceras aftoides na
mucosa célica, macroscopicamente indistinguiveis daquelas encontradas na colite
ulcerativa, tornando problematico o diagnéstico diferencial (Lusk et al., 1984,
Geraghty e Charles, 1994; Lu et al., 1995).

As alteragbes microscopicas diferem quando se compara os resultados de
diferentes estudos, provavelmente pela falta de uniformidade em relagdo a doenca
de base que motivou a derivacao fecal e, principalmente, pelas diferengas no tempo
transcorrido desde a excluséo intestinal (Sousa et al., 2008). Estudos em seres
humanos e em modelos experimentais de CE mostraram reducéo na espessura da
camada mucosa, a custa de atrofia das criptas intestinais, bem como modificacdes
na espessura das demais camadas da parede célica (Ma et al., 1990; Biondo-

Simdes et al., 2000; Lopes-Paulo, 2002; Sousa et al.,, 2008). A deplecdo da
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populacdo de células caliciformes é aspecto controverso (Geraghty e Talbot, 1991,
2000; Lopes-Paulo, 2002; Sousa et al., 2008). Na mucosa encontra-se infiltrado
inflamatorio composto por neutrdfilos, linfocitos, macréfagos, plasmécitos e
eosinofilos, (Roediger e Nance, 1986; Geraghty e Talbot, 1991; Sousa et al., 2008).
Pode haver formacdo de abscessos na base das criptas e areas de hiperplasia
linféide nodular, considerada a alteracao histologica mais caracteristica da doenca
(Murray et al., 1987; Yeong et al., 1991; Drut e Drut, 1992). Nessas areas existe
predominio dos linfocitos B, em relacdo aos do tipo T, sugerindo que a resposta
inflamatoria na mucosa sem transito seja mais do tipo humoral, pela estimulacao
antigénica persistente, do que celular, pela menor possibilidade de infiltracdo
bacteriana a partir de um segmento sem transito fecal (Grant et al., 1997; Chetty et
al., 2009). Displasias nas criptas intestinais sdo raramente encontradas, mas podem
desenvolver-se, sobretudo nos doentes submetidos a exclusao intestinal por tempo
mais prolongado (Keli et al., 1997). Excepcionalmente, surgem microcarcinoides
nessas dareas, principalmente naqueles enfermos com maior tempo de exclusédo
(Griffiths e Dixon, 1992). Entretanto, o desenvolvimento de neoplasias de origem
epitelial nos doentes submetidos a derivagcdo de transito, por moléstias nao
relacionadas as DIl ou CCR, e que desenvolveram CE, ainda néao foi descrito.

As bases fisiopatologicas para o desenvolvimento da CE ndo se encontram
totalmente esclarecidas. J& se propds que a doenca tenha origem isquémica, ou se
deva a mudancas na quantidade e nas caracteristicas da flora do colon excluso, com
reducdo da populagédo bacteriana e predominio das bactérias redutoras de nitrato
(Villanacci et al., 2007). Entretanto, a maioria dos autores propde que a doenca surja
pela falta de AGCC na luz intestinal, provocada pela derivagao fecal (Kiely et al.,

2001; Oliveira-Neto e Aguilar-Nascimento, 2004; Wong et al.,, 2006). Essa
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possibilidade fica mais evidente quando se demonstrou que a reconstituicdo do
transito fecal, restabelecendo o substrato alimentar e a irrigagdo dos segmentos
exclusos de transito, com solugcdes nutricionais ricas em AGCC, regride as
alteracdes clinicas e histopatoldgicas da CE (Wong et al., 2006; Szczepkowski et al.,
2008).

Os AGCC, representados pelo butirato, acetato e propionato, sdo formados a
partir da fermentacdo das fibras vegetais dietéticas e dos carboidratos, pelas
bactérias anaerobicas da luz intestinal. Respondem por 90% de todo o substrato
metabolizavel utilizado pelas células da mucosa cdlica como fonte de energia
(Jargensen et al.,, 1997; Velazquez et al.,, 1997). Depois de formados, sao
rapidamente absorvidos para que as células epiteliais, através de reacbes
oxidativas, obtenham a energia necesséaria para seu funcionamento normal
(Roediger, 1982; Sousa et al., 2008).

Os mecanismos moleculares pelos quais a deficiéncia de AGCC leva ao
aparecimento da CE nao tinham sido totalmente esclarecidos. Estudos demonstram
gue quando ingeridos regularmente, os AGCC aumentam significativamente a taxa
de consumo celular de oxigénio, confirmando sua importancia como substrato
metabolizavel (Roediger, 1982 e 1990; Velazquez et al., 1997). Os AGCC possuem
efeitos protetores contra o dano tecidual provocado pelos RLO por reduzirem o0s
niveis de oxigénio tecidual (Liu et al., 2001).

Substéncias como o 2-bromo-octanoato sodico ou o ibuprofeno, que inibem a
oxidacdo dos AGCC impedindo seu aproveitamento com substrato energético,
provocam alteracdes histologicas caracteristicas da colite, sugerindo que a reducao
do seu metabolismo seja um evento inicial na etiopatogenia da CE (Agarwal e

Schimmel, 1989; Roediger e Millard, 1995). O desvio do transito intestinal,
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impedindo a passagem dos AGCC para o segmento excluso, faz com que as células
da mucosa colica ndo disponham de seu principal substrato. Dessa forma, passam a
usar a glutamina oferecida pela circulacdo sistémica como fonte energética
alternativa (Lopes-Paulo, 2002). Todavia, 0 suprimento sangiineo de glutamina
parece ser incapaz de fornecer todo substrato necesséario, modificando,
substancialmente, as reacOes celulares para obtencdo de energia (Agarwal e
Schimmel, 1989). Reforcam essas evidéncias resultados de estudos experimentais
demonstrando que a administracéo intrarretal de altas concentracdes de glutamina &
capaz de reduzir a formacédo de RLO (Fillmann et al., 2007).

Recentemente mostrou-se em uma série de estudos sequenciais que 0s
mecanismos de lesdo ao epitélio mucoso na CE, encontram-se relacionados ao
estresse oxidativo decorrente da producdo aumentada de RLO pelas células
epiteliais carentes de AGCC (Martinez et al., 2007; Longatti et al., 2010; Martinez et
al., 2010c). Os resultados encontrados sugerem, em ultima analise, que o estresse
oxidativo pode ocasionar quebra da funcdo da barreira epitelial, favorecendo o
surgimento da colite. A melhora significativa do padrdo histolégico da CE, apos
administracdo de enemas com AGCC ou &acido 5 aminosalicilico (5-ASA), um
potente antioxidante, no segmento excluso parece reforcar essas evidéncias (Nobels
et al., 1989; Caltabiano et al., 2010).

Com objetivo de verificar se 0 aumento da producdo de RLO poderia provocar
alteracdes na primeira linha de defesa do epitélio cdlico, representada pela camada
de muco quantificou-se, em modelo experimental de CE semelhante ao utilizado no
presente estudo, a expressao dos diferentes tipos e subtipos de mucinas nas criptas
do epitélio colico (Nonose, 2009; Martinez et al., 2010b). Os autores constataram

gue nos segmentos sem transito fecal ocorre reducdo significativa na expresséo
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tecidual tanto das mucinas acidas quanto das neutras (Nonose, 2009; Nonose et al.,
2009). De modo peculiar, verificou-se que além da reducédo do conteudo tecidual,
ocorriam modificacfes no padrao de expressao dos subtipos de mucinas acidas no
colon sem transito (Martinez et al., 2010b). Encontraram reducdo de ambos o0s
subtipos de mucinas acidas, porém mais significativa das sialomucinas, padréo
oposto ao da colite ulcerativa, e no CCR associado a colite ulcerativa onde existe
reducdo, principalmente, das sulfomucinas (Martinez et al.,, 2010b). Essas
modificacdes encontravam-se relacionadas aos maiores niveis teciduais de estresse
oxidativo (Martinez, 2009). Esses achados confirmam resultados de estudos
anteriores mostrando que a presenca de AGCC aumenta o trofismo do epitélio colico
e, consequentemente a producédo de muco (Finnie et al., 1995; Gaudier et al., 2009).

Todas essas evidéncias sugerem que o estresse oxidativo é capaz de destruir
a primeira linha de defesa epitelial, formada pela camada de muco que recobre o
epitélio colico (Nonose, 2009; Nonose et al., 2009; Martinez et al., 2010b).

Apesar de existirem estudos demonstrando que os RLO podem infringir danos
as juncbes aderentes que compdem o complexo de adesdo intercelular o
comportamento das proteinas E-caderina/B-catenina em modelos experimentais de
CE, ainda nao foi estudado (Rao et al.,, 2002; Ohata et al., 2005; Katsube et al.,

2007).

2.2. Radicais Livres de Oxigénio

Radical livre refere-se a um atomo ou molécula com alta capacidade reativa,
gue contenha namero impar de elétrons em sua ultima camada eletrénica (Halliwell
e Gutteridge, 1990). Este desemparelhamento eletrénico pode ocorrer pela perda ou

aquisicdo de um elétron. As reacdes de reducdo implicam no ganho de elétrons
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engquanto as de oxidacao, em perda. Como exemplo, no metabolismo celular normal
durante a fosforilagcdo oxidativa no interior das mitocondrias, quando ocorre reducao
do oxigénio molecular (0O2), existe ganho de um elétron, formando o radical
superoxido (02), considerado um verdadeiro RLO por possuir numero impar de
elétrons na sua ultima camada atdbmica e pela sua alta reatividade (Ferreira e
Matsubara, 1992).

Pesquisas vém sendo realizadas para esclarecer a importancia dos RLO em
diversas enfermidades, tais como a aterosclerose, CCR e diferentes formas de DI,
entre as quais as colites (Ribeiro et al., 2007 e 2008; Martinez et al., 2010a).

Os RLO sao formados durante as reacdes metabdlicas que ocorrem em todas
as células em um cenario de reacfes de oxido-reducao, ou seja, cedendo o elétron
solitario e oxidando-se, ou recebendo outro e, consequentemente, reduzindo-se. O
termo RLO é empregado pelo fato da maioria dos radicais livres serem derivados do
metabolismo do O2, contudo, € possivel a formagéo de outros radicais livres, pelos
mesmos mecanismos acima descritos, a partir da molécula do 6xido nitrico (Ferreira
e Matsubara, 1992).

Os RLO séo encontrados em todos os sistemas biol6gicos. Em condi¢des
fisiologicas do metabolismo energético celular o O2 sofre reducdo gradual em quatro
etapas. Esta reducdo tetravalente (aquisicdo sequencial de quatro elétrons) resulta
na formacédo de H20 e energia (Figura 1) (Ferreira e Matsubara, 1992). Durante
esse processo sdo formados produtos intermediarios reativos, representados pelos
radicais O2, hidroperoxila (HO2), hidroxila (OH) e H202. Normalmente, a reducao
completa do O2 ocorre no interior das mitocondrias, e a alta reatividade dos
produtos intermediarios formados é neutralizada pela aquisicdo progressiva de

quatro elétrons formando a H20.
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Figura 1 - Reducdao tetravalente do oxigénio em agua

Nos organismos aerobios, o O2 é reduzido a H20 na fase final da respiracao
celular, conhecida como fosforilacdo oxidativa. A molécula de O2 mantém-se unida
ao complexo citocromo-oxidase na cadeia respiratéria até que ocorra sua reducéo
total em H2O. Durante esse processo, ao receber o primeiro elétron ocorre
formacdo, como produto intermediario inicial, do anion O2 -. Com a adicdo de um
atomo de hidrogénio a duas moléculas do anion O2, este se reduz ao segundo
produto intermediario, representado pelo H202. Posteriormente, se um terceiro
elétron for acrescido, ocorrera a formacao do terceiro RLO, representado pela OH.
Finalmente, apos receber o quarto elétron ocorre a reacéo final formando H20 e O2.
Desse modo, todas as células do epitélio intestinal formam RLO permitindo a
geracdo de moléculas ou ions reativos durante o seu processo de reducédo
(Thannickal e Fanburg, 2000). Para que o anion O2 -, primeiro RLO formado no
processo de transformacdo do O2 em H20, ndo danifique a célula, ocorre sua
remocao por dismutacdo, que consiste na reacdo entre dois atomos de O2 -
catalisada pela enzima superéxido dismutase (SOD). O produto formado pela
dismutacdo do anion O2 -, pela SOD, € o H202. Os sistemas enzimaticos
intrinsecos das células, comumente encontrados nos peroxissomos, sao capazes de
degradar o H202, substancia muito toxica para a célula pela sua alta capacidade de
difusdo e de destruicdo de proteinas e fosfolipedes que formam as membranas

celulares (Pravda, 2005). Dentre os sistemas enzimaticos mais comuns que atuam
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como neutralizantes do H202 encontram-se a catalase, B-oxidase dos AGCC e a
glutationa peroxidase. O H202, apesar de nao ser considerado um RLO
propriamente dito, por ndo apresentar elétrons em numero impar na sua Ultima
camada eletrbnica, pode reagir com outro anion O2 -« ou com o ion ferro (Fe+++)
pelas reacdes de Haber-Weiss e Fenton, formando o radical OHe (Figura 2) (Halliwell

e Gutteridge, 1997; Thannickal e Fanburg, 2000).

Sequéncia da reacao de Fenton
O, + Fe?* —— O, + Fe?*
H,O, + Fe** ——— Fe®*+ OH™ + OH°
Reacao de Haber-Weiss

HEO2 +0, —— O, + OH™ + OH"*

Figura 2 - Rea¢des de Fenton e Haber-Weiss para formar OH

Estudos experimentais em ratos com colite induzida demonstram que a
suplementacdo de Fe+++ agrava o processo inflamatério a mucosa colica, e a
chance do desenvolvimento de CCR, provavelmente por aumentar a producao do
radical OH pelas reac6es de Fenton e Haber-Weiss (Rigo et al., 1977; Seril et al.,
2002). Este radical € extremamente toxico para a célula, sendo considerado o mais
danoso de todos os RLO, podendo danificar membranas, organelas, DNA e demais
constituintes naturais (Ribeiro et al., 2008). Depreende-se do exposto que a
formacdo de RLO ocorre, normalmente, durante os processos de oxidacdo de
substratos alimentares, dentre os quais se destaca a fosforilacdo oxidativa.
Alteracdes no suprimento de AGCC, tais como a que ocorre na derivacdo do transito
intestinal, podem interferir nos mecanismos de reducdo do O2 a H20 na cadeia

respiratoria mitocondrial, aumentando a producédo de RLO (Martinez, 2009).
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2.3. Defesas Antioxidantes

E essencial para a célula manter sua homeostase, o perfeito equilibrio entre
producdo e neutralizacdo dos RLO, pelos sistemas de defesa antioxidante. As
substancias com atividade oxidante sao constantemente formadas como
consequéncia direta do metabolismo energético celular (Gutteridge e Halliwell,
2000). Para proteger-se dos RLO a célula possui sistemas de defesa antioxidante
definidos como qualquer substancia que, quando presente em baixas
concentracbes, comparadas aquelas de um substrato oxidavel, atrasa
significativamente ou impede a oxidacdo daquele substrato (Fillmann, 2007). A
funcdo dessas substancias € manter os niveis de RLO em baixas concentracoes, e
para isso podem atuar em duas linhas de defesa. Uma delas, preventiva, atua como
detoxificadora do agente oxidante antes que ele cause lesdo celular (Fillmann,
2007). Esta linha de defesa é constituida pelos sistemas enziméaticos da SOD,
catalase, glutationa reduzida, glutationa peroxidase e vitamina E (a-tocoferol). A
outra linha de defesa tem a funcé&o de combater os RLO depois de formados, sendo
constituida pelo acido ascérbico, pela glutationa-redutase e glutationa peroxidase
(Fillmann, 2007). Com excecdo da vitamina E, que é um antioxidante estrutural da
membrana celular, a maior parte dos agentes antioxidantes encontra-se no meio
intracelular (Ferreira e Matsubara, 1992).

Os principais sistemas antioxidantes sao formados por enzimas e podem atuar
diretamente contra os RLO ou, ainda, reparar os danos causados ao organismo por
essas moléculas. S&o conhecidos trés sistemas enzimaticos antioxidantes: o
primeiro € composto por dois tipos de enzimas SOD, que catalisam a destruicdo do

anion superoxido O2 convertendo-o em 02 e H202. A decomposicdo do anion
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superéxido O2 ocorre naturalmente porém, por ser uma reacao de segunda ordem,
necessita que ocorra colisdo entre duas moléculas de 02, de forma que ha
necessidade de maior concentracdo do radical anion O2. A presenca da enzima
SOD favorece essa dismutacdo tornando a reacao de primeira ordem, eliminando a
necessidade da colisdo entre as moléculas (Barreiros et al, 2006). A acdo desta
enzima permite a eliminacdo do O2 mesmo em baixas concentracoes.

Existem duas formas de SOD no organismo, a primeira contém Cu++ e Zn++
como agente de reducéo e ocorre no citosol, sendo que sua atividade nao é afetada
pelo estresse oxidativo. A segunda contém Mn++ como agente de reducao, ocorre
na mitocéndria e sua atividade aumenta com o estresse oxidativo (Barreiros et al,
2006).

O segundo sistema de prevencdo ¢ muito mais simples, sendo formado pela
enzima catalase que atua na dismutacdo do H202 em O2 e H20. O terceiro sistema
€ composto pela GSH em conjunto com duas enzimas gltationa peroxidase e
glutationa redutase. A presenca do selénio na enzima (selenocisteina) explica a
importancia desse metal e sua atuacdo como antioxidante nos organismos Vvivos.
Esse sistema também catalisa a dismutacdo do H202 em H20 e 02, sendo que a
glutationa opera em ciclos entre sua forma oxidada e sua forma reduzida. A GSH
reduz o H202 a H20 em presenca de glutationa peroxidase formando uma ponte
dissulfeto e, em seguida, é regenerada (Ferreira e Matsubara, 1992; Barreiros et al.,
2006).

Dentre os antioxidantes biolégicos de baixo peso molecular, podem ser
destacados os carotendides, a bilirrubina, a ubiquinona e o acido Urico. Porém, as
mais importantes micromoléculas no combate ao estresse oxidativo sdo o0s

tocoferdis e 0 &cido ascorbico (vitamina C).
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2.4. Colite e Estresse Oxidativo

Nos ultimos anos um acumulo crescente de evidéncias experimentais sugere
que a mucosa do célon é exposta, constantemente, a consideraveis niveis de
estresse oxidativo. As mais provaveis fontes de producédo de RLO séo os leucocitos
fagocitarios presentes em grande niumero na mucosa inflamada (Naito et al., 2007).
Os leucdcitos fagocitarios sdo conhecidos pela capacidade de produzir quantidades
significativas de RLO em resposta a determinados estimulos inflamatorios, como a
infiltracdo bacteriana (Chance et al., 1979; Naito et al.,, 2007). Os RLO produzidos
pelos neutréfilos atuariam como potentes agentes bactericidas. Como as células da
mucosa colica apresentam deficiéncias em seus sistemas antioxidantes intrinsecos,
por possuirem menores quantidades de SOD, catalase e glutationa peroxidase, &
possivel que o epitélio intestinal possa ser destruido por RLO durante os periodos
de maior infiltragdo neutrofilica (Fillmann, 2007). Entretanto, ha4 décadas se
demonstrou que muitos doentes apresentam quebra da barreira epitelial sem que
exista a presenca de células inflamatérias, sugerindo que a lesdo epitelial seja
ocasionada por RLO produzidos anteriormente a infiltracdo leucocitaria (Levine et
al.,, 1951; Pravda, 2005). Estudos experimentais utilizando modelo de CE
confirmaram essas suspeitas ao encontrarem maior grau de destruicao tecidual e
altos niveis de RLO na mucosa célica sem transito fecal, sem que existisse
infiltracdo neutrofilica avaliada pela dosagem tecidual da enzima mieloperoxidase
(MPO) (Martinez, 2009; Longatti et al., 2010). Essas evidéncias sugerem que as
proprias células epiteliais da mucosa célica possam estar envolvidas no processo de

agressao a membrana basal.
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Assim, atualmente vem sendo proposto que 0 processo inicial para o
desencadeamento da colite ocorre na interface entre as células epiteliais e a
membrana basal por formacdo exagerada de RLO (Kruidenier e Verspaget, 2002;
Pravda, 2005; Rezaie et al., 2007).

Em 1960 foi possivel reproduzir em ratos quadros agudos e crbnicos de colite
pela infusdo intrarretal de solu¢cdes de H202 a 3% (Sheehan e Brynjolfsson, 1960).
Cabe destacar que esse foi o primeiro modelo experimental que reproduziu as
alteracdes histologicas encontradas em doentes com colite ulcerativa. O exame
microscépico post-mortem dos animais demonstrou ulcera¢cées da mucosa cdlica e
infiltracdo neutrofilica proxima a segmentos com mucosa normal. Nos ratos
sobreviventes as ulceracdes cicatrizaram em tempo médio de 10 semanas, com
excecdo de algumas localizadas nas por¢cfes mais caudais do reto (Sheehan e
Brynjolfsson,1960). Estes trés achados: areas de inflamacdo mucosa convivendo
com &reas normais, inflamacdo localizada principalmente no colon esquerdo e o
carater recorrente do processo inflamatério, também séo caracteristicas encontradas
em doentes com colite. A toxicidade do H202 é tdo intensa que mesmo pequenas
concentragdes, quando em contato com a mucosa colica, produzem quadro clinico e
histoldgico indistinguiveis da colite (Pravda, 2005).

Essas mesmas alteragcbes também podem ser encontradas em seres
humanos. Uma série de casos relacionou a instilagdo de H202 intrarretal ao
aparecimento de inflamacdes da mucosa do colon e reto, semelhantes as que
ocorrem na colite ulcerativa e na CE (Sheehan e Brynjolfsson, 1960; Bilotta e Waye,
1989). Contudo, surgiram referéncias ao desenvolvimento de formas graves de
colite, até mesmo fatais, subsequientes ao uso de enemas com H202 com esse

objetivo terapéutico (Benson e Bargen, 1939). Mesmo pequenas quantidades da
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substancia, como as utilizadas para a limpeza dos colonoscopios, podem causar
colite (Bilotta e Waye, 1989). Restava duvida quanto a capacidade das células
normais da mucosa célica de produzir RLO.

Tais duvidas foram dirimidas, quando se demonstrou que 0s colondécitos
produzem, constantemente, H202 como produto do metabolismo celular aerdbico
(Chance et al., 1979; Eaton e Qian, 2002). Verificou-se que em condi¢cdes normais,
90% do H202 é formado como radical toxico pela cadeia respiratoria de transporte
de elétrons no interior das mitocéndrias (Eaton e Qian, 2002).

Quando se supbe que o H202 originario do metabolismo respiratorio celular
pode ser responsavel pela quebra da barreira epitelial cdlica, o estresse oxidativo
poderia representar a manifestacdo mais precoce da agressao tecidual em
portadores de CE. Para que esta possibilidade pudesse ser confirmada seria
necessario demonstrar, experimentalmente, que células da mucosa coélica
desprovidas de AGCC seriam capazes produzir maior quantidade de RLO que,
ocasionando estresse oxidativo tecidual, levariam ao desenvolvimento de CE.

A importancia do estresse oxidativo na colite fica mais evidente com o0s
resultados de estudos demonstrando que o emprego de substancias antioxidantes,
enzimaticas como a SOD e naturais ou sintéticas como a acetilcisteina,
deferoxamina, quercitrina, rofecoxibe, curcumina e o acido 5- ASA sdo capazes de
diminuir, em animais experimentacdo, a agressao oxidativa na colite quimicamente
induzida por sulfato sédico de dextrana (DSS) (Blau et al., 2000; Arafa et al., 2009).
Da mesma forma, recentemente, demonstrou-se que o acido 5-ASA, muito utilizado
no tratamento da colite ulcerativa, também se mostrou eficaz no tratamento da CE
por reduzir os niveis de estresse oxidativo tecidual (Maximo et al., 2009; Caltabiano

et al., 2010).
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2.5. Mecanismos de Adesao Celular

A adesado celular é uma caracteristica primaria da arquitetura de muitos
tecidos. O tecido que reveste o tubo digestivo € formado por uma Unica camada de
células epiteliais com funcdes absortivas, intimamente aderidas entre si, e a lamina
basal, localizada subjacente ao epitélio mucoso (Alberts et al., 2004). As células
epiteliais da mucosa célica unem-se umas as outras por sistemas de adesao célula-
célula, as quais suportam grande parte do estresse mecanico. Para manter esse
mecanismo, filamentos protéicos de actina que formam o citoesqueleto celular,
atravessam o citoplasma de cada célula epitelial e unem-se a juncdes
especializadas localizadas na membrana plasmatica. Esse mecanismo € composto
por numerosas moléculas de adeséao celular (CAM). As CAM podem ser moléculas
de adesdo entre duas células vizinhas ou entre uma célula e a lamina basal. Na
mucosa do célon essas moléculas sdo dependentes de calcio (Ca++) e podem ser
destruidas quando se expfe o epitélio a substancias quelantes do Ca++ como o
etileno-diamino-tetra-acético (EDTA).

As CAM quando unem células semelhantes o fazem através de adesfes
denominadas homofilicas e, quando unem células de diferentes tecidos formam as
adesdes heterofilicas. As CAM da familia das integrinas sdo responsaveis por
manter as células epiteliais firmemente aderidas a lamina basal, enquanto as
juncdes celulares e os desmossomos respondem pelo sistema de adesao
intercelular (Alberts et al., 2004). As jungdes intercelulares especializadas localizam-
se em pontos onde existe contato entre duas células ou entre uma célula e a matriz

extracelular.
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As juncdes intimas tém como principal funcdo selar, hermeticamente, as
membranas entre duas células com intuito de evitar que moléculas pequenas
migrem de um lado para outro do espaco intercelular (Lodish et al., 2004). Ao
mesmo tempo, devem permitir a passagem de nutrientes selecionados através do
epitélio para o fluido extracelular (Alberts et al., 2004) As juncles intimas séo
formadas principalmente, pelas claudinas, ocludinas e proteinas ZO responsaveis
pela formacao da zona ocludente.

Estudos analisando a mucosa inflamada de doentes com colite ulcerativa ou
em modelos experimentais de colite induzida encontraram reducdo do conteudo
tecidual das proteinas que formam as juncdes bloqueadoras, principalmente as
claudinas, facilitando a infiltracdo bacteriana e a migracdo neutrofilica pelo epitélio
intestinal (Hanby et al., 1996; Gassler et al., 2001). As jun¢Bes comunicantes
controlam a passagem de impulsos elétricos ou quimicos de uma célula a outra,
estabelecendo uma fantastica rede de comunicacdo entre um grupo de células
justapostas (Lodish et al., 2004). Finalmente, as juncdes aderentes conectam o
citoesqueleto interno de uma célula a outra, através de um complexo protéico
formado pelas proteinas das familias das caderinas, cateninas, vinculinas e actinina.
As juncdes aderentes também se comunicam com proteinas das vias de sinalizagédo
intracelulares, capacitando-as a participarem dos mecanismos de sinalizagao
existentes no interior das células.

As caderinas sdo as principais proteinas constituintes das juncdes aderentes
(Alberts et al., 2004). Pertencem a familia das CAM dependentes de Cat+ e
desempenham papel fundamental na diferenciacdo tecidual, polarizacdo e
estratificacdo epitelial (Duband e Thierry, 1990). Ja foram descritos mais de 40 tipos

de caderinas, segundo o tecido onde sdo encontradas; porém, as mais comuns sao
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as caderinas E (epitelial), P (trofoblasto) e N (sistema nervoso). A E-caderina, é
principal molécula de adesdo celular encontrada no epitélio colico (Gumbiner e
McRea,1993). E uma proteina transmembrana com peso molecular de 120 kDa,
transcrita a partir do gene cdhl, localizado no cromossomo 16g22.1 que,
caracteristicamente, possui duplo dominio funcional, um extracelular e outro
citoplasmatico. O dominio citoplasmatico da E-caderina se une a uma ou mais
proteinas de ancoramento intracelular, enquanto o dominio extracelular interage com
o dominio extracelular de outra molécula homodloga, proveniente da célula vizinha,
por um mecanismo dependente de Ca++ (Figura 3) (Alberts et al., 2004; Lodish et
al., 2004). No espaco intercelular, ions Ca++ se posicionam entre cada molécula de
E-caderina, mantendo as proteinas juntas com intuito de constituir um mecanismo
de adesao mais rigido. A E-caderina atua como proteina de adeséo transmembrana,
ligando indiretamente a actina do citoesqueleto de duas células vizinhas. No dominio
citoplasmatico, a E-caderina interage com filamentos de actina de forma indireta, por
meio de um grupo de proteinas de ancoramento denominadas cateninas, localizadas
no citoplasma celular, paralelas ao folheto interno da membrana plasmatica (Alberts,
2004).

Para que ocorra o ancoramento entre a E-caderina e a actina do citoesqueleto
celular, proteinas da familia das cateninas ( -catenina, B- catenina, y-catenina e
p120) sdo imprescindiveis. As cateninas comunicam o dominio citoplasmatico da E-
caderina com a actina celular por meio de interagdes entre as diferentes isoformas

da proteina (Nagafuchi e Takeichi, 1988; Demetter et al., 2000).
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Membrana
plasmatica

Alfa-catenina

Beta-catenina

Figura 3 - Jungdo de ancoramento (juncdo aderente) do epitélio colico [Modificado de Peéina-

Slaus (2010)]

No epitélio cdlico normal, o maior contingente da proteina E-caderina se
expressa nas juncdes de aderéncia situadas logo abaixo das jungdes ocludentes na
superficie luminal das células. Estudos utilizando técnicas imunohistoquimicas
demonstraram que a E-caderina e encontrada principalmente nas membranas das
células epiteliais especializadas voltadas para a luz intestinal (Jankowski et al.,
1998). Durante a diferenciacao celular e em algumas DIl existe reducao no conteudo
da E-caderina, alterando, sensivelmente, os mecanismos de adesao célula-célula.
Estudos ja demonstraram que ocorre reducdo substancial na expresséo tecidual
proteina E-caderina nas células da superficie mucosa de doentes com colite
ulcerativa, CCR associado a colite ulcerativa e CCR esporadico (Aust et al., 2001). A
comparacao entre tecidos normais e inflamados, em portadores de colite ulcerativa
mostra reducao significante do conteudo tecidual de E-caderina apenas nos locais
onde existe doenca ativa, mas em nenhum tecido normal (Karayiannakis et al.,

1998). Esses resultados confirmam a forte relacdo existente entre reducdo no
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conteudo da E-caderina na superficie epitelial e a progresséo das colites (Jankowski
et al.,, 1998) Confirmaram esses achados pesquisas utilizando camundongos
geneticamente silenciados para o gene que transcreve a E-caderina, mostrando que
animais que nao expressam a proteina desenvolvem alteracfes histologicas
semelhantes as encontradas na colite ulcerativa humana, incluindo ulceracoes
epiteliais, abscessos nas criptas colicas e infiltrado neutrofilico mucoso (Hermiston e
Gordon, 1995).

Varios mecanismos sao capazes de destruir as juncdes aderentes no epitélio
colico. Dentre esses mecanismos 0 estresse oxidativo merece lugar de destaque
(Parrish et al., 1999). Estudos mostram que exposicdo da mucosa colica a altas
concentracfes de RLO pode oxidar o Ca++ que mantém unidas as moléculas de E-
caderina situadas entre duas células (Parrish et al., 1999). Quando existe oxidacao
das moléculas de Ca++, aumenta o conteudo citoplasmatic da -catenina e,
consequentemente, a divisdo celular (Parrish et al., 1999; Pravda, 2005). Os RLO
também podem dissociar as juncdes entre a E-caderina e a 3-catenina no citosol
celular, por um mecanismo tirosina-quinase dependente, o que também pode levar
ao acumulo citoplasmatico da 3 -catenina induzindo a divisao celular (Katsube et al.,
2007). Todavia, essa possibilidade é dificil de ser estudada nos modelos de colite
quimicamente induzida, pois a ruptura das juncdes aderentes pode ocorrer pela
acao dos agentes lesivos.

Acreditamos que com o modelo de CE torna-se possivel verificar se o estresse
oxidativo € capaz de degradar as proteinas formadoras das juncfes aderentes.
Como no modelo de CE néo existe exposicado das jungdes a nenhuma substancia
toxica, talvez seja possivel mostrar que eventuais modificagfes na expresséo da E-

caderina decorram apenas do estresse oxidativo, ocasionado apenas pelo aumento
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da producdo de RLO por células epiteliais metabolicamente alteradas. Embora
estudos ja tenham mostrado a relacdo entre modificacfes no conteudo e padrédo de
expressao tecidual da proteina E-caderina em doentes e modelos experimentais de
colite ulcerativa, do melhor de nosso conhecimento, esta possibilidade ainda nao foi
avaliada em enfermos ou modelos experimentais de colite de excluséo.

A luz dessas consideracdes, torna-se interessante verificar se o estresse
oxidativo altera o conteudo e modifica o local de expressdo da proteina E-caderina.
Caso essa possibilidade seja confirmada, teriamos mais uma evidéncia experimental

em favor da teoria de inducdo da colite por RLO.

29



3. OBJETIVOS

1. Quantificar, por morfometria computadorizada, a expressdo tecidual de E-
Caderina na mucosa colica de segmentos providos e desprovidos de transito fecal;
2. Verificar a influéncia do tempo de exclusdo de transito fecal na quantidade
tecidual de E-Caderina em segmentos colicos providos e desprovidos de transito
intestinal.

3. Verificar a influéncia do estresse oxidativo na etiopatogenia da colite de excluséo.
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4. MATERIAL E METODOS

A realizacdo deste estudo obedeceu a Lei Federal 11.794 de 08/10/2008 (Lei
Sérgio Arouca) e as orientacdes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animal em

Pesquisa (CEUAP) da Universidade S&o Francisco, Braganca Paulista (Anexo A).

4.1 Grupos experimentais

Foram utilizados 60 ratos machos (Rattus norvegicus albinus) da linhagem
Wistar, SPF (Specific Pathogenic Free) provenientes do Centro Multidisciplinar de
Investigacdo Bioldgica da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB-UNICAMP),
com peso variando entre 300 a 320 g em média, com idade de quatro meses.

Foram constituidos, aleatoriamente, trés grupos experimentais com 20
animais, divididos segundo o sacrificio ter sido realizado seis, 12 e 18 semanas ap0s
a intervencao cirurgica. Cada grupo foi dividido em dois subgrupos denominados
experimento e controle. No primeiro subgrupo, com 15 animais, foi realizada a
derivacdo do transito intestinal o célon esquerdo (subgrupo experimento) e no
segundo, composto de cinco animais, foi realizada apenas laparotomia sem

derivacao do transito (subgrupo controle).
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c ) Colite de excluséo
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Figura 4 - Esquema da distribuicao dos grupos experimentais

4.3 ETAPA PRE-OPERATORIA

Durante o periodo pré-operatério (sete dias), os animais foram mantidos em
gaiolas individuais, em ambiente climatizado, com controle de temperatura,
luminosidade, umidade e ruidos. Todos permaneceram em jejum durante 12 h,
exceto para agua, antes da intervencao cirurgica. As gaiolas foram identificadas com
o numero, grupo e subgrupo experimental a que cada animal pertencia. Esses
mesmos dados foram tatuados com tinta da China (tinta nanquim) na cauda de cada

um deles.

4.4 ANESTESIA

No dia da intervencdo, animais foram pesados para o célculo da dose de
anestésico. Para tal, foi utilizado o cloridrato de xilazina 2%1 e o cloridrato de
guetamina na dose de 0,1mL/100g, administrado por via intramuscular na pata

traseira esquerda.
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Os animais foram pesados semanalmente durante todo o periodo do experimento

até a data do sacrificio (Anexo C).

4.5 TECNICA OPERATORIA

Depois de anestesiados e fixos a mesa cirdrgica, em decubito dorsal
horizontal, foi realizada a tricotomia da regido abdominal, da pelve até as rebordas
costais, com aparelho elétrico de depilacao. Utilizou-se a polivinilpirolidona-iodo para
anti-sepsia da area depilada, posteriormente, recoberta por campo cirdrgico
fenestrado estéril. A cavidade abdominal foi aberta por meio de incisédo longitudinal
mediana com trés centimetros de extensédo. Terminada essa etapa, foi identificada a
placa de Peyer, estrutura linféide situada na face anterior do colon na transicao entre
o reto e o sigmaoide (Figura 5). Com o auxilio de paquimetro, foi medida a distancia
entre a placa de Peyer e o local escolhido para a secc¢ao do colon esquerdo,
gue seria a 4 cm acima da extremidade superior da placa. Apds ligadura dos vasos
da arcada colica marginal (Figura 6), foi seccionado o colon no ponto escolhido e
exteriorizado o segmento proximal, como colostomia terminal, pela incisao circular,
com 3 mm de didmetro, realizada na regido do hipocondrio esquerdo. Fixou-se a
colostomia a pele com pontos separados de fio absorvivel monofilamentar 4-03 nos
guatro pontos cardinais, e depois entre eles, amarrando sempre com trés nos.

Terminada a confeccdo da colostomia proximal, foi cateterizado o segmento
caudal do intestino grosso com sonda de polivinil medindo 12 F de diametro interno,
e o irrigou-se com 40 mL de solucéo fisiologica 0,9% aquecida a 37°C (Figura 7), até
gue o efluente drenado pelo anus ndo apresentasse material fecal. Concluida a
irrigacéo, o cateter foi removido, exteriorizado o célon distal como colostomia (fistula

mucosa distal) na face lateral inferior esquerda da parede abdominal (Figura 8). A
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colostomia distal foi fixada com a mesma técnica utilizada na colostomia proximal.
Realizou-se sintese da parede abdominal em dois planos de sutura: peritbnio e
aponeurose com pontos continuos de fio de acido poliglicélico 4-0 e a pele com

pontos separados de nylon 4-0.

Figura 5 - Identificacdo da placa de Peyer (seta) na parede anterior da transi¢cdo entre o reto e o

colon sigmoide

Figura 6 - Ligadura da artéria marginal do célon descendente no ponto determinado para

confeccdo dos estomas
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Figura 7 - Limpeza mecénica anterdgrada do colon distal a ser excluso de transito fecal

Figura 8 - Aspecto final da parede abdominal ap6s confeccdo dos estomas. Colostomia distal
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4.6 POS-OPERATORIO

Concluida a operacdo, os animais foram mantidos por 10 minutos sob
lampada aquecida e, apds a recuperacdo anestésica, alojados nas gaiolas
individuais previamente identificadas. Foi liberada a ingestdo de H20 e racao
padronizada, apos terem recuperado completamente o estado de vigilia.

Os animais permaneceram em gaiolas individuais até a data do sacrificio, nas
mesmas condicfes ambientais de umidade, luminosidade e temperatura do periodo
de pos-operatorio. Apos a intervencdo, ndo foi tomado qualquer cuidado adicional
com relacédo a ferida operatoria ou aos estomas, nem foram utilizados analgésicos

ou antimicrobianos.

4.7 COLETA DO MATERIAL

Na véspera do dia programado para a coleta do material, os animais foram
novamente pesados e mantidos em jejum por 12 h, exceto para agua.

Para a remocgdo dos fragmentos colicos a serem estudados, foram
anestesiados com a mesma técnica anteriormente descrita, e foi realizada incisao
xifopubica. Apés liberacdo das aderéncias, caso presentes, removeu-se 0 colon
provido de transito, incluindo a colostomia, e todo o segmento caudal do célon
desprovido de transito fecal, incluindo o anus. Nos animais do subgrupo controle,
ressecou-se todo o intestino grosso, incluindo o anus. Os animais foram
sacrificados, ainda sob efeito anestésico com dose inalatéria letal de éter.

Depois de removidos os segmentos, foram abertos longitudinalmente, pela
face anti-mesocdlica, e lavados com soro fisioldgico a 0,9% aquecido a 37°C, para
remocdo dos residuos fecais ou muco. De cada segmento (providos e desprovidos

de transito) foram retirados trés fragmentos, medindo cada um deles 20 mm de
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extensdo, o primeiro destinado a confeccédo dos blocos de parafina e os outros para
determinacdo dos niveis de MPO tecidual (infiltracdo neutrofilica) e de estresse
oxidativo tecidual pelo ensaio em cometa. Os trés fragmentos do segmento provido
de transito foram colhidos a um centimetro da fixacdo do estoma no peritdnio
parietal, desprezando a regido da colostomia e os fragmentos dos segmentos sem
transito, 10 mm a partir da fixacdo do estoma ao peritonio parietal e 5 mm acima do
anus, desprezando o canal anal. Nos animais do grupo controle, foram colhidos,
sequencialmente, o0 mesmo numero de fragmentos também com 20 mm de
comprimento 10 mm acima da placa de Peyer. Nos fragmentos destinados a
mensuracao dos niveis de estresse oxidativo, foi isolada a mucosa (Figura 9) das
demais camadas da parede, por micro-dissecacao realizada com o auxilio de lupa
entomologica, que foi acondicionada em frasco com solucdo tampao, apos
identificacéo, e refrigerada a -80°C.

Desprovido de transito

Provido de transito
Figura 9 - Fragmentos de mucosa célica dos segmentos desprovidos e providos de transito

fecal.

37



4.8 TECNICA HISTOLOGICA

Para a realizacdo do estudo histopatolégico, foram dispostos e fixados com
alfinetes fragmentos com 20 mm de extensédo, retirados dos colons com e sem
transito de cada animal do grupo experimento e do célon esquerdo dos animais do
grupo controle, em superficie plana de cortica com a face mucosa voltada para cima.
ApoOs identificacdo, acondicionamos o material foi acondicionado em frascos
contendo 20 mL de solucéo de formaldeido tamponado a 10%. Os espécimes foram
dispostos tomando-se o cuidado para que ficassem totalmente imersos na solucéo
onde permaneceram por 72 h. Depois deste periodo foram retirados, lavados em
agua corrente e agua destilada para, em seguida, serem desidratados em
sucessivas concentracdes crescentes de alcool e clarificados em xilol. Apos essa
etapa, o material foi incluido em blocos de parafina. Cada bloco foi submetido a trés
cortes longitudinais, com 5 y de espessura, para confec¢cédo das laminas destinadas
ao estudo histolégico convencional e painel imunohistoquimico para as proteinas E-
caderina e B-catenina. As laminas destinadas a avaliagdo da presenca de colite

foram coradas com a técnica da hematoxilina-eosina (HE).

4.9 TECNICA IMUNOHISTOQUIMICA (E-CADERINA)

Para realizacdo da técnica imunohistoquimica para pesquisa da proteina E-
caderina no bloco previamente confeccionado, foram realizados cortes histologicos,
com 5 y de espessura em todas as amostras colhidas dos animais do subgrupo
controle e experimento (segmentos com e sem o fluxo fecal) nos trés periodos de
exclusado propostos. Os cortes foram dispostos em laminas com margens foscas

previamente identificadas com o grupo experimental, subgrupo, nimero do animal e
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local do colon de onde o fragmento tinha sido removido. As laminas foram
desparafinadas, reidratadas em alcool em concentracfes decrescentes (absoluto,
95%, 80% e 50%) e lavadas em agua destilada.

Depois da lavagem, as laminas foram submersas em tampéao fosfato (PBS)
(0,05 M, pH 7,2) por 10 minutos e secas com papel filtro. Realizou-se blogueio da
atividade de peroxidases enddégenas com H202 a 3% em camara umidificada, a
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 s6dio 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 pesquisa da expressdo tecidual da E-caderina, as laminas foram
cobertas com anticorpo primario anti-E-caderina, especifico de rato (Ref. M3612,
Lote. 10026955)7, diluido a 1:50 em albumina bovina (1%). As laminas foram
cobertas com 100 pL da sajé@o contendo o anticorpo primario, e mantidas em
refrigeracdo a 4°C por 24 horas. As laminas foram entdo lavadas com PBS,
incubadas com anticorpo secundario e submetidas ao complexo de coloracédo
estreptavidina-biotina-peroxidasel1l0 por 45 minutos, preparado com uma diluicdo de
1:100 em PBS. As laminas foram desenvolvidas usando preparacédo de
tetrahidrocloreto diaminobenzidina (DAB, 10 mg em 10 mL de PBS com 3 mL
(H202), que foi gotejada sobre as laminas e incubada por trés minutos. A seguir
foram entdo lavadas, e contra coradas com verde de metila por um minuto e,
novamente, lavadas em agua destilada. Finda a contra coloragdo, foram entdo

desidratadas por imersdo em solucdes crescentes de etanol (50%, 80%, 95% e
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100%) e xileno. Finalmente, as laminas foram montadas, rotuladas e mantidas em
posicéo horizontal por 24 horas.

A imunocoloracdo foi considerada positiva quando se detectava coloracdo
acastanhada difusamente presente, com pontos de intensidade variavel e
distribuicAo homogénea na membrana apical, basolateral ou citoplasma das células.
Como recomenda o fabricante, o controle negativo para a imunocoloracao foi
realizado sem a adicdo do anticorpo primario e o positivo em tecido de célon

humano, sabidamente positivo para as proteinas.

4.10 AVALIACAO HISTOLOGICA

A andlise das laminas foi feita com microscopio 6ptico comum, Nikon Eclipse
DS-5011, com magnificacao final de 200 x, por patologista experiente em doencas
colorretais e técnicas imunohistoquimicas e que desconhecia a origem do material e
0s objetivos do estudo. A documentacgdo fotografica das laminas selecionadas foi
feita com camera de video-captura (DS-Fi- 50)12, acoplada ao microscopio
trinocular. As imagens capturadas foram, posteriormente, digitalizadas e
armazenadas no computador e em dispositivo de memoria removivel (pen-drive)
para copia de seguranca [extensdes de arquivo de imagem tagged image file format
(tiff) e NISElements (NIS)].

Para avaliar a presenca de colite, foram considerados 0s seguintes
parametros histoldgicos: presenca de ulceracdes no epitélio e escore de graduacao
inflamatoria, segundo escala anteriormente proposta, modificada quanto a sua

estratificacdo (Gupta et al., 2007) (Tabela 1).

40



Tabela 1 - Escala de graduacgéo do escore inflamatério

Grau de inflamacdao Escore Caracteristicas histopatoldgicas
Ausente 0 Sem infiltracdo neutrofilica tecidual
Leve 1-3 Infiltracdo neutrofilica (<50% das criptas)
Infiltrac&o neutr?)l#ilica (<50% dos campos)
+

Auséncia de erosdes ou Ulceras

Moderado 4-6 Infiltrac@o neutrofilica (> 51% das criptas)
ou

Infiltrag&o neutrofilica (> 51% dos campos)
+

Auséncia de erosdes ou Ulceras

Intenso 7-8 Presenca de erosfes ou Ulceras
Modificada de Gupta et al.(2007)

4.11 ANALISE DA EXPRESSAO TECIDUAL DE E-CADERINA

A expressao das proteinas foi avaliada segundo o local e o conteudo da
imunocoloracgéo. Inicialmente, consideramos o local onde ocorria a expressao das
proteinas, ao longo das criptas cdlicas (apice ou base) classificando a intensidade
da imunocoloracdo, em cada um dos locais, em cruzes (+ a +++). O padrdo de
expressao tecidual final adotado para cada lamina foi a mediana encontrada, apos
leitura de trés campos diferentes que apresentassem pelo menos trés criptas
integras e contiguas, A graduacdo em cruzes foi feita por dois observadores
independentes e os resultados conflitantes foram posteriormente analisados em
conjunto. As diferencas encontradas entre os observadores foram dirimidas por um
terceiro observador. Nenhum deles conhecia o local do colon de onde o material

havia sido removido nem a proteina estudada.
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O conteudo tecidual total de E-caderina foi mensurado por analise de imagem
assistida por computador (morfometria computadorizada), quantificando-se o
conteudo de ambas, em trés criptas colicas contiguas em trés campos aleatérios. A
imagem selecionada, apos adequadamente focada, foi capturada por videocamera
acoplada ao microscopico Optico, e analisada pelo programa NIS-Elements13
instalado em um computador com boa capacidade de processamento de imagens
(Pentium 4 dual-core, 4 Ghbyte de Memodria RAM (Random Access Memory), dois
Hard Disk de 200 Gbhyte, placa de video-captura ASUS).

A quantificacdo da proteina foi sempre realizada apdés a calibragdo do
programa para o aumento selecionado. A calibracéo foi sempre refeita apos a leitura
de cada lamina. Para a quantificacdo da densidade de cor encontrada em cada
campo selecionado, foi utilizado o filtro RGB adotando-se todo comprimento de onda
que continha a cor marrom (cor que identificava a imunoexpressédo tecidual da
proteina). Com o programa, transformou-se a coloracdo marrom, onde havia a
imunoexpressao, na cor branca e o restante do campo de visdo capturado, sem
imunocoloragdo, em preto. Os valores encontrados para o contetdo tecidual da
proteina estudada foram sempre expressos em porcentagem das proteinas por
campo analisado. O valor final adotado para os animais dos subgrupos controle e
experimento (segmentos providos e desprovidos de transito intestinal) foi sempre
representado pelo valor médio, com o respectivo desvio padrdo. Todas as imagens

selecionadas foram arquivadas para posterior documentacao fotografica.
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Figura 10 - Expressdo da proteina E-caderina em segmento colico provido de transito de

animal submetido a excluséo fecal por 18 semanas (200x).

Figura 11 - Quantificacdo da expresséo tecidual da proteina E-caderina (coloracdo branca) por

analise de imagem assistida por computador (200 x)
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4.12 ATIVIDADE TECIDUAL DE MIELOPEROXIDASE

A atividade da MPO foi avaliada como indice da infiltracdo neutrofilica da
mucosa e da submucosa colica, segundo método descrito por Bradley et al. (1982).
Resumidamente, as amostras dos segmentos colicos providos e desprovidos de
transito fecal e do grupo controle pesando 50 mg cada,foram homogeneizadas em
solucdo de brometo de hexadexi-triimetilaménio e em 50 mM de PBS em pH 6 por
15 a 20 segundos. A seguir, cada amostra foi centrifugada por 10 minutos, a 4°C, e o
sobrenadante separado e colocado em placa de 96 pocos, que foi mantida no gelo.
Para a determinacéo dos niveis teciduais de MPO, em cada poc¢o contendo 50ml de
cada amostra, foram adicionados 200 pL de solucéo de o-dianisidina [(0,167 mg/mL
o-dianiside dihidrocloridro, 0,0005% H,0O, em 50 mM de PBS (pH 6,0)],
imediatamente antes da leitura das mudancas da curva de absorbancia a 460 nm,

de 30 em 30 segundos por trés minutos.

4.13 ELETROFORESE EM GEL DE CELULA ISOLADA (ENSAIO DO COMETA)

Foi realizada a quantificacdo dos niveis de estresse oxidativo pela eletroforese
em gel de células isoladas (ensaio do cometa) segundo padronizagdo técnica
anteriormente proposta (Pool-Zobel et al.,1999).

Resumidamente, para a deteccdo dos niveis de estresse oxidativo, foram
utilizadas amostras provenientes dos animais do grupo controle e experimento da
regido colica provida e desprovida de transito intestinal. Todas as amostras foram
colhidas e analisadas em triplicata. Os espécimes foram incubados em 3 mL de

solugdo tampéo de Hank’'sl5 contendo 5,5 mg de proteinase K16 e 3 mg de
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colagenaselO por 45 minutos a 37°C para a o isolamento das células da mucosa
colica. Aliquotas foram retiradas e a viabilidade celular avaliada.

Foi realizado o ensaio do cometa apenas nas amostras que apresentassem
viabilidade celular maior que 75%, avaliada pelo método do diacetato de
fluoresceina (FDA)/brometo de etidio (EtBr)17. Resumidamente, a solucdo de
coloracéo celular foi preparada imediatamente antes da sua utilizacéo e contendo 30
mL de FDA em acetona (5mg/mL), 200 mL de EtBr em tampéo fosfato (PBS; 200
mg/mL), e 4,8 ml de PBS18. A suspensdo contendo células isoladas foi entdo
misturada com 25 mL da solugcédo corante, colocada sobre lamina e recoberta com
laminula. As laminas foram lidas no microscopio de imunofluorescéncia. O nucleo
das células viaveis corava-se em verde, e em vermelho o das células inviaveis. Apos
analise das laminas, foram selecionadas amostras dos tecidos que apresentassem
mais de 75% das células viaveis.

A versao alcalina do ensaio do cometa foi realizada de acordo com protocolo
publicado por Ladeira et al. (2005). Em resumo, 15 ml da suspensao celular
previamente obtida foram misturados a agarose low melting point 0,5%9, postos
sobre uma lamina e cobertos com laminula. Essas foram imersas em solucao de lise
gelada (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10mM Tris, 1% SDS, pH 10 com 1% Triton X-
100 e 10% DMSO) e permaneceram a 4°C por 12 horas. Subsequentemente, foram
expostas a um tampéao alcalino (1 mM EDTA e 300 mM NaOH, pH = 13,4) por 40
minutos a 4°C. A eletroforese foi realizada nesse tampé&o, no interior da geladeira a
4°C, por 30 minutos a 25 V e 300 mA. Apds a corrida da eletroforese, as laminas
foram entdo neutralizadas (0,4 M Tris, pH 7,5), coradas com Sybr SafelO, e

analisadas ao microscopio de fluorescéncia.
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Todo material foi processado e analisado simultaneamente para evitar
variacbes da técnica empregada. Duzentas ceélulas foram aleatoriamente
selecionadas (100 de cada segmento intestinal, provido e desprovido de transito) e
analisadas usando o programa Komet 5.519. Com o auxilio do programa, foi obtido o
valor da extensdo da cauda do cometa (Tail moment) sendo seus valores médios
determinados. Segundo o manual do fabricante, o Tail moment (TM) é definido como
o produto entre os fragmentos de DNA da cauda e a distancia média da migracao da
cauda do cometa, e reflete a extensdo das rupturas das hélices de DNA (estresse
oxidativo), podendo ser quantificado por métodos de intensificacdo de imagem e
analise computacional (Ribeiro et al., 2008) (Figura 12). Para cada animal, utilizou-
se a meédia dos valores obtidos com a leitura de 100 células de cada segmento

colico realizada pelo mesmo técnico, que desconhecia a origem do material e os

objetivos do estudo.

Figura 12 - Avaliacdo dos niveis de estresse oxidativo (Tail Moment), pelo ensaio do cometa.
(A) Célula normal; (B) Célula com dano oxidativo moderado e (C) Célula com dano oxidativo

intenso

4.14 METODO ESTATISTICO
Os resultados foram sempre descritos pelo valor médio com respectivo desvio

padrdao. Nivel de significancia de 5% (p < 0,05). Foi utilizado o teste de Mann
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Whitney para analisar a presenca de Ulceras, escore de graduacao inflamatéria,
conteudo de E-caderina, MPO, estresse oxidativo comparando animais do grupo
controle e experimento (segmentos providos e desprovidos de transito fecal). Utilizou
se o teste de mediana para comparar a intensidade de expressao das proteinas E-
caderina nas regifes apical e basal das criptas coélicas nos grupos controle e
experimento (segmentos colicos providos e desprovidos de transito), nos diferentes
tempos de exclusdo. Foi empregado o teste de Kruskal-Wallis para analise de
variancia com relacéo ao tempo de exclusédo do transito e as variacdes da expressao
da proteina E-caderina entre as regifes apicais e basais. Adotaram-se 0s testes de
Pearson e Spearmann para avaliar a correlacdo entre as variaveis e o tempo de
exclusdo fecal Para o estudo estatistico foi usado o programa SPSS20 (versao

13.0).
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5 RESULTADOS
5.1 ALTERACOES HISTOLOGICAS

A Figura 13 mostra a parede colica em segmento provido de transito apés 12
semanas. Observa-se que a parede célica apresenta criptas regulares, ordenadas,

sem formacao de Ulceras epiteliais ou presenca de infiltrado neutrofilico.

Figura 13 - Parede do c6lon provido de transito Figura 14 — Parede do c6lon desprovido de transito

apés 12 semanas da excluséo do transito fecal apés 12 semanas da excluséo do transito fecal

(HE - 200 x) (HE — 200 x)

A Figura 14 mostra as camadas da parede colica em segmento desprovido de
transito apds 12 semanas de exclusao intestinal. Observam-se erosdes na superficie
mucosa colica, irregularidades das criptas intestinais, ruptura da camada muscular
da mucosa, congestéo vascular da submucosa e infiltracdo de neutrofilos na camada
submucosa e na base das criptas.

A Figura 15 mostra a superficie epitelial da mucosa coélica em segmento
provido de transito apés 18 semanas de exclusao intestinal. As glandulas célicas

encontram-se alinhadas e as células caliciformes encontram-se repletas de muco.
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As células da superficie apical (células absortivas) encontram-se justapostas sem

solugdes de continuidade.

Figura 16 — Superficie epitelial do célon desprovido de transito apdés 18 semanas de

exclusdo intestinal (HE-400x)

A Figura 16 mostra superficie epitelial da mucosa colica em segmento
desprovido de transito apés 18 semanas de exclusao intestinal. As glandulas célicas
encontram-se dilatadas com grande quantidade de muco na sua luz.

As células caliciformes encontram-se dilatadas e substituem as células
absortivas na superficie apical que ndo mais apresentam a mesma justaposicao.

Encontra-se infiltrado neutrofilico e congestao vascular entre as criptas.
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5.2 ULCERACOES NA MUCOSA COLICA
A Figura 17 mostra a superficie mucosa cdlica de segmento provido de

transito apd6s 18 semanas de exclusao intestinal. Verificamos que as criptas coélicas

encontravam-se preservadas sem a formacao de Ulceras epiteliais.

Figura 17 - Superficie mucosa coélica no coélon provido de Figura 18 — Superficie mucosa no célon desprovido
transito apos 18 semanas de exclusao intestinal de transito ap6s 18 semanas de excluséo intestinal.

(HE - 100x) Presenca de Ulcera no epitélio (seta) (HE — 100 x)

A Figura 18 mostra a superficie mucosa colica de segmento desprovido de
transito apds 18 semanas de exclusdo intestinal. Verificamos a presenca de infiltrado
inflamatério na mucosa e submucosa, congestdo vascular na submucosa e
ulceragbes com tamanho variavel atingindo a camada muscular da mucosa em duas
oportunidades.

O Gréfico 1 mostra a média, com o respectivo desvio padrdo, dos valores
encontrados para o numero de ulceragbes na mucosa cdlica, comparando animais
dos subgrupos controle e experimento (segmentos providos e desprovidos de
transito fecal) nos diferentes periodos de exclusdo propostos. N&o foram
encontradas Ulceras epiteliais nos segmentos desprovidos de transito apos seis
semanas de exclusado. Verificou-se que surgiam ulceracdes na mucosa célica dos
segmentos desprovidos de transito intestinal, a partir da 122 semana de excluséo e

gue aumentavam em numero com o progredir do tempo de derivacdo fecal. Nos
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segmentos exclusos de transito, apos 12 semanas, 0 numero de ulceracoes
encontradas era de 2,0 £ 0,30, enquanto apos 18 semanas era de 2,9 + 0,30.
Comparando segmentos colicos sem transito com o célon com transito e animais do
grupo controle, verificou-se que apés 12 e 18 semanas o0 numero de Ulceras era

significativamente maior (p < 0,05).

25

15

Ulceragao damucosa

0.5

6 semanas 12 semanas 18 semanas

Controle

Grafico 1 - UlceragBes da mucosa colica comparando os subgrupos controle e experimento

(co6lons com e sem transito) nos diferentes periodos de excluséo.

5.3 GRADUACAO INFLAMATORIA

O Gréfico 2 mostra, em média com o respectivo desvio padrdo, os valores
encontrados para o escore inflamatério, comparando animais dos subgrupos
controle e experimento (segmentos providos e desprovidos de transito fecal) nos
diferentes periodos de exclusdo propostos. Encontramos maior escore inflamatorio
nos segmentos desprovidos de transito independente do tempo de exclusao
considerado. O valor do escore inflamatorio no colon desprovido de transito por seis

semanas era de 3 £ 0,40. Verificou-se que, nos segmentos colicos desprovidos de
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transito apos 12 e 18 semanas de exclusao intestinal, esses valores eram de 8,0 +
0,37, apresentando significancia estatistica quando comparados ao cdolon com

transito preservado e aos animais do grupo controle (p < 0,05).
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Grafico 2 - Escore inflamatério comparando os subgrupos controle e experimento (c6lons com

e sem transito) nos diferentes periodos de excluséo.

5.4 EXPRESSAO TECIDUAL DE E-CADERINA

A Figura 20 mostra a expressao tecidual da proteina E-caderina na mucosa
cOlica de segmentos desprovidos de transito fecal apds 12 semanas de derivacdo

intestinal.
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Figura 19. Expresséo tecidual de E-caderina Provido de transito — 18 semanas

Figura 20- Padréo de expresséo de E-caderina na mucosa de segmento cdélico desprovido de transito fecal apds 12

semanas de derivacdo intestinal. Imunohistoquimica para E-caderina (200 x)

Figura 21 — Padrao de expressédo de E-caderina na mucosa de segmento célico desprovido de transito fecal apés 18

semanas de derivagao intestinal. Imunohistoquimica para E-caderina (200 x).
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A Figura 21 mostra a expressao tecidual da proteina E-caderina ha mucosa
colica de segmentos providos de transito fecal apdés 18 semanas de derivacdo

intestinal.

5.5 CONTEUDO TECIDUAL DE E-CADERINA

Grafico 3 mostra em meédia, com o respectivo desvio padrdo, o contetudo
tecidual de E-caderina, comparando o0s subgrupos controle e experimento
(segmentos providos e desprovidos de transito fecal) nos diferentes periodos de
exclusdo de transito fecal. No cdlon excluso por seis semanas, o conteudo tecidual
de E-caderina foi de 5,35 + 0,79%, enquanto nos animais submetidos a derivacéo
por 12 e 18 semanas, foram de 5,44 + 1,23% e 6,67 +2,06% respectivamente.
Encontramos menor conteudo tecidual de E-caderina nos segmentos desprovidos de
transito fecal quando comparados aos do cdlon com transito preservado e aos
animais do grupo controle, independente do tempo de excluséo.
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Grafico 3 - Conteldo tecidual de E-caderina comparando animais dos subgrupos controle e experimento

(c6lons com e sem transito) nos diferentes periodos de exclusao do transito intestinal
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5.6 INTENSIDADE DE EXPRESSAO DA E-CADERINA SEGUNDO O LOCAL DA
CRIPTA COLICA

O Grafico 4 mostra a intensidade de expressdo da proteina E-caderina nas
regides apicais das criptas da mucosa coélica nos animais dos grupos controle e
experimento (segmentos com e sem transito fecal nos diferentes tempos de
exclusdo considerados. Verificou-se que independente do tempo de exclusao
considerado, ocorria reducdo significativa no contetdo de E-caderina nas regifes

apicais das criptas cdlicas, nos segmentos sem transito.
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Grafico 4 - Variacdo do contelddo tecidual de E-caderina na regido apical das criptas

6 semanas - 12 semanas

comparando animais dos subgrupos controle e experimento (c6lons com e sem transito) nos

diferentes periodos de exclusao do transito intestinal.

Grafico 5 mostra a intensidade de expressao da proteina E-caderina nas

regides basais das criptas da mucosa célica nos animais dos grupos controle e
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experimento (segmentos com e sem transito fecal) nos diferentes tempos de
exclusdo considerados. Verificou-se que no célon desprovido de transito ndo houve
modificacdes na intensidade de expressao das proteinas quando comparado com 0s
animais do grupo controle e segmentos com transito fecal dos animais do grupo

experimento.
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Grafico 5 - Variagcdo do conteudo tecidual de E-caderina na regido basal das criptas colicas

comparando animais dos subgrupos controle e experimento (c6lons com e sem transito) nos

diferentes periodos de exclusédo do transito intestinal.

5.7 NiVEIS TECIDUAIS MIELOPEROXIDASE (MPO)

O grafico 6 mostra em média, com o respectivo desvio padréo, os niveis de
MPO, comparando os subgrupos controle e experimento (segmentos providos e
desprovidos de transito fecal) nos diferentes tempos de exclusao.

Os niveis de MPO foram semelhantes no subgrupo controle e nos segmentos

providos de transito independente do tempo de exclusédo. No cdlon excluso por seis
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semanas, os niveis de MPO foram de 1,96 + 0,51U.G-1, enquanto nos animais
submetidos a derivacao por 12 e 18 semanas, foram de 1,09 £ 0,12 U.g-1 e 0,70
. 0,12 U.g-1, respectivamente. Encontramos niveis de MPO maiores nos segmentos
sem transito fecal apds 6 e 12 semanas (p < 0,05) quando comparados aos do colon
com transito e aos animais do grupo controle. Apos 18 semanas de exclusdo, os
niveis de MPO nos segmentos sem transito tornavam-se semelhantes aos do célon

provido de transito fecal e aos dos animais do grupo controle.
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Grafico 6 - Niveis de atividade da mieloperoxidase (MPO) comparando animais dos subgrupos
controle e experimento (c6lons com e sem transito) nos diferentes periodos de exclusédo do

transito intestinal

5.8 NIVEIS TECIDUAIS DE ESTRESSE OXIDATIVO TECIDUAL

O Gréfico 7 mostra em média, com o respectivo desvio padrdo, os valores
encontrados para os niveis de estresse oxidativo tecidual, comparando animais dos
subgrupos controle e experimento (segmentos providos e desprovidos de transito
fecal) nos diferentes tempos de exclusao do transito. Os niveis de estresse oxidativo
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ao DNA foram semelhantes no subgrupo controle e nos segmentos com transito,
independendo do tempo de exclusdo considerado. Encontramos niveis teciduais de
estresse oxidativo significativamente maiores nos segmentos desprovidos de transito
quando comparados aos segmentos com transito e ao subgrupo controle,
independente do tempo de exclusdo considerado (p < 0,05). No colon excluso de
transito por seis semanas, esses valores eram de 3,24 + 0,44 TM, enquanto apés 12

e 18 semanas de exclusao os valores foram de 3,74 @40 TM e 4,37 0,32 TM,

respectivamente.
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Grafico 7 - Niveis de estresse oxidativo ao DNA comparando os subgrupos controle e

experimento (c6lons com e sem transito) nos diferentes tempos de excluséo
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5.9 VARIACOES SEGUNDO O TEMPO DE EXCLUSAO

N&o encontramos variacbes no numero ulceracbes da mucosa célica, bem
como no escore inflamatorio, nos animais do subgrupo controle e nos segmentos
com transito preservado, independente do tempo de exclusdo considerado.

A Tabela 2 mostra a variacdo da presenca de ulceracbes na mucosa, € 0
escore inflamatério no colon desprovido de transito fecal, em relacédo aos tempos de
exclusao propostos. Verificamos que a formacéo de ulceracdes no epitélio colico dos
segmentos desprovidos de transito aumentava com o decorrer do tempo de
exclusao (p = 0,001). Do mesmo modo, constatamos que o grau de inflamacao nos
segmentos desprovidos de transito aumentou com o progredir do tempo de excluséo

intestinal (p = 0,001).

Tabela 2 - Variacdo dos valores médios mensurados para presenca de Ulceras, congestéo
vascular e escore inflamatdério em segmentos desprovidos de transito fecal, em relagcdo aos

diferentes tempos de exclusédo

Célon sem transito

(Média + Desvio Padréo) p
6 semanas 12 semanas 18 semanas
Ulcera¢gdes da mucosa 0+0 2,0+£0,30 2,9+0,30 0,001*
Escore inflamatoério 3+0,40 8,0 +£0,37 8,0+0,37 0,001*

*=Significante; Teste de Kruskal-Wallis

A Tabela 3 mostra a variacdo dos niveis de atividade de MPO e niveis
teciduais de estresse oxidativo no célon sem transito fecal, em relacdo aos tempos
de exclusdo propostos. Verificamos que nesses segmentos 0s niveis teciduais de
MPO diminuiam com o decorrer do tempo de excluséo fecal (p = 0,00001) enquanto

0S niveis de estresse oxidativo nos segmentos desprovidos de transito aumentaram
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com o decorrer do tempo de exclusdo intestinal (p = 0,0001 e p = 0,0007,

respectivamente).

Tabela 3 - Variacdo dos valores médios mensurados para niveis de atividade de MPO e niveis
de estresse oxidativo, no célon desprovido de transito fecal, em relagdo aos diferentes tempos

de exclusao.

Célon sem transito

Média = D.P. p
6 semanas 12 semanas 18 semanas
MPO (U.g-1) 1,96 + 0,51 1,09+ 0,12 0,70+0,12 0,00001*
Estresse oxidativo (TM) 3,24 +£0,44 3,74 +£0,40 4,37 +£0,32 0,0007*

MPO = Mileoperoxidase; TM = Tail moment; DP = Desvio padrdo; * Significante; Teste de Kruskal-

Wallis.

A Tabela 4 mostra a variacdo do contetdo total de E-caderina na superficie
mucosa do célon sem transito fecal, em relagdo aos tempos de exclusédo propostos.
Verificamos que nesses segmentos o conteudo tecidual das proteinas nédo se
modificava com o decorrer do tempo de exclusdo (p = 0,13 e p = 0,05,

respectivamente).

Tabela 4 - Variagdo dos valores médios mensurados para o contetdo total de E-caderina, no

co6lon desprovido de transito fecal, em relacéo aos diferentes tempos de exclusédo

Coélon sem transito

Média £ D.P. (% / campo) p
6 semanas 12 semanas 18 semanas
E-caderina 5,35+0,79 5,44+1,23 6,67+2,06 0,13

DP = Desvio padrdo; % = Porcentagem; Teste de Kruskal-Wallis.
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Tabela 5 - Variacdo dos valores médios mensurados para o conteudo total de E-caderina, na
regido apical das criptas célicas nos segmentos desprovidos de transito fecal, em relagao aos

diferentes tempos de excluséo.

Coélon sem transito

Mediana (cruzes) p
Apical Basal
6 semanas ++ + 0,04*
12 semanas + + ns
18 semanas + + ns

*Significante; ns= ndo significante;Teste de Kruskal-Wallis

5.10 CORRELACOES ENTRE AS VARIAVEIS E O TEMPO DE EXCLUSAO

A Tabela 6 mostra a correlacdo entre o numero de Ulceras e grau de
inflamacé@o nos segmentos desprovidos de transito fecal em relacdo ao tempo de
exclusdo. Verificamos que o maior numero de ulceracbes epiteliais e 0 escore
inflamatorio encontravam-se diretamente relacionados ao tempo de exclusao (p =

0,0001).

Tabela 6 - Correlacdo entre a presenca de ulceras e grau de inflamacé&o, no
colon excluso de transito em relacdo ao tempo de excluséo

Coeficiente p Tempo Ulceras Escore
rs - 0,967 0,799
tempo
p - 0,0001* 0,0001*

rs = Coeficiente de Spearman; *Significante.

A Tabela 7 mostra a correlagdo entre os niveis de MPO, estresse oxidativo,
conteudo total de E-caderina, nos segmentos desprovidos de transito fecal em
relacdo ao tempo de exclusdo. Verificamos que o0s niveis de MPO estavam
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inversamente relacionados ao tempo de exclusdo, enquanto o estresse oxidativo
estava diretamente relacionado. O conteudo total de E-caderina ndo apresentava

correlagcdo com o tempo de excluséo.

Tabela 7 - Correlacéo entre os niveis de MPO, estresse oxidativo, conteddo total de E-caderina,

no célon excluso de transito em relagcdo ao tempo de excluséo

Coeficiente p MPO Estresse Oxidativo E-caderina total
rs - 0,9679 0,7721 0,2570
Tempo
p 0,00001* 0,00001* 0,08

rs = Coeficiente de Spearman; *Significante

A Tabela 8 mostra a correlacdo entre o conteudo de E-caderina nas regioes
apicais e basais das criptas colicas, nos segmentos desprovidos de transito fecal,
em relacdo ao tempo de exclusdo. Verificamos que o conteudo de E-caderina na
regido apical das criptas encontra-se inversamente relacionado ao tempo de
exclusdo, enquanto contetudo na regido basal, ndo houve correlacdo com o tempo

de exclusao.

Tabela 8 - Correlacdo entre o conteido de E-caderina nas regides apicais e basais das criptas

cllicas, nos segmentos desprovidos de transito fecal, em relacdo ao tempo de exclusao

Coeficiente p Apical Basal
Tempo rs - 0,3693 0,0655
Y 0,01* 0,6692

r = Coeficiente de Spearman; *Significante
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6. DISCUSSAO

6.1 QUANTO AO METODO

A maioria dos estudos que avaliaram as alteracdes histologicas da mucosa
colica em modelos experimentais de CE considera o rato um bom modelo animal,
pois desenvolvem atrofia de criptas, edema, congestao vascular da submucosa,
infiltrado neutrofilico, ulceracbes da mucosa e hiperplasia nodular linféide,
comparaveis as descritas nos seres humanos (Nassri et al., 2008; Martinez et al.,
2010a e 2010Db).

Entretanto, outros autores ndo consideram o rato como um animal de
experimentacdo adequado para o estudo da CE, pois a freqiéncia com que se
encontram alteracfes histologicas que caracterizam a CE é muito baixa (Biondo-
Simbes et al., 2000). E provavel que essas opinides divergentes estejam
relacionadas aos diferentes modelos experimentais adotados para inducdo da CE.
Anteriormente, ja tinhamos estudado, por analise de imagem assistida por
computador, as principais alteracdes nas diferentes camadas da parede intestinal,
comparando segmentos com e sem transito fecal (Sousa et al., 2008). Nesse estudo
adotamos a mesma metodologia usada na presente pesquisa e encontramos atrofia
das criptas intestinais, com formacdo de Ulceras epiteliais que se encontravam
relacionadas ao tempo de exclusdo, além de infiltrado neutrofilico, congestao
vascular, edema e focos de hiperplasia nodular linféide, aspectos histolégicos
comuns na CE (Sousa et al.,, 2008). No presente estudo, confirmamos esses
achados.

Optou-se por um periodo jejum de 12 horas antes da intervencéo cirurgica
programada, com intuito de reduzir ao maximo o conteudo fecal no interior do célon.
O isolamento dos animais em gaiolas individuais tornou possivel o melhor controle
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das caracteristicas das evacuacdes, tais como presencga se sangue ou muco, assim
como aspectos relacionados a cicatriz cirirgica e ao estoma. O isolamento tambéem
evitou que um animal agredisse o estoma do outro, fato observado durante a
elaboracdo do estudo piloto para padronizacdo das etapas experimentais adotadas
nesta pesquisa. Revisando a literatura recente, ndo encontramos estudos
mencionando os cuidados dispensados no preparo pré-operatorio em modelos de
CE (Pinto et al., 2007).

De modo semelhante ao anteriormente proposto, optamos pelo fornecimento
de racdo padronizada e esterilizada, nos dias que antecederam a intervencao
cirdrgica (Keli et al.,1997). Durante o periodo pré-operatério, ndo observamos
diarréia ou outro sinal que sugerisse a presenca de colite em qualquer dos animais
selecionados para o estudo. A padronizacao da dieta também assegurou que todos
recebessem o mesmo conteudo de fibras dietéticas, mantendo uniforme o
fornecimento de AGCC para o colon provido de transito.

Adotamos a placa de Peyer como reparo anatdmico para estabelecer o local
da seccdo do colon. Outros preferem utilizar a reflexdo peritoneal como reparo
anatomico ou padronizar o local de seccéo pela introducéo de cateter graduado em
centimetros por via anal para confec¢do do estoma (Kissmeyer-Nielsen et al. 1994).
Acreditamos que introducdo de um cateter via anal, poderia ocasionar traumatismos
a mucosa reto-célica levando ao aparecimento de lesdes epiteliais. Como na escala
de graduacao inflamatéria utilizada a presenca de ulcera¢des no epitélio colico era a
variavel com maior peso na estratificacdo do grau de inflamacéo, evitamos esse
método de mensuracdo, com o receio de provocar lesbes epiteliais iatrogénicas.
Além do mais, ulceragBes traumaticas da mucosa coélica poderiam ocasionar

solugbes de continuidade no epitélio intestinal que permitiiam a infiltracdo
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bacteriana, e a consequente migracdo neutrofilica, que além de interferirem na
estratificacdo da graduacédo inflamatoria poderiam aumentar os niveis de RLO
produzidos pela maior quantidade de neutrdfilos ativados.

A placa de Peyer é uma estrutura linfoide, invariavelmente localizada na
regido terminal do célon dos ratos (Priolli et al., 2009). Encontra-se anteriormente ao
epididimo, em machos, ou ao Utero, nas fémeas. Pela rapida localizacdo permite
que a medida das distancias intracavitarias seja mais facilmente obtida quando
comparada a outros reparos anatémicos (Priolli et al., 2009). Acreditamos que a
adocao da placa de Peyer, como reparo anatdmico para o ponto de escolha da
seccdo colica reduziu a extensdo da incisdo cirargica e 0 tempo necessario para
identificacdo do local padronizado para seccao célica. O emprego do paquimetro
garantiu ainda uniformidade na identificacdo do local para confeccéo dos estomas.

Entretanto, é importante salientar que a placa de Peyer € estrutura linfoide,
rica em células inflamatérias e capazes de produzir RLO. Para o estudo dos niveis
de estresse oxidativo e avaliagdo da expressdo das proteinas de adesdo celular
selecionadas, sempre tivemos o cuidado de coletar os fragmentos colicos fora da
regido que continha a placa. Com isso acreditamos que o0s niveis de estresse
oxidativo e a determinacdo do conteudo e local de expressdo das proteinas E-
caderina e B-catenina foram mensurados sempre na mucosa coélica, e ndo sobre
uma estrutura que substitui parte da mucosa colica (Priolli et al., 2009).

A maioria dos estudos avaliando a CE foi feita a partir de espécimes obtidos
de doentes, submetidos a exclusao fecal realizada por diferentes enfermidades e
com diferentes periodos de excluséo intestinal (Frisbie et al., 2000). Assim, ndo é
possivel estabelecer comparacao uniforme entre os diferentes aspectos histolégicos,

bem como avaliar o tempo necessario para o desenvolvimento da doenca.
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De modo semelhante, revisando os estudos experimentais que utilizaram
modelos de CE, verificamos diferencas, ndo s6 quanto a técnica, mas também com
relacdo ao tempo adotado de excluséo intestinal (Pinto et al. 2007).

Essa falta de uniformidade impossibilita comparacdo fidedigna entre os
resultados publicados nos diferentes estudos. A prépria escolha do grupo que
serviria de controle para o experimento, também ndo apresenta qualquer
padronizacdo. Alguns excluiram o transito fecal por uma, duas, quatro e doze
semanas adotando como grupo controle animais sacrificados logo apos a derivacao.
(Kissmeyer-Nielsen et al., 1994). Outros elaboraram grupos experimentais,
comparando animais sacrificados imediatamente ap0s a cirurgia e depois de 17
semanas, adotando como controle fragmentos colicos obtidos do segmento provido
de transito no inicio do experimento (Keli et al., 1997). Outro autor sacrificou animais
no inicio do experimento e retirou uma porcdo do célon para analise comparativa
com o segundo grupo, sacrificado apds quatro semanas (Lopes-Paulo, 2002). Outra
pesquisa avaliou animais submetidos a exclusao, sacrificando-os apdés uma, duas,
quatro e oito semanas, porém, diferente dos demais, adotou como grupo controle
espécimes obtidos do célon provido de transito dos mesmos animais (Biondo-
Simoes et al., 2000).

Percebe-se, portanto, que nado existe consenso em relacdo ao tempo de
exclusao proposto, bem como na forma de se constituir o grupo controle.

No presente estudo preferimos constituir dois grupos experimentais um
controle onde os animais s6 eram submetidos ao procedimento anestésico e a
manipulagéo intestinal sem a derivacdo fecal e outro experimento composto por
animais colostomizados. Adotamos esta estratégia por acreditarmos que as

diferentes intervencdes realizadas nos dois grupos poderiam determinar alteracdes
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histoldgicas, bioquimicas e niveis de estresse oxidativo tecidual distintas, tornando
os resultados dificeis de serem comparados. Foi por esta razdo que propusemos,
também, a comparacao entre espécimes retirados do célon com transito preservado
do mesmo animal. Desta forma, avaliamos dois segmentos colicos obtidos de
animais submetidos a mesma operacdo, sem a interferéncia da técnica cirurgica
adotada.

Como ja tinhamos padronizado o tempo de exclusdo em estudos anteriores,
neste optamos por excluir o transito fecal também por seis, 12 e 18 semanas (Sousa
et al., 2008; Nonose et al.,, 2009; Martinez, 2009). Com essa padronizacao,
encontramos alteracfes histologicas nos segmentos desprovidos de transito de
todos os animais caracteristicas de colite, independente do tempo de excluséao.
Utilizando a mesma metodologia ja tinhamos encontrado alteracbes histoldgicas
semelhantes (Sousa et al.,, 2008). Ao avaliarmos a primeira linha de defesa da
barreira epitelial também encontramos, assim como ocorre em outras formas de
colite, redugcdo da produgcdo de mucinas neutras e &cidas nos segmentos
desprovidos de transito (Nonose et al., 2009; Martinez et al., 2010b). Esses achados
confirmam resultados de pesquisas que demonstraram a importancia do suprimento
constante de AGCC para manutencgéo do trofismo epitelial e indugéo de genes que
transcrevem as fragfes protéicas das mucinas (Nonose et al., 2009).

Para o estudo histopatolégico, todos os espécimes previamente fixados, foram
submetidos a cortes de 5 pm, sempre no sentido longitudinal em relacdo as
camadas da parede célica. Esse cuidado tinha como objetivo seccionar a parede
cOlica no sentido paralelo as camadas da parede colica facilitando a interpretacdo
das variaveis histoldgicas estudadas e, principalmente o local de expressdo da E-

caderina. Cortes transversais dificultam a identificacdo de ulceragbes no epitélio
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colico, a intensidade do infiltrado inflamatério na mucosa e submucosa e,
principalmente, o local de expressdao das proteinas (apical ou basal) nas criptas
intestinais. Acreditamos que este detalhe foi importante para analise histologica de
campos que continham uma sequéncia de trés criptas integras e contiguas.

Durante a analise das laminas, em nenhum momento os patologistas foram
informados com relacédo ao local do célon onde o fragmento tinha sido removido,
bem como a que grupo experimental pertencia. Com isso, acreditamos ter tornado a
interpretacdo das variaveis histopatologicas e imunoistoquimicas mais fidedignas.
Esse mesmo cuidado foi adotado pelos técnicos que realizaram a dosagem de MPO
e 0 ensaio do cometa.

Apesar da possibilidade de analisarmos a expressao dos genes codificadores
da proteina E-caderina empregando técnica amplificacdo em cadeia pela reacédo de
polimerase em tempo real (RT-PCR), optamos pelo estudo imunohistoquimico. Essa
analise pode ser feita com diferentes métodos, principalmente representados pelas
técnicas de imunoblot, imunofluorescéncia ou imunohistoquimica. Optamos pela
técnica imunoistoquimica, pois além de estarmos familiarizados com o método,
pretendiamos analisar ndo sé o conteudo tecidual, mas mudancas no local de
expressdo das proteinas nas criptas intestinais. Este tipo de analise seria dificil de
ser feita avaliando apenas a expressdo génica ou dosagem bioquimica. Estudos
anteriores demonstraram que a analise por imunohistoquimica ou
imunofluorescéncia apresenta vantagens em relacdo ao imunoblot para pesquisa
das proteinas formadoras das juncgdes intercelulares (Kucharzik et al., 2001).
Entretanto, a técnica imunohistoquimica requer cuidados especiais.

A reatividade cruzada do anticorpo primério permitiu identificar,

qualitativamente e quantitativamente, a presenca da E-caderina nas células normais
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e inflamadas das criptas colicas. Um terceiro aspecto a ser considerado € que a
positividade da imunocoloracdo ou sua auséncia devem ser sempre
complementadas por estudos morfolégicos e histolégicos convencionais. A
imunocoloracdo também deve ser comparada com controles positivos e negativos
para as proteinas selecionadas. Para tanto, tivemos o cuidado de realizar a anélise
da expressado imunohistoquimica da E-caderina no mesmo corte histologico onde
antes, o patologista tinha avaliado os aspectos histolégicos pela técnica da HE. Nos
animais que apresentam imunoexpressado positiva, o anticorpo anti-E-caderina se
liga nas membranas celulares ou no citoplasma. Para pesquisa da proteina
estabelecemos controles negativos e positivos adotando as orientacdes
recomendadas pelo fabricante. Para o controle negativo, utilizamos tecidos obtidos
do colon humano e de ratos onde a técnica imunohistoquimica foi realizada sem a
adicao do anticorpo primario.

Para o controle positivo empregamos tecido obtido de carcinoma de célon,
sabidamente positivo para ambas as proteinas.

A avaliacdo das alteragBes histopatologicas e imunohistoquimicas em
modelos de colite geralmente sédo feitos de forma subjetiva, dependendo da
experiéncia do patologista. O emprego de método de analise de imagem que
permita avaliacdo objetiva tras maior fidedignidade e uniformidade em relacédo aos
resultados obtidos. Varidveis passiveis de mensuracdo, tais como o conteudo
tecidual das proteinas coradas por imunohistoquimica podem ser determinadas
objetivamente, possibilitando comparagbes mais precisas entre tecidos normais e
inflamados. A analise de imagem assistida por computador vem sendo utilizada com
varios objetivos e apresenta como vantagens, em relacdo aos métodos

convencionais, a avaliacdo quantitativa das estruturas microscépicas, de forma
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objetiva e rapida (Nonose, 2009; Nonose et al., 2009; Martinez et al., 2010b). Do
melhor do nosso conhecimento, a morfometria computadorizada, nunca foi utilizada
para quantificar os niveis de teciduais de E-caderina em modelos de CE.

A presenca de neutrofilos no tecido inflamado é situacdo frequente nos
portadores de colite (Yamada e Grisham, 1991; Nosélova et al., 2000).
Representam o PMN mais comuns no infiltrado inflamatério e, vem sendo
constatado, que contribuem significativamente para a piora da lesdo tecidual
(Nosél'ova et al., 2000). Os neutrofilos ativados sé@o capazes de produzir altos niveis
de RLO como agentes bactericidas e, portanto, relacionados ao surgimento de
estresse oxidativo tecidual (Naito et al., 2007). A quantidade de RLO formada pelos
neutréfilos aumenta com a gravidade da inflamacao (Fillmann, 2007). Os neutréfilos
produzem grande quantidade do radical O2 -, substrato importante para a formacéao,
por dismutacdo, do H202 e do radical OH quando na presenca do ion Fe++
(Fillmann, 2007). O excesso desses RLO, apesar de bactericidas, provoca morte
celular pela peroxidagdo dos fosfolipedes constituintes da membrana plasmatica
(Sheridan et al., 1996; Pravda, 2005).

O infiltrado tecidual por neutréfilos também € encontrado nos modelos de
colite quimicamente induzida, assim como nos modelos experimentais de CE (Keli et
al.,, 1997; Martinez, 2010a). A avaliacéo do infiltrado neutrofilico tecidual pode ser
feita por técnicas histoldgicas e bioguimicas. A pesquisa da MPO é um dos métodos
mais utilizado para avaliar a intensidade do infiltrado inflamatério por neutréfilos na
colite humana ou em modelos experimentais (Longatti et al., 2010). A MPO é uma
enzima encontrada nos granulos azuréfilos dos neutréfilos estimando-se que mais

de 95% do seu total esta presente nessas células. Os restantes 5% sdo encontrados
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nos monacitos circulantes (Naito et al., 2007). Como o maior contingente de MPO é
proveniente dos neutrofilos, a dosagem dos niveis da enzima nos tecidos é utilizada
como marcador da presenca de infiltracdo tecidual por neutréfilos (Fillmann, 2007;
Naito et al., 2007). A maioria dos estudos experimentais adotou a quantificacdo dos
niveis teciduais de MPO para avaliar o grau de infiltracdo neutrofilica nos modelos
de colite induzida por TNBS (Yamada e Grisham, 1991; Barros et al., 2010) e acido
acético (Almalouf et al., 2008). Todos encontraram altos niveis de MPO nos tecidos
colicos inflamados, fazendo com que sua determinacdo possa ser considerada como
indice fidedigno para a avaliacdo da infiltracdo neutrofilica e, indiretamente, como
confirmacédo da presenca da colite (Noséal'ova et al., 2000;). A dosagem da atividade
da MPO também é utilizada para avaliar o potencial de resposta terapéutica de
varias substancias em modelos de colite (Schwartz et al., 1995). Estudo recente
demonstrou que ratos com colite induzida, quando tratados com enemas de AGCC,
apresentaram melhora no escore histoldgico inflamatério e reducdo nos niveis
teciduais de MPO, concluindo que os AGCC devem ser utilizados no tratamento da
doenca (Cetinkaya et al., 2005).

O método que utilizamos vem sendo adotado nos estudos mais recentes que
avaliaram sua presenca em modelos experimentais de colite (Martinez, 2009; Barros
et al., 2010; Martinez et al., 2010c). Optamos por avaliar a intensidade do infiltrado
neutrofilico associando o estudo histolégico aos niveis teciduais de MPO com o
intuito de conferir maior fidedignidade aos resultados. Apesar da dosagem tecidual
da MPO ser considerada parametro util para a avaliacdo da presenca de inflamacéo
mediada por neutrdfilos, apenas 0 nosso grupo avaliou os niveis teciduais de MPO
em modelos experimentais de CE (Martinez, 2009; Longatti et al., 2010; Martinez et

al., 2010c). A avaliacdo do grau de infiltracdo neutrofilica, associando método
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histolégico e bioquimico, em modelos experimentais de CE, relacionando-a ao
estudo das proteinas que compde as juncdes aderentes € uma contribuicdo inédita.

A quantificacdo dos niveis de estresse oxidativo tecidual também pode ser
realizada por varias técnicas. Dentre as mais utilizadas encontra-se a dosagem
tecidual de malondialdeido, produto da peroxidacdo de fosfolipedes da membrana
celular, dosagem plasmatica ou urinaria dos niveis de 8-hidroxideoxiguanosina ou de
produtos da oxidacdo avancada de proteinas (Baskol et al., 2008; Marques et al.,
2010). Todavia, sé@o técnicas bioquimicas sensiveis, sujeitas a variacbes e que
necessitam razoavel quantidade de tecido para a sua determinacédo (Mgller, 2005 e
2006; Ribeiro et al., 2008). Em virtude dos limites relacionados com a obtencao de
material suficiente para todas as analises envolvidas no presente estudo, essas
técnicas nao podiam ser aplicadas. Com o advento da técnica da eletroforese em gel
de célula unica (ensaio em cometa), tornou-se possivel quantificar os niveis de
estresse oxidativo em uma uUnica célula, o que reflete de maneira mais precisa os
niveis de estresse oxidativo em todo o tecido (Mgller, 2006; Glei et al., 2009).

Atraves da relacdo obtida entre a extensado distancia do DNA migrado (cauda
do cometa) e o DNA integro (nucleo do cometa) é possivel quantificar os niveis de
estresse oxidativo em cada célula isolada. A técnica possibilita a comparagédo das
células da mucosa colica normal com as do epitélio inflamado (Glei et al., 2009).

A possibilidade de quantificar os niveis de estresse oxidativo em pequenos
fragmentos de tecido o ensaio do cometa também permite a avaliacdo dos efeitos
terapéuticos de substancias, na prevencao da agressao inflamatoria mediada pelos
RLO nas diversas etapas da sequéncia colite e carcinoma (Caltabiano et al., 2010).
O ensaio do cometa é um dos métodos mais sensiveis para avaliacdo dos niveis de

estresse oxidativo, apresentando maior acuracia quando comparado a outras
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técnicas (Glei et al., 2009). Sua alta sensibilidade aliada ao seu baixo custo faz com
que venha sendo cada vez mais empregado (Abrahamse et al., 1999; Glei et al.,
2009).

O ensaio do cometa ja tinha sido utilizado pelo nosso grupo na avaliacdo dos niveis
teciduais de estresse oxidativo no modelo experimental de CE adotado no presente
estudo (Martinez, 2009; Longatti et al.,, 2010). No entanto, ainda nédo tinha sido
empregado para avaliar a relacdo entre niveis de estresse oxidativo e modificacdes

do conteudo e expressao tecidual da proteina E-caderina em modelos de colite.

6.2 QUANTO AOS RESULTADOS

A superficie luminal do intestino dos mamiferos € revestida por epitélio com
uma unica camada de células especializadas intimamente aderidas e em constante
processo de renovacao (Gassler et al., 2001). A capacidade de impermeabilidade e
estabilidade do epitélio intestinal é assegurada por um complexo mecanismo de
juncdes celulares, representados pelas juncdes de oclusédo, ancoramento,
comunicacdo, desmossomos e hemidesmossomos (Gassler et al., 2001). A
capacidade de permeabilidade seletiva, vedacgéo e isolamento do contetdo luminal
dos tecidos estéreis subjacentes é o principal preceito funcional do epitélio intestinal
(Gassler et al., 2001).

Para que ocorra o desenvolvimento das colites € necessaria a ruptura dessa
barreira funcional. A maior evidéncia da necessidade de violacdo da barreira epitelial
para o desenvolvimento da colite foi demonstrada pelos modelos experimentais de
colite quimicamente induzida. Nesses modelos, a translocacdo bacteriana e a
consequente resposta imune ocorrem apos induzir-se a lesdo da camada epitelial,

de forma artificial, pela aplicacdo de agentes quimicos tOxicos. Recentemente
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demonstrou-se, em modelo animal de CE, que € possivel infringir danos a barreira
funcional, sem o emprego de substancias quimicas, apenas alterando o
metabolismo energético das células epiteliais (Martinez, 2009; Nonose, 2009;
Nonose et al., 2009; Martinez et al., 2010c).

Ha seis anos, estudos em modelo experimental de CE avaliaram a
possibilidade de que o estresse oxidativo, provocado pela maior producdo de RLO
poderia ser responsabilizado pelo dano as diferentes linhas de defesa do epitélio
colico. Esse interesse foi despertado pela teoria de inducdo das colites por radicais
livres (Pravda, 2005).

Com o modelo experimental de CE proposto, confirmou-se, inicialmente, que
células da mucosa célica desprovidas do suprimento regular de AGCC, consequente
a derivacao fecal sofrem modificagcdes no seu metabolismo e aumentam a producéo
de RLO. O estresse oxidativo resultante ocasiona alteracdes histologicas idénticas
as descritas na CE humana e semelhantes as encontradas na colite ulcerativa.
Essas alteracbes histoldégicas pioram com o progredir do tempo de exclusédo
(Martinez, 2009; Martinez et al., 2010c). Em estudo subsequente, com o objetivo de
avaliar a intensidade dessas alteragées na parede intestinal, verificou-se que nos
segmentos exclusos de transito, o estresse oxidativo relaciona-se a atrofia das
criptas intestinais, formacgdes de Ulceras epiteliais, edema submucoso e congestao
vascular. (Sousa et al., 2009; Martinez, 2009). Com objetivo de avaliar se as
alteracdes histologicas e bioquimicas encontradas no modelo de CE proposto, eram
semelhantes as provocadas pela colite quimicamente induzida, verificou-se que na
colite por TNBS, a maior formagcédo de RLO ocorre imediatamente ap0s a exposicao
da mucosa ao TNBS que, contudo, normaliza-se apés a segunda semana da

intervencao (Longatti et al., 2010). De modo distinto, no modelo de CE a producao
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de RLO e, conseqientemente, o estresse oxidativo resultante, mantinham-se
elevados no colon excluso, durante todo periodo de exclusédo. (Longatti et al., 2010).
Esses achados confirmaram ndo s6 a maior capacidade de formacdo de RLO pelas
células epiteliais com modificacbes metabodlicas, mas a importancia da flora
bacteriana intestinal para manutencao infiltracdo neutrofilica que caracteriza a fase
de propagacao proposta pela teoria de inducéo da colite ulcerativa por radicais livres
(Pravda, 2005).

Com o intuito de verificar se 0 estresse oxidativo era capaz de provocar dano
a primeira linha de defesa da barreira intestinal avaliou-se as modificacbes no
conteudo e padrdo de expressdo dos principais tipos e subtipos de mucinas no
epitélio colico (Nonose, 2009; Nonose et al., 2009; Martinez et al., 2010b).
Constatou-se que existe reducao no conteudo de ambos os tipos de mucinas nos
segmentos desprovidos de transito. As mucinas acidas apresentam reducdo mais
expressiva quando comparada as neutras (Nonose, 2009; Nonose et al., 2009).

Mostrou-se que as modificacBes do conteddo e padréo de expressao das
mucinas acidas relacionavam-se com o tempo de excluséo. Esses resultados néo s6
reforcaram as particularidades da expressao das mucinas na CE, como confirmaram
que as modificacbes do metabolismo celular relacionam-se as alteracdes
morfofuncionais da primeira linha de defesa da barreira epitelial, representada pela
camada de muco (Martinez et al., 2010b). Os AGCC tém importancia fundamental na
producdo regular de mucinas pelas células epiteliais, pois induzem a transcricdo de
genes responsaveis pela producdo da fracdo protéica das mucinas (Gaudier et al.,
2004 e 2009). E possivel que na CE as modificagdes no contetido e padrio de
expressdo das mucinas acidas estejam relacionadas ao menor suprimento de AGCC

provocado pela derivagao intestinal. Cabe destacar que em ambos os estudos onde
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mensurou-se o conteldo e analisou-se o padrdo de expressdo das mucinas acidas
as alteracOes encontradas relacionavam-se aos maiores niveis de estresse oxidativo
e as alteracOes histologicas caracteristicas da CE. Esses achados sugerem o0s
maiores niveis de apoptose na superficie epitelial, ocasionado pelo estresse
oxidativo, aumentem os indices de divisdo celular na zona proliferativa das criptas,
interferindo no subtipo de mucina produzida.

Estudos mostraram que o estresse oxidativo constante ao DNA das células do
epitélio colico € um dos mecanismos responsaveis pelo surgimento de mutacoes
relacionadas ao CCR e ao CCR associado a colite ulcerativa (Seril et al., 2003).

Depois de ser confirmado que a falta do suprimento de AGCC, era capaz de
provocar estresse oxidativo, que ocasiona atrofia das criptas codlicas, reducdo do
conteudo e modificacdes no padrdo de expressdo da camada de muco e dano ao
DNA nuclear, faltava verificar se os RLO poderiam infringir dano as demais linhas de
defesa do epitélio célico. Revisando a literatura, uma série de estudos mostrou
alteracdes na expressado das proteinas que formam as jungdes de oclusao e junc¢des
aderentes nas DIl (Laukoetter et al., 2008).

Estudos avaliando especificamente as jungOes aderentes encontraram
reducdo e modificagbes no padrdo de expressdo das proteinas E-caderina, B-
catenina e p-120 nas células da mucosa intestinal cronicamente inflamada e na
mucosa normal préximo de locais onde ja existia a infiltracdo neutrofilica das criptas
intestinais (Gassler et al., 2001; Kucharzik et al., 2001). Nos tecidos inflamados de
doentes com colite ulcerativa ativa, a desorganizagdo das juncdes aderentes era
mais evidente quando comparada a dos tecidos normais ou tecidos em fase de
reparacao (Gassler et al., 2001). Modifica¢cdes nas juncdes aderentes interferem na

diferenciagao celular, na maturagéo epitelial, possibilitam a infiltragdo bacteriana e
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encontram-se diretamente relacionadas carcinogénese colorretal (Nollet et al., 1999;
Jankowski et al., 1997; Larsson, 2006).

Alteracbes na expressdo das proteinas E-caderina e [-catenina na mucosa
colica cronicamente inflamada e a maior possibilidade de desenvolvimento do CCR
nessa situacao, confirmam a importancia da preservacdo dessas proteinas nao so
na manutencdo da barreira funcional, mas na prevencdo do CCR (Gassler et al.,
2001).

Uma prova inequivoca da relacdo existente entre ruptura das juncdes
aderentes e o0 desenvolvimento de colite veio a partir de estudos experimentais que,
utilizando ratos transgénicos silenciados para o gene CDH1 que transcreve a
proteina E-caderina, mostraram que a menor expressdo do gene relacionava-se a
inducdo e progressdao da colite (Hermiston e Gordon, 1995). Os resultados
encontrados nesses estudos sugerem que a ruptura do complexo E-caderina/p-
catenina é condicdo necessaria para que ocorra infiltracdo bacteriana do meio
interno estéril e a subsequiente resposta inflamatoria celular proposta pela teoria de
inducdo da colite por radicais livres. Outros autores também mostraram que
modificacdes no padrdo de expressdo das juncdes aderentes, encontravam-se
relacionadas a maior possibilidade de CCR nos portadores de colite ulcerativa
mostrando que a proteina tem papel importante no controle da divisdo celular
(Jankowski et al., 1997; Jankowski et al., 1998; Aust et al., 2001).

Todavia, os modelos de colite quimicamente induzida também n&do permitem
avaliar se a quebra das proteinas que formam as juncbes aderentes é provocada
pela propria acdo da substancia quimica utilizada, por toxinas liberadas pelas
bactérias ao invadirem a parede intestinal ou, até mesmo, por proteases liberadas

por neutréfilos ativados. Estudos analisando a expressao tecidual das proteinas
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claudina, E-caderina e B-catenina, a primeira componente das juncdes de ocluséo e
as duas ultimas das juncbes aderentes, mostraram que a migracdo de neutrofilos
ativados durante a fase aguda da colite € associada a menor expressao das
proteinas, principalmente nos sitios de inflamacdo ativa (Kucharzik et al., 2001;
Usami et al., 2006). Entretanto, outros autores sugerem que a ruptura do complexo
de adeséao formado pelas proteinas, ndo ocorre pela acdo de proteases liberadas
pelos neutrdéfilos, mas por interleucinas, interferon gama (INFy) e o fator de necrose
tumoral (TNF) liberados no local (Kucharzik et al., 2001).

Cabe destacar que nesses estudos, apesar de existirem referéncias a possibilidade
de que neutrdéfilos ativados possam produzir altas concentracdes de RLO, nenhum
deles faz mencdo ao estresse oxidativo como possivel causa da quebra do
complexo E-caderina/p-catenina (Grisham et al., 1990; Thews et al., 2009).

Até a presente data, ndo se estudou a possibilidade de que existam
modificacdes no conteudo e padrdo de expressdo das proteinas E-caderina e B-
cateninas em modelos experimentais de CE. Como ja havia sido demonstrado que
no modelo de CE o estresse oxidativo era capaz de danificar outros mecanismos de
defesa da barreira epitelial assim como o DNA, no presente estudo julgou-se
oportuno verificar se poderia existir dano as proteinas formadoras das juncdes
aderentes. O modelo de CE assegurava que a leséo das juncdes aderentes nao era
provocada por agentes toxicos ou pela infiltracdo continua de bactérias a partir da
luz intestinal, uma vez que o intestino estava desprovido de transito fecal e, apesar
de ndo encontrar-se absolutamente estéril, possuia um menor contingente
bacteriano (Pinto et al., 2007). Caso fosse possivel demonstrar que modificacdes no

metabolismo celular, aumentando a producdo de RLO, também pudessem modificar
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0 conteudo ou o padréo de expressao das proteinas E-caderina, ter-se-ia mais uma
evidéncia experimental a favor da teoria de inducéo da colite por radicais livres.

No presente estudo, inicialmente nos preocupamos em confirmar se o0s
animais de experimentacdo desenvolviam colite nos segmentos exclusos de transito.
Adotando a mesma metodologia anteriormente empregada, avaliamos a presenca
de colite pelos estudos histopatoléogico e bioquimico analisando as principais
alteracdes microscopicas da parede colica e o infiltrado neutrofilico pelos niveis
teciduais de MPO (Martinez, 2009; Longatti et al., 2010). Constatamos que nos
animais do grupo controle e nos segmentos colicos com transito preservado dos
animais do grupo, ndo houve formacdo experimento de Ulceras epiteliais, embora
identificassemos algum grau de infiltrado neutrofilico. No célon sem transito, havia
maior numero de Ulceras e maior grau de inflamacao tecidual independente do grupo
considerado. Cabe destacar que nos segmentos desprovidos de transito apés 12
semanas de exclusdo os niveis de MPO reduziam, mas o escore inflamatério
aumentava, sugerindo que a manutencdo da agressdo epitelial estivesse
relacionada a outro fenGmeno.

Os niveis de estresse oxidativo nos segmentos exclusos aumentavam com o
decorrer do experimento mostrando que os RLO produzidos em excesso, talvez
pudessem ser responsabilizados pela maior numero de Ulceras e,
consequentemente, pelo maior escore de graduacao inflamatoria.

Nos animais submetidos a exclusao fecal por seis semanas, apesar de néo
evidenciarmos Ulceras epiteliais nos segmentos desprovidos de transito,
encontramos maior grau de infiltragdo neutrofilica, confirmado pela avaliacdo
histolégica e pelos niveis elevados de MPO. Os segmentos sem transito

apresentavam maior escore inflamatorio em relacdo aos animais do grupo controle e
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aos segmentos com transito preservado. E provavel que o maior grau de inflamac&o
esteja relacionado ao maior infiltrado neutrofilico, uma vez que nesse periodo de
exclusdo ndo encontramos Ulceras epiteliais.

Quando mensurou-se os niveis teciduais de estresse oxidativo nos segmentos
sem transito, verificou-se que eles eram significativamente mais elevados e
encontravam-se diretamente relacionados a piora da inflamacéo e maiores niveis de
MPO. Esses achados sugerem que 0s maiores niveis de estresse oxidativo no colon
excluso apds seis semanas estejam relacionados tanto a maior formagcédo de RLO
pelos proprios neutréfilos presentes no tecido, quanto pelas células epiteliais
desprovidas de AGCC .

Quando mensurou-se o conteudo tecidual da proteina E-caderina nos animais
submetidos a derivacdo intestinal por seis semanas, encontramos reducdo do
conteudo total da proteina nos segmentos sem transito fecal.

Avaliando o conteudo de E-caderina apenas na regido apical das criptas
cOlicas, encontramos reducdo em relagcdo aos animais do grupo controle e aos
segmentos providos de transito dos animais do grupo experimento. Ao analisarmos
o contetdo da proteina, exclusivamente nas regifes basais das criptas célicas néo
encontramos diferencas quando comparado aos animais do grupo controle e aos
segmentos com transito fecal dos animais do grupo experimento. Esses resultados
sugerem que a reducédo do conteudo total da E-caderina ocorria a custa da perda de
expressdo na superficie epitelial onde, habitualmente, as juncbes aderentes sdo
mais numerosas pela maior proximidade da flora bacteriana luminal. A preservacao
do conteddo de E-caderina na regido basal em relacdo aos segmentos com transito
preservado sugere que o dano as junc¢des aderentes nas primeiras semanas ocorre

a partir da superficie luminal. Nas primeiras seis semanas de exclusdo com o
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progredir do tempo de exclusdo encontramos reducéo do conteudo da proteina nas
regides apicais em relacéo as basais.

Contudo, existia aumento da atividade da MPO nos segmentos sem transito
desses animais, ndo sendo possivel afirmar que a maior degradacdo da proteina
estivesse relacionada apenas aos maiores niveis de estresse oxidativo. E possivel
que citocinas e proteases produzidas pelos neutréfilos ativados, presentes nessa
fase do experimento, também pudessem ser responsabilizadas pela maior
degradacéo da E-caderina.

Nos animais submetidos a derivagao intestinal por 12 semanas, encontramos
maior escore de graduac&o inflamatdria nos segmentos coélicos sem transito fecal. E
provavel que o aumento no escore esteja relacionado a maior quantidade de ulceras
epiteliais. Ao analisarmos a variacdo dos niveis de MPO no cdélon sem transito,
comparando animais submetidos a derivacao por seis e 12 semanas, verificamos
reducdo do contetdo tecidual de MPO com o decorrer do tempo de excluséo,
demonstrando menor infiltrado neutrofilico. Os niveis de estresse oxidativo nos
segmentos sem transito aumentavam apdés 12 semanas de derivacdo e estavam
diretamente relacionados ao aumento do niamero de Ulceras, escore de graduacao
inflamatoria, e inversamente aos niveis de MPO. Entretanto, o aumento do estresse
oxidativo tecidual no célon sem transito dos animais derivados por 12 semanas,
ainda poderia ser atribuido, pelo menos em parte, a presenca de infiltrado
neutrofilico. A relagdo inversa com os niveis de MPO sugere, contudo que outros
mecanismos moleculares também estejam contribuindo para 0 aumento da
producdo de RLO. Talvez, a piora do metabolismo das células epiteliais do célon,
pelo déficit mais prolongado de AGCC, pudesse ser responsabilizada pela maior

formacéo de RLO e piora do dano tecidual.
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Mensurando o conteudo total de E-caderina nos animais submetidos a
derivacdo de transito por 12 semanas, da mesma forma com ocorria nos animais
derivados por seis semanas, encontramos reducdo nos segmentos desprovidos de
transito em relacdo ao grupo controle e segmentos providos de transito fecal dos
animais do grupo experimento. Ao analisarmos a presenca da E-caderina
exclusivamente nas regifes apicais, encontramos menor expressdo em relacdo ao
grupo controle e segmentos com transito preservado. Verificamos que a reducéao na
expressdo da proteina era ainda maior quando comparada a dos animais
submetidos a derivacdo por seis semanas. A expressao da E-caderina nas regioes
basais nos segmentos sem transito fecal ndo se modificava em relacdo aos
segmentos com transito preservado e aos do grupo controle. Nao encontramos
variacdo do conteudo da proteina entre as regides apicais e basais com relacdo ao
tempo de excluséo.

O colon sem transito dos animais derivados por 18 semanas apresentava
piora do escore de graduacdo inflamatoria, assim como da presenca de Ulceras
epiteliais, apesar de ndo sofrerem variagcbes em relagcdo aos animais derivados por
12 semanas. No entanto, nos segmentos exclusos por 18 semanas, encontramos
niveis de MPO semelhantes aos do grupo controle e ao do célon com transito fecal.
Esses achados sugerem que o maior niumero de Ulceras e 0 maior escore
inflamatério ndo pudessem ser atribuidos apenas ao infiltrado neutrofilico.
Encontramos niveis teciduais de estresse oxidativo nos segmentos sem transito
fecal maiores ao dos animais derivados por 12 semanas. Esses resultados sugerem
gue, no modelo experimental de CE adotado no presente estudo, nas primeiras 12
semanas, o maior grau de inflamacdo relaciona-se a infiltragdo neutrofilica e ao

estresse oxidativo. Como apds 12 semanas os niveis de MPO diminuem, é provavel
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gue o estresse oxidativo possa ser o principal elemento responsavel pela piora da
inflamacéo.

Quando mensurou-se o conteudo tecidual total da proteina E-caderina nos
animais submetidos a derivacéo intestinal por 18 semanas, encontramos reducao da
proteina nos segmentos sem transito intestinal. Ao analisarmos a expressao da
proteina apenas na regido apical das criptas cdlicas encontramos reducdo em
relacdo ao grupo controle e aos segmentos providos de transito do grupo
experimento. A intensidade de expressdo da E-caderina, na regido basal das criptas
cOlicas nao reduzia quando comparada ao encontrado nos animais do grupo
controle e aos segmentos com transito do grupo experimento. Apesar de nao ocorrer
reducdo na intensidade de expressdo apical de E-caderina, notamos que se
encontrava inversamente relacionado ao tempo de exclusdo. Esses resultados
sugerem que o menor conteudo tecidual total da proteina, apés 18 semanas de
exclusdo, se deve a reducdo na intensidade de expressdo na regido apical das
criptas codlicas, uma vez que houve modificacdes na regido basal. Os niveis de E-
caderina na regido apical relacionavam-se diretamente aos niveis de estresse
oxidativo e inversamente aos niveis de MPO. Apesar de alguns autores sugerirem
que a quebra das juncdes intercelulares esteja relacionada a liberacdo de enzimas
proteoliticas pelos neutrofilos durante a penetracdo no espaco intercelular,
refazendo-se apds a migracdo dessas células, a manutencdo da menor expressao
de E-caderina nos animais deste grupo experimental, onde ja ndo existia infiltracdo
neutrofilica, sugere que outro mecanismo possa estar relacionado a manutencéo da
degradacdo das pontes de E-caderina (Kucharzik et al., 2001). E possivel que o
estresse oxidativo seja o principal mecanismo de danos as junc¢des aderentes, pois

apos 18 semanas, os niveis de infiltragdo neutrofilica nos segmentos sem transito
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fecal eram semelhantes aos do grupo controle e segmentos com transito fecal dos
animais do grupo experimento.

Apesar de ndo existir consenso, a maioria dos estudos demonstrou o papel
importante dos AGCC para manutencdo do adequado trofismo das células epiteliais
da mucosa colica. Os AGCC sédo substratos importantes na preservacdo da
integridade dos mecanismos de barreira, por induzirem a expressdo de genes
formadores das proteinas responsaveis pela permeabilidade seletiva das juncdes
aderentes e evitarem 0 estresse oxidativo que provoca lesdes nesses sistemas de
defesa (Sousa et al., 2008; Gaudier et al., 2009; Nonose, 2009; Nonose et al., 2009).

A inibicdo da metabolizacdo dos AGCC leva ao aparecimento de colite
(Agarwal e Schimmel, 1989; Roediger e Millard, 1995), enquanto o restabelecimento
do transito fecal, a administracdo de AGCC, glutamina, solu¢des nutricionais mistas
e acidos graxos poliinsaturados ricos em 0mega-3 e Omega-6 melhoram as
alteracdes histologicas encontradas nas colites, provavelmente por diminuirem o
estresse oxidativo tecidual (Harig et al.,, 1989; Vieira de Barros et al., 2010). A
importancia do estresse oxidativo na etiopatogenia da CE fica evidente ao
demonstrar-se que o0 uso de substancias antioxidantes apresenta efeitos
terapéuticos benéficos na colite ulcerativa, colite quimicamente induzida e na CE
(Nosél'ova et al., 2000; Caltabiano et al., 2010). Em outras palavras, os resultados
de todos esses estudos demonstram que o manuten¢ao do fornecimento de AGCC
as células da mucosa coélica ou a neutralizagdo dos RLO com substancias
antioxidantes séo estratégias eficazes para o tratamento das colites (Bajka et al.,
2008) Essas evidéncias corroboram a importancia dos RLO no desenvolvimento das

colites (Martinez, 2009).
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Os resultados encontrados no presente estudo acrescentam uma nova
evidéncia para subsidiar a teoria de inducdo da colite por radicais livres. Neste
estudo, novamente demonstramos que as células da mucosa colica de segmentos
intestinais exclusos de transito fecal sofrem maior estresse oxidativo (Martinez,
2009; Martinez et al., 2010c).

Confirmou-se que as células epiteliais, com modificacbes no metabolismo
energético, produzem maiores niveis de RLO, principalmente nas fases mais tardias
da excluséo fecal, possibilitando maior dano tecidual e ao DNA nuclear (Carmo,
2010; Martinez et al., 2010a). Constatou-se que segmentos colicos desprovidos de
transito, apresentam alteracdes histolégicas e bioquimicas indistinguiveis daquelas
encontradas na CE humana e semelhantes as descritas nos modelos experimentais
de colite quimicamente induzida (Sousa et al., 2008; Nonose, 2009; Nonose et al.,
2009; Longatti et al., 2010; Martinez et al., 2010b). Finalmente, demonstramos que 0
estresse oxidativo altera o conteddo e modifica o padrdo de expressao das proteinas
que formam as jungOes aderentes. Esses achados mostram, pela primeira vez na
literatura, que a proteina E-caderina, uma das principais componentes das jungdes
aderentes encontra-se alterada na CE assim como ocorre na colite ulcerativa.

Do ponto de vista pratico, os resultados encontrados sugerem que O
restabelecimento do suprimento de AGCC ao colon excluso, quer pela reconstituicdo
do transito fecal, quer pela administracdo de solug¢des nutricionais ou 0 uso de
substancias antioxidantes, deve ser considerado estratégia valida na prevencéo e
tratamento da CE. Recentemente, com o0 objetivo de avaliar, experimentalmente
essa possibilidade iniciamos um novo Projeto de Pesquisa, estudando a acéo de
varias substancias antioxidantes, nos diferentes sistemas de defesa da barreira

epitelial colica. Os resultados iniciais vém demonstrando que a aplicacdo de clisteres
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com acido 5-ASA em segmentos exclusos de transito reduz, significativamente, os
niveis de dano oxidativo ao DNA das células epiteliais, mesmo apds a exposi¢cao ex
vivo com H202 (Maximo et al., 2009; Caltabiano, 2010; Caltabiano et al., 2010).

Os efeitos antioxidantes do 5-ASA melhoraram as alteracdes histolégicas
encontradas na CE confirmando o potencial beneficio terapéutico do antioxidante
(Caltabiano, 2010; Caltabiano et al., 2010).

No momento estamos avaliando, por analise imunohistoquimica, a expressao
tecidual das mucinas do tipo 2, proteinas E-caderina e, por RT-PCR, a expressao
dos genes cdhl nos mesmos animais. Os resultados preliminares sugerem que o
acido 5-ASA é capaz de modular a expressdao desses genes e preservar a
expressao tecidual das proteinas por eles transcritas. Todavia, novos ensaios, e em
seres humanos ainda serdo necessarios para confirmar o potencial terapéutico dos

antioxidantes no tratamento e prevencao da CE no homem.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nas condicbes de execucdo do presente estudo permitem

concluir que:

a) Existe reducdo no conteudo tecidual da proteina E-caderina nas criptas célicas de
segmentos desprovidos de transito fecal.

b) A reducdo do conteldo de E-caderina ocorre pela menor intensidade de
expressao tecidual nas regides apicais das criptas célicas.

c) Com o progredir do tempo de exclusédo existe redugcao da expresséo tecidual da
proteina E-caderina.

d) O estresse oxidativo encontra-se inversamente relacionado ao contetdo apical de

E-caderina.
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8. ANEXOS
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Anexo A - Aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animal em Pesquisa
(CEUAP) da Universidade Sao Francisco, Braganca Paulista
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Anexo B - Correlagao entre todas as variaveis

Coeficiente| Tempo MPO ™ E-caderina | E-caderina | E-caderina
valor de p total Apical Basal
Tempo rs= -0,9679 0,7721 0,257 0,3693 0,068
p= 0,00001** | 0,00001** 0,008 0,01* 0,657
MPO rs= -0,9679 -0,7173 -0,2873 0,4186 0,0941
p= 0,00001** 0,00001** 0,05 0,002** 0,31
™ rs= 0,7721 -0,7173 0,067 -0,445 0,0941
p= 0,00001** | 0,00001** 0,66 0,002** 0,53
E-caderina total rs= 0,257 -0,2873 0,067 -0,1956 0,3383
p= 0,008 0,05 0,66 0,19 0,02*
E-caderina
Apical rs= 0,3693 0,4186 -0,445 -0,1956 -0,0503
p= 0,01* 0,002** | 0,002** 0,19 0,74
E-caderina Basal rs = 0,068 0,0941 0,0941 0,3383 -0,0503
p= 0,657 0,31 0,53 0,02* 0,74

MPO = mieloperoxidase TM = Tail moment; * = p < 0,05; ** p < 0,01
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ANEXO C - RESULTADOS DAS VARIAVEIS ESTUDADAS - 6 SEMANAS

Ulceras Escore Inflamatério Mioloperoxidase - MPO Estresse oxidativo - TM E-caderina
Controle] Com Sem [Controle] Com Sem |[Controle] Com Sem Controlef Com Sem Controle| Com
transito | transito transito | transito transito | transito transito | transito transito

0 0 0 2 3 3 0,98 0,96 2,01 1,66 1,62 3,09 9,96 10,17

0 0 0 2 1 3 0,81 0,8 1,97 2,22 1,98 2,4 7,89 9,69
0 0 0 2 2 3 1,07 1,05 1,98 1,52 25 3,52 10,92 10,28
0 0 0 2 2 3 0,97 0,95 1,98 1,34 2,13 3,66 9,96 10,16

0 0 0 3 3 3 0,94 0,96 2 1,28 2,49 2,57 7,79 9,72
0 0 1 3 0,99 1,96 3,2 3,21 10,21
0 0 2 3 0,89 2,01 1,68 3,72 10,24

0 0 2 3 0,9 1,95 3,5 3,46 9,7
0 0 2 3 0,92 1,96 2,13 2,93 10,29

0 0 2 3 0,85 1,94 2,09 3,4 7,21

0 0 2 2 0,89 1,9 1,48 3,11 6,12

0 0 2 3 0,92 1,89 1,64 3,51 8,56

0 0 2 4 0,97 1,93 1,54 3,5 6,68

0 0 2 3 0,84 1,94 1,38 3,7 5,6

0 0 2 3 0,99 2,1 1,8 2,64 5,21

M 0 0 0 2 2 3 0,95 0,92 1,96 1,6 2,2 3,24 9,3 8,65
DP 0 0 0 0,53 0,53 0,37 0,09 0,06 0,05 0,37 0,62 0,44 1,39 1,92

Estresse Oxidativo (TM) = Unidades Arbitrarias
Ulceras = nimero de Ulceras
Graduacdo inflamatéria = escore
Mieloperoxidase (MPO) = unidade B-actina g'
E-caderina = % por campo
M = Média
DP = Desvio Padrao
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ANEXO D - RESULTADOS DAS VARIAVEIS ESTUDADAS - 12 SEMANAS

Ulceras Escore Inflamatério Mioloperoxidase - MPO Estresse oxidativo - TM E-caderina

Controle] Com Sem [Controle] Com Sem |[Controle] Com Sem Controlef Com Sem Controle| Com
transito | transito transito | transito transito | transito transito | transito transito

0 0 2 1 3 8 0,48 0,49 1,1 2,13 2,52 3,69 10,35 9,07

0 0 2 2 3 8 0,46 0,5 1,3 3,01 3,42 4,42 10,8 16,9

0 0 2 2 3 8 0,5 0,47 0,9 2,75 2,73 3,89 10,01 11,7

0 0 2 2 2 8 0,45 0,42 1 2,7 2,07 3,75 11,03 10,17

0 0 2 3 3 7 0,47 0,49 1,15 2,43 2,74 4,24 10,11 9,71

0 2 3 8 0,49 1,18 2,97 4,05 7,07 10,28

0 2 3 8 0,49 1,19 2,56 3,97 8,91

0 2 3 8 0,46 1,27 2,41 3,86 8,34

0 2 3 8 0,5 1,08 2,53 3,2 8,27

0 3 3 8 0,43 1,05 2,3 3,3 7,31

0 2 3 8 0,48 1,03 2,63 3,23 9,46

0 2 2 7 0,48 1,04 2,75 3,53 7,84

0 2 3 8 0,48 1,06 2,94 3,98 7,77

0 2 3 8 0,47 0,89 2,39 3,04 6,93

0 2 3 8 0,47 1,2 2,17 3,97 7,57

M 0 0 2,06 2 2,9 7,96 0,47 0,47 1,09 2,6 2,6 3,74 9,89 9,34

DP 0 0 0,25 0,7 0,25 0,37 0,19 0,02 0,12 0,3 0,34 0,4 1,43 2,45

Estresse Oxidativo (TM) = Unidades Arbitrarias
Ulceras = nimero de Ulceras
Graduacdo inflamatéria = escore
Mieloperoxidase (MPO) = unidade B-actina g'
E-caderina = % por campo
M = Média
DP = Desvio Padrao
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ANEXO E - RESULTADOS DAS VARIAVEIS ESTUDADAS - 18 SEMANAS

Ulceras Escore Inflamatério Mioloperoxidase - MPO Estresse oxidativo - TM E-caderina
Controle] Com Sem [Controle] Com Sem |[Controle] Com Sem Controlef Com Sem Controle| Com
transito | transito transito | transito transito | transito transito | transito transito

0 0 3 2 3 8 0,61 0,71 0,69 2,56 2,84 4,95 10,35 11,1

0 0 3 2 3 8 0,52 0,72 0,71 2,39 2,16 4,45 10,8 9,29

0 0 3 2 3 8 0,66 0,7 0,7 2,93 2,32 4,53 10,01 9,77
0 0 3 2 3 8 0,6 0,69 0,7 2,63 2,61 4,08 11,18 11,03
0 0 3 2 3 7 0,59 0,68 0,69 2,51 2,71 4,62 12,39 10,11

0 3 3 8 0,72 0,71 2,74 4,21 7,07

0 3 3 8 0,73 0,72 3,56 4,02 9,73
0 2 3 8 0,69 0,7 2,67 3,95 12,96

0 3 3 8 0,68 0,69 2,34 4,97 7,8

0 3 3 8 0,7 0,69 2,38 4,56 12,9
0 3 3 7 0,69 0,69 2,63 4,07 14,22

0 3 3 8 0,68 0,71 2,98 4,22 15,4
0 3 3 8 0,72 0,7 2,6 4,39 12,57
0 3 3 8 0,71 0,69 2,62 4,46 10,88
0 3 2 8 0,7 0,73 2,58 4,08 13,75
M 0 0 2,9 2 2,9 8 0,59 0,71 0,7 2,6 2,6 4,37 11,28 11,23
DP 0 0 0,3 0,7 0,3 0,4 0,05 0,01 0,01 0,18 0,36 0,31 1,04 2,37

Estresse Oxidativo (TM) = Unidades Arbitrarias
Ulceras = nimero de Ulceras
Graduacdo inflamatéria = escore
Mieloperoxidase (MPO) = unidade B-actina g'
E-caderina = % por campo
M = Média
DP = Desvio Padrao
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