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RESUMO:

O processo inflamatorio que acontece em segmentos de intestino grosso desprovidos
de transito intestinal é denominado colite de exclusdo. Para o desenvolvimento da
colite, a integridade funcional da barreira exercida pelo epitélio célico estara danificada.
As juncdes de oclusdo, formadas principalmente pelas duas proteinas completas
claudina e ocludina, apresentam papel fundamental neste sistema de defesa.
Pesquisas sobre a expressdo da ocludina em células epiteliais e endoteliais evidenciam
o envolvimento da mesma em varias funcbes celulares e, as modificacées no contetdo
e localizacdo desta proteina tém sido associadas a mudancas nas funcdes fisiologicas
das juncdes oclusivas. Objetivo: Mensurar o conteddo tecidual total de ocludina,
comparando a mucosa colica provida e desprovida de transito intestinal; avaliar se
existem modificagbes no local de expressdo da proteina ocludina nas criptas da
mucosa colica comparando segmentos com e sem transito intestinal, e verificar a
influéncia do tempo de exclusdo nessas variaveis. Método: Quarenta e cinco ratos
Wistar machos foram submetidos a cirurgia de derivacdo intestinal por meio de
colostomia proximal no célon esquerdo e fistula mucosa distal. Os animais foram
divididos em trés grupos experimentais, compostos por quinze animais, segundo o
sacrificio ter sido realizado em seis, doze e dezoito semanas ap0s o procedimento
cirdrgico. A expressdo tecidual da proteina ocludina foi analisada por
imunohistoquimica. Para a comparacdo entre os niveis teciduais de ocludina segundo
o local das criptas colicas nos segmentos com e sem transito fecal utilizamos os testes
ndo paramétricos de Willcoxon e de Man-Whitney. Para andlise de variancia entre os
grupos experimentais utilizamos o teste de Kruskal-Wallis e o pds-teste de Student-
Newman-Keuls, estabelecendo-se nivel de significAncia de 5% (p<0,05). Resultados:
Houve reducdo no conteudo tecidual de ocludina no apice do segmento desprovido de
transito fecal quando comparado ao apice da cripta colica com transito preservado,
independente do tempo de exclusdo. Constatou-se também, que existe variacdo no
conteudo de ocludina no apice das criptas do célon provido de transito em relagdo ao
tempo de exclusdo (p=0,0019), esta variacdo ocorre entre a sexta e décima segunda
semana estabilizando a partir de entdo. Conclusbes: Existe redu¢do no contetudo
tecidual de ocludina no apice do segmento célico desprovido de transito fecal,
evidenciando a importancia do substrato energético para o metabolismo das células da
mucosa célica. A variacdo do contetdo de ocludina no apice da cripta do coélon provido
de transito possivelmente esta relacionada com o aumento ponderal dos animais de
acordo com o tempo de sacrificio.

Palavras-chave: Colite, juncdo de ocluséo, ocludina.
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ABSTRACT:

The inflammatory process that occurs in the large intestine segments without transit is
termed diversion colitis. For the development of colitis, the functional integrity of the
barrier exerted by the colonic epithelium is damaged. The occlusion junctions, formed
mainly by two complete proteins claudin and occludin, have key role in this defense
system. Research on the expression of occludin in epithelial and endothelial cells shows
this protein is involved in a number of cell functions, and changes in the content and
location of this protein have been associated with changes in physiological functions of
occlusive junctions. Objective: To measure the total tissue content of occludin,
comparing the colonic mucosa provided and devoid of intestine transit; to assess
whether there are changes in local expression of occludin protein in the crypts of the
colon mucosa comparing segments with and without intestine transit and to check the
influence of time excluding these variables. Method: Forty-five male Wistar rats were
submitted to the derivation of the left colon by a proximal colostomy and distal mucous
fistula. The animals were divided into three groups consisting of fifteen animals,
according to sacrifice being performed out in six, twelve, on eighteen weeks after
surgery. Tissue expression of occludin protein was analyzed by immunohistochemistry.
To compare tissue levels of occludin according to the location of colon crypts in
segments with and without fecal stream, we used the nonparametrics Willcoxon and
Mann Whitney test. For analysis of variance between experimental groups, we used the
Kruskal-Wallis test and post-test of Student-Newman-Keuls, establishing a level of
significance of 5% (p <0,05). Results: There was a reduction in tissue content of
occludin in the apical regions of the segment without fecal stream compared to the
apical regions of the crypt with traffic preserved, regardless of time of exclusion. It was
also found that there is variation in the content of occludin in the apical regions of the
crypts of the colon with traffic in relation to the exclusion time (p = 0.0019), this variation
occurs between the sixth and twelfth week stabilizing thereafter. Conclusions: There is a
reduction in the tissue content of occludin in the apical regions of the colonic segment
devoid of fecal stream, indicating the importance of the energy substrate for the
metabolism of the cells of the colonic mucosa. The variation in the content of occludin in
the apical regions of colon crypt provided with transit is related to the increase of animal
weight in accordance with the time of sacrifice.

Key words: Colitis. Occlusion junctions. Occludin.
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1. INTRODUCAO

Mutacdes sequenciais do DNA das células do epitélio célico foram discutidas no
século XX como sendo responsaveis pela origem do céncer colorretal (CCR) (Fearon e
Vogelstein, 1990). Essas muta¢cOes ocorrem devido a transversfes ou insercbes de
bases andmalas, levando a erros de pareamento de nucleotideos, e consequente
formacéo de proteinas defeituosas. As proteinas danificadas perdem a funcionalidade
na biologia celular normal, ocasionando a proliferacdo celular descontrolada e

BN

autbnoma, resisténcia a apoptose, auséncia de reconhecimento de erros de
pareamento de bases, estimulo a proliferacdo vascular e alteracdo no mecanismo
celular levando ao desencadeamento do cancer colorretal (CCR). Pesquisas
identificaram que 0 mecanismo mais importante que ocasiona as mutacdes
relacionadas ao CCR é a agressao inflamatéria constante a mucosa cdlica, tal como
acontece nos portadores de diferentes formas de colite (Pravda, 2005). Portanto, a
etiopatogenia das doencas inflamatérias do célon, também vem sendo atribuida a
modificagbes estruturais nos intrincados sistemas de junc¢édo intercelular que mantém a
integridade do epitélio intestinal (Pravda, 2005). Esses aspectos tornam o estudo
estrutural das células da mucosa célica um campo aberto para a pesquisa moderna.

A barreira funcional exercida pelo epitélio célico representa um dos mais
perfeitos mecanismos de defesa existente no organismo celular. Apesar de ser formada
apenas por uma camada de células tem como tarefa separar as camadas estéreis da
parede colica da luz intestinal onde existe grande concentracdo bacteriana (Pravda,
2005). Essa capacidade da mucosa colica pode ser melhor analisada ao considerar-se
gue a concentragcdo estimada de bactérias na luz do célon é de um trilhdo de colonias
por grama de fezes (Farrell e Peppercorn, 2002). Entretanto, caso uma unica bactéria
consiga romper a barreira funcional, imediatamente existe uma resposta inflamatéria
gue evita sua disseminacao para o meio interno. Estudos demonstraram que a barreira
funcional descrita acima se encontra danificada antes mesmo da ocorréncia da
resposta inflamatoéria nos portadores de colite, sugerindo que o comprometimento

desses sistemas de defesa, precede a infiltracdo neutrofilica que caracteriza a doenca
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Dogan et al., 1995; Finnie et al., 1995; Hanby et al., 1996; Jankowski et al., 1998;
Karayiannakis et al., 1998; Parrish et al., 1999; Perry et al., 1999; Schmehl et al., 2000;
Aust et al., 2001; Gassler et al., 2001, Kucharzik et al., 2001; Berkes et al., 2003;
Swidsinski et al., 2007; Laukoetter et al., 2008; Sousa et al., 2008; Nonose, 2009;
Nonose et al., 2009; Martinez et al., 2010).

As células epiteliais da mucosa cdlica sdo mantidas unidas umas as outras e a
lamina basal, por mecanismos especificos de adeséo celular (Alberts et al., 2004). Esse
mecanismo deve ser permedvel a nutrientes e outras moléculas importantes para o
crescimento e desenvolvimento das células e, ao mesmo tempo, impedir a invasao do
meio interno por bactérias e antigenos existentes na luz intestinal (Laukoetter et al,
2008). A ruptura da integridade funcional exercida pelo epitélio colico é considerada a
etapa mais precoce e importante para a cascata de eventos que propiciam a invasao
bacteriana, e a subsequente ativacdo local da resposta inflamatéria (Pravda, 2005).
Entretanto, para o desenvolvimento da colite os mecanismos de defesa do epitélio
célico devem estar danificados (Perry et al., 1999; Demetter et al., 2000; Aust et al.,
2001; Kucharzik et al., 2001; Bruewer et al., 2003; Pravda, 2005; Laukoetter et al.,
2008).

As linhas de defesa que formam a barreira epitelial célica agem em conjunto
impedindo a translocacéo bacteriana para o meio interno. Esse sistema é representado
pela camada de muco, pelas membranas apical e basolateral das células epiteliais, as
jungdes intercelulares, matriz extracelular e, finalmente pela lamina (Kucharzik et al,
2001; Gaudier e Hoebler, 2006; Laukoetter et al, 2008). Nas fases iniciais das colites,
todas essas linhas de defesa encontram-se comprometidas, sugerindo que a
danificacdo funcional da barreira do epitélio colico precede a infiltracdo neutrofilica que
caracteriza a doencga (Dogan et al., 1995; Jankowski et a.l, 1998; Parrish et al., 1999;
Martinez et al., 2010).

O complexo de adesédo celular € aquele responsavel por aderir as células do
epitélio colico umas as outras e a matriz extracelular. Esse sistema de adeséo celular é
composto por moléculas protéicas responsaveis pela manutencdo da permeabilidade
seletiva do epitélio intestinal (Laukoetter et al., 2008). No epitélio cdlico, 0 mecanismo

2



de adesdo entre duas ceélulas vizinhas é composto por trés tipos de juncbes
intercelulares: as juncdes de oclusdo, juncOes aderentes e jungcdes comunicantes
(Alberts et al., 2004). Cada juncdo é formada por proteinas com funcbes especificas
gue atravessam as membranas plasméticas e se fixam a proteinas componentes do
citoesqueleto celular. As juncdes especializadas ndo s6 mantém as células epiteliais
firmemente aderidas como possibilitam, ainda, a comunicag&o funcional entre elas. Este
sistema de comunicacdo permite que células precursoras localizadas na zona
germinativa, sejam constantemente informadas do indice de apoptose nas células
situadas na superficie das glandulas em constante descamacdo, repondo
continuamente essa perda. Modificagcbes no conteido e na estrutura quimica das
proteinas que formam o complexo de juncdes intercelulares foram descritas em
portadores de colite ulcerativa e CCR (Schmitz et al., 1999; Clayburg et al., 2004; Usami
et al., 2006).

As juncdes aderentes possuem papel relevante no reconhecimento entre duas
células justapostas, mediando também, as comunicacdes entre elas (Gumbiner et al.,
1988; Gumbiner e Yamada, 1995). Sdo 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 cateninas (a-catenina, B-catenina e y-catenina) localizadas no citosol,
proximas a membrana citoplasmética. As jungBes aderentes encontram-se intimamente
relacionadas as proteinas do 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 redu¢do no conteudo
epitelial e modificacbes no local de expresséo das proteinas E-caderina e B-catenina
(Dorudi et al., 1993; Jankowski et al., 1997; Aust et al., 2001).

As juncdes de oclusdo formam uma barreira regulada e semipermeével nos
espacos entre as ceélulas epiteliais e endoteliais; atuam também como uma “cerca”
delimitando as diferentes composi¢cdes dos dominios apical e basolateral da membrana
plasméatica (Stchneeberger e Lynch, 2004). As duas principais proteinas completas
encontradas nessas jungdes séo as ocludinas e as claudinas (Stevenson, 1999).

3



A ocludina € considerada um marcador imuistoquimico fidedigno de juncgdes de
oclusdo, ou seja, as alteracdes na expressdo e localizacdo desta proteina tém sido
associadas a mudancas nas funcgdes fisioldgicas das jun¢gdes oclusivas (Balda et. al.,
1996; Hirase et. al., 1997). Pesquisas sobre a expressédo dessas proteinas em células
epiteliais e endoteliais evidenciam o envolvimento das mesmas em varias funcdes
celulares como a manutencdo da permeabilidade paracelular, organizacdo da
polaridade da membrana, atuacdo no citoesqueleto celular e adeséo celular (Furuse et.
al., 1996).

A funcdo da barreira da ocludina esta alterada em diversos estados patoldgicos,
tais como infeccbes por bactérias e virus, processos alérgicos e toxicos,
hiperestimulacdo imune, processos inflamatérios, diabetes e neoplasias. Estudos tém
sido realizados com o objetivo de avaliar a expressdo da ocludina em diferentes tipos
de neoplasias em diferentes tecidos. Em estudo realizado registrou-se que a expressao
da ocludina era reduzida em adenocarcinomas pouco diferenciados do trato
gastrointestinal (Kimura et al., 1997).

Os mecanismos moleculares que determinam a quebra de juncdes intecelulares,
rompendo a barreira funcional nos doentes com colite ainda ndo foram totalmente
esclarecidos. A teoria de indugdo da colite por radicais livres de oxigénio (RLO), foi
proposta para explicar os fendmenos moleculares que desencadeiam a leséo 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 inducéo, a lesédo a barreira epitelial é ocasionada por RLO formados
em excesso pelas proprias células epiteliais com modificacdo no seu metabolismo
energético (Pravda, 2005). Alteracdes nas reacdes celulares de reducdo da molécula
de oxigénio e agua (H.0O), durante a fosforilacdo oxidativa mitocondrial, produzem
grandes quantidades de RLO. Como sdo moléculas toxicas para as ceélulas, por
danificarem membranas e organelas celulares, os RLO podem romper as diferentes
linhas de defesa que formam a barreira epitelial (Grisham et al., 1990; Sheridan et al.,
1996; Sousa et al., 2008; Nonose et al., 2009; Martinez et al., 2010). A ruptura da
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barreira epitelial possibilita a penetracdo de bactérias do lume colico para a camada
submucosa estéril (Pravda, 2005). Com objetivo de combater a infiltracdo bacteriana do
meio interno estéril, neutréfilos migram para o local, levando as alteragfes inflamatorias
gue caracterizam a doenca (Kucharzik et al., 2001; Pravda, 2005). Segundo a teoria, a
fase de propagacdo somente tem inicio apés a quebra da barreira funcional e a
migragdo neutrofilica. Nesta fase, a continua infiltracdo bacteriana aumenta a
quimiotaxia de neutrofilos, os quais liberam citocinas, mediadores inflamatérios,
enzimas proteoliticas e produzem maior quantidade de RLO, agravando e
perpetuando o dano tecidual (Pravda, 2005).

A acéo deletéria dos RLO a mucosa cdlica foi confirmada apés demonstrar-se
gue a aplicacdo de clisteres contendo perdoxido de hidrogénio (H.O,), um potente
formador de RLO, destroi a camada epitelial levando ao aparecimento de formas graves
de colite, algumas vezes de evolucéo fatal (Pumphery, 1951; Hoffmann et al., 2002;
Gan e Price, 2003; Sheibani e Gerson, 2008). Estudos experimentais confirmaram
o potencial téxico dos RLO a barreira epitelial ao mostrarem que a exposicdo da
mucosa coélica a pequenas concentragbes de H,O, provoca alteracdes
histologicas semelhantes as encontradas na colite ulcerativa humana (Sheehan e
Brynjolfsson, 1960; Marques et al., 2009).

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

O modelo experimental ideal para avaliar a veracidade da teoria de inducéo da
colite por RLO deveria provocar lesdo da barreira epitelial apenas por alteracées do
metabolismo energético das células epiteliais, sem danificar a barreira funcional
guimicamente. Na procura por um modelo que pudesse comprovar a teoria de inducao
da colite por RLO lembramos que a colite de exclusdo (CE), uma forma de colite
semelhante a ulcerativa, ocorre exclusivamente pela modificagdo do metabolismo
energético das ceélulas epiteliais (Glotzer et al., 1981; Agarwal e Schimmel, 1989).
Estudos demonstraram que a CE surge ap0s a interrup¢do no fornecimento de acidos
graxos de cadeia curta (AGCC), o principal substrato energético para as células
epiteliais da mucosa célica (Roediger, 1990; Giardiello et al., 1995; Kiely et al., 2001).

A possibilidade de que modificagcbes 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 explicagdo plausivel para a etiopatogenia
da doenca. Portanto, confirmou-se essa possibilidade ao verificar-se que células
do epitélio célico, desprovidas do suprimento de AGCC apenas pela derivacdo do
transito fecal, aumentam a producdo de RLO, que ocasiona dano a mucosa cdlica,
idéntico ao encontrado na CE humana, e semelhante ao encontrado na colite ulcerativa
(Martinez, 2009). Demonstrou-se atrofia das criptas da mucosa coélica, formacdo de
ulceracdes epiteliais em locais onde ndo existia infiltragdo neutrofilica e reducdo da
populacéo de células caliciformes produtoras de muco (Sousa et al., 2008). Constatou-
se que no célon sem transito havia reducdo significativa do contetudo tecidual de
mucinas neutras e acidas e modificagbes no padrédo de expressdo dos subtipos de
mucinas acidas nas criptas colicas (Nonose, 2009; Martinez et al., 2010). Todas essas
alteracdes histoldgicas e histoquimicas relacionavam-se aos maiores niveis teciduais de
RLO e, consequentemente, ao estresse oxidativo.
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Uma série de estudos realizados em modelo de CE, pelo nosso grupo de
pesquisa, demonstrou-se, que o0 estresse oxidativo danifica a camada de muco e
ocasiona erosfes nas células superficiais, as primeiras linhas de defesa da barreira
funcional, e também comprometem as juncbes aderentes, ocorrendo modificacdo no
conteudo tecidual das principais proteinas que formam o complexo de adeséo (Nonose,
2009; Kadri, 2010; Fabris, 2011). Baseando-se nesta linha de pesquisa, com o0 emprego
de técnicas imunoistoquimicas de identificacdo das proteinas das juncdes de oclusao
tornou-se possivel quantificar a expressédo de ocludina na mucosa colica, comparando
segmentos providos e desprovidos de transito, verificando a influéncia do tempo de
exclusédo na intensidade e padrdo de expressao dessas proteinas.

Do melhor de nosso conhecimento, modificacdes no contetdo e local de
expressao tecidual da proteina ocludina nas criptas intestinais ainda ndo foi avaliado

em doentes ou modelos experimentais de colite de exclusdo (CE).

1.1. Colite de excluséo (CE)

A colite de exclusédo (CE) foi descrita na década de oitenta, desde entéo varias
pesquisas estdo sendo realizadas a fim de detectar o diagndstico correto,
principalmente nos doentes submetidos a derivagdo do transito intestinal por
complicacbes decorrentes de doencas inflamatorias intestinais (Geraghty e Talbot,
1991). Esta enfermidade é definida como o processo inflamatdrio que acomete
segmentos colorretais desprovidos de transito fecal (Glotzer et al., 1981).

A colite de exclusdo (CE), colite por desfuncionalizagdo ou colite por derivacdo
ocorre em segmentos distais do célon ou reto de individuos submetidos a derivacao
intestinal por diversas situacdes clinicas, representadas pelas neoplasias obstrutivas do
coélon, diverticulite aguda, doenca de Chohn, colite ulcerativa, traumatismos ano-reto-
colico, doencas neuroldgicas, doencas inflamatorias intestinais (DII) e malformacdes
congénitas (Keli et al., 1997). A frequéncia de colite de exclusédo (CE) vem aumentando
proporcionalmente com a crescente incidéncia do cancer colorretal (CCR), doenca
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diverticular, doencas inflamatorias intestinais e da expansdo da violéncia urbana nos
grandes centros. A necessidade de realizacdo de estomas de protecdo também
contribui para o aumento da frequéncia de CE, estima-se que 22% dos pacientes
submetidos a este tipo de estoma desenvolvem complicacbes das anastomoses baixas
ou ultrabaixas e tenham que permanecer com a derivacado intestinal pelo resto da vida
(Fischer et al., 2010). A CE também é encontrada em segmentos célicos exclusos de
transito, utilizados para a reconstituicdo do transito urinario ou confeccdo de
neovaginas.

As bases fisiopatolégicas para o desenvolvimento CE ainda ndo se encontram
totalmente definidas. Alguns autores acreditam que esta enfermidade tenha origem
isquémica, outros propdéem que a CE ocorre devido a mudancas na quantificacdo e
caracterizacdo da flora do célon, com diminuigdo da populacédo bacteriana e predominio
das bactérias redutoras de nitrato (Neut et al., 1989; Neut et al., 1997). Contudo, a
maioria dos estudos, afirmam que a doenca seja causada pela deficiéncia de acidos
graxos de cadeia curta (AGCC) na luz intestinal, decorrente derivacédo do transito fecal
(Mortensen et. al., 1991; Scheppach et al., 1997; Velazquez et al., 1997; Cook e Sellin,
1998; Kiely et al., 2001; Oliveira-Neto e Aguilar-Nascimento, 2004; Scheppach e Weiler,
2004).

A possibilidade da etiopatogenia da CE ser da deficiéncia de AGCC na luz
intestinal torna-se mais evidente quando revela-se que a reconstituicdo do transito fecal
e a irrigagdo dos segmentos exclusos de transito, com solugbes nutricionais, ricas em
AGCC, ou glutamina regridem as alteracdes clinicas e histopatologicas da colite
experimental e da CE (Scheppach et. al, 1996; Filmann, 2007; Nassri et al., 2008).

O butirato, acetato e propionado, principais combustiveis energéticos para as
células sdo AGCC formado a partir da fermentacéo das fibras vegetais dietéticas e dos
carboidratos pelas bactérias anaerdbicas existentes na luz intestinal (Clostridium sp,
Eubacterium sp e Fusobacterium sp) e responséaveis por 90% de todo o substrato
utilizados pelas células da mucosa colica para a obtenc&o de energia (Roediger, 1990;
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absorvidos para que as células epiteliais obtenham a energia para o seu funcionamento
normal.

Os AGCC na luz intestinal regula a expressao dos diversos genes relacionados a
sintese das diferentes proteinas envolvidas na producdo de muco, na aderéncia entre
as células epiteliais, na sinalizagdo e, principalmente, na homeostase do binémio
proliferacdo-apoptose celular (Scheppach e Weiler, 2004). Em pesquisas realizadas
utilizando células, acrescidos butirato e acetato ou butirato e propionato demonstra-se
gue o butirato € a principal fonte de energia das células cdlicas, ou seja, regula a
expressao de genes associados a proliferacdo, diferenciacdo e apoptose celular sendo
o responsavel pela manutencdo da homeostase do tecido colico (Jorgensen et al.,
1997).

A auséncia dos AGCC na luz intestinal libera enzimas citoliticas através dos
lisossomos, destruindo as proteinas que compdem a membrana basal e matriz
extracelular. Esta deficiéncia aumenta a formacao de radicais livres de oxigénio (RLO)
pelas células da mucosa cdlica e pelos neutrdfilos nos portadores de RCUI (Pravda,
2005). Portanto, sugere-se que a auséncia dos AGCC pode determinar quebra da
funcdo da barreira epitelial exercida pela mucosa célica, favorecendo o surgimento de
diferentes formas de colite (Pravda, 2005).

Com o propésito de analisar se o aumento da producdo de RLO poderia provocar
alteracdes na primeira linha de defesa do epitélio cdlico, quantificou-se em modelo
experimental de CE, semelhante ao utilizado no presente estudo, a expressdo dos
diferentes tipos e subtipos de mucinas nas criptas do epitélio célico. Os autores
identificaram que nos segmentos sem transito fecal ocorre reducdo significativa na
expressao tecidual tanto das mucinas &cida quanto das neutras (Nonose, 2009; Nonose
et al., 2009). Estes resultados confirmam estudos anteriores mostrando que a presencga
de AGCC aumenta o trofismo do epitélio cdlico e, consequentemente a producédo de
muco (Finnie et al., 1995; Gaudier et al.; 2006). Portanto, todas estas pesquisas sugere-
se que o estresse oxidativo € capaz de destruir a primeira linha de defesa epitelial,
formada pela camada de muco que recobre o epitélio cdlico (Nonose, 2009; Nonose et
al. 2009; Martinez et al., 2010).



Apesar de existirem estudos demonstrando que os RLO podem causar danos as
juncdes aderentes que compdem o complexo de adeséao intercelular, o0 comportamento
das juncbes de oclusdo que funcionam como uma barreira regulada e semipermeavel
nos espacgos entre as células epiteliais e endoteliais, e principalmente o perfil da
proteina ocludina em modelos experimentais de CE, ainda né&o foi estudado.

A sintomatologia da CE é variavel e esta diretamente relacionada ao tempo
decorrido desde o processo cirlrgico do estoma derivativo e a extensdo da mucosa
cOlica exclusa de transito. No inicio da enfermidade, o paciente pode evoluir
assintomatico, pois o comprometimento da mucosa € pequeno (Keli et al., 1997). Os
doentes com maior tempo de evolugdo e comprometimento intestinal mais extenso sao
sintomaticos apresentando dor abdominal, tenesmo e eliminacdo de sangue e muco
pelo segmento excluso. O aparecimento de estenoses colorretais, Ulceras perianais e
fistulas pode ocorrer mais raramente, sobretudo quando o reto é o segmento mais
comprometido (Ona e Boger, 1985).

O diagnéstico da CE, na maioria dos casos, é realizado pela endoscopia e
estudo histopatoldgico da mucosa exclusa de transito. No entanto, 0 enema opaco com
a técnica do duplo contraste, possibilita o diagnéstico de hiperplasia linféide folicular,
alteracdo encontrada na CE em mais de 80% dos doentes (Lechner et al., 1990). A
endoscopia do segmento excluso de transito encontra-se alterado em até 90% dos
portadores de CE apresentando mucosa célica hiperemiada, congesta, edemaciada,
friavel, com nitido apagamento dos vasos sanguineos da submucosa e sangramento
espontaneo ao contato do endoscoépio (Lechner et al., 1990). Na exacerbacdo da
doenca, evidencia-se a formacdo de lesbes aftdides dificiimente distinguiveis pela
avaliacdo endoscopica, daquelas encontradas na RCUI (Nobels et al., 1989; Geraghty e
Charles, 1994).

E dificil a realizacio do diagnéstico de CE microscopicamente, pois os individuos
com esta enfermidade mostram uma variedade de modificacbes histoldégicas sem
nenhuma alteracdo caracteristica (Geraghty e Talbot, 1991). Apresenta-se infiltrado
inflamatdrio misto na mucosa do colon excluso, predominantemente composto por
neutrofilos, linfécitos, macrofagos e eosinofilos, acompanhado ou ndo de distor¢bes na

10



arquitetura das células epiteliais e, paradoxalmente, deplecdo das células caliciformes
(Geraghty e Talbot,1991; Pinto Junior et al.,2007). E possivel encontrar algumas
alteracdes histoldégicas mais caracteristicas como os abscessos glandulares na base
das criptas e areas de hiperplasia linféide nodular, considerada a alteracdo histologica
mais caracteristica (Murray et al., 1987; Yeong et al., 1991).

Apesar de serem descritas no epitélio do colon excluso displasias de diferentes
graus, o desenvolvimento de neoplasias de origem epitelial € extremamente raro nos
doentes submetidos a cirurgias de desvio de transito por enfermidade n&o relacionadas
as DIl (Kissmeyer Nielsen et al., 1994).

Estudos experimentais demonstram, em modelos de CE, que a exclusdo do
transito fecal, determina alteracdes histolégicas na espessura das diferentes camadas
da parede cdlica (Biondo-Simdes et al.2000; Lopes-Paulo, 2002; Sousa et al., 2008).
Em experimento analisando a altura das criptas colicas de ratos desprovidos de transito
intestinal por seis e dezessete semanas encontraram reducéo significativa ha mucosa
colica do segmento excluso de transito, que se intensifica com tempo de exclusédo (Keli
et al., 1997). Em outra pesquisa experimental, Lopes-Paulo (2002), afirma estes
resultados, com o auxilio de andlise estereoldgica, encontrou reducéo significativa nos
segmentos célicos desprovidos de transito intestinal.

A possibilidade de que a deficiéncia dos AGCC tenha a capacidade de provocar
lesédo epitelial é confirmada pela formacgéo de Ulceras aftdides na mucosa colica de
segmentos desprovidos de transito fecal (Geraghty e Charles, 1994; Edwards et al.,
1999). Estas ulceragbes quebram a barreira epitelial, facilitando a migragdo de
antigenos intraluminais para o interior da camada submucosa (Lechner et al., 1990).
Na descricdo inicial da CE, os autores encontraram ulceragcdes na mucosa intestinal
em todos os doentes estudados, relacionando-as ao tempo de exclusdo (Glotzer et al.,
1981) A presenca de ulceracdes no epitélio € uma alteracéo histoldgica encontrada na
maioria dos casos publicados de CE (Nobels et al., 1989; Yeong et al., 1991; Geraghty
e Talbot, 1991; Roe et al., 1993; Geraghty e Charles, 1994; Lopes-Paulo, 2002).

A reducgdo na populagcédo das células caliciformes e a modificagdo no padréo de
expressdo das mucinas nas ceélulas epiteliais da mucosa sdo alteracbes descritas,
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constituindo-se em achados uteis para o diagndstico da CE (Keli et al., 1997, Martinez
et al., 2008; Martinez, 2009; Nonose et al., 2009). Essas alteracdes sdo opostas ao que
ocorre na RCUI e no carcinoma colorretal e refletem as peculiaridades da modificagao
na sintese das proteinas observada na CE tornando o padrdo de expressao tecidual
dos subtipos de mucinas acidas potencial marcador histoquimico para o diagndstico
histologico de CE (Swidsinski et al., 2007).

1.2. Modelos experimentais de colite de exclusédo

Verifica-se, através de pesquisas bibliograficas, que existem varios modelos
experimentais de CE realizados com diferentes técnicas e periodos de exclusdo de
transito intestinal com o objetivo de avaliar o desenvolvimento da doenca.

Estudo realizado, utilizando ratos como animal de experimentacdo, realizou a
derivacao intestinal através da confeccdo de colostomia em dupla boca exteriorizada
em uma unica abertura na parede abdominal. Ndo descreve nenhum cuidado em
relacdo ao emprego de preparo mecanico no segmento colico excluso de transito.
Sacrificaram o0s animais uma, duas, quatro e doze semanas apds 0 procedimento.
Utilizaram a andlise estereoldgica para mensurar diferentes aspectos da parede cdlica,
comparando segmentos providos e desprovidos de transito nos diferentes periodos de
exclusdo fecal. Encontraram reducdo significante da espessura da camada mucosa
bem como de seu peso. Demonstraram reducdo no numero de células da camada
superficial por menor capacidade proliferativa das células da base das criptas
(Kissmeyer-Nielsen et al., 1994).

Em estudo, Keli et al. (1997) utilizando o rato como modelo experimental,
realizaram a derivacdo intestinal pela confec¢cdo de colostomia no colon sigmoide
proximal e a exteriorizagdo do colon distal como fistula mucosa. Os autores preferiram
utilizar este tipo de procedimento, pois acreditavam que ele assegurava maior eficacia
na exclusdo fecal. Nao descreveram qualquer cuidado tomado em relacdo a limpeza
mecanica do segmento distal excluso. Sacrificaram os animais imediatamente, seis e
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dezessete semanas apos a operacdo. Ndo encontraram modificacdes na populacédo de
células caliciformes comparando segmentos com e sem transito intestinal.

Com o proposito de criar um modelo experimental de CE, Pinto Junior et al.
(2007), dividiram 65 ratos em 13 grupos experimentais segundo a data do sacrificio.
Também néo descreveram qualquer cuidado tomado em relacdo ao preparo mecanico
do colon excluso. Realizaram a derivagdo intestinal pela técnica de Hartmann.
Encontraram reducdo estatisticamente significante da espessura da mucosa cdlica a
partir do 40° pos-operatério. Concluiram que a colostomia desfuncionalizante realizada
em ratos reproduz alteracfes histopatoldgicas compativeis com a CE, e que estas
alteracOes eram reversiveis apos a reconstrucao do transito intestinal.

Também utilizando o rato como animal de experimentacdo, Biondo-Simdes et al.
(2000), realizaram a derivagao do transito fecal no colon esquerdo, através da operagao
de Hartmann. Ndo tomaram qualquer cuidado com relacdo a limpeza mecénica do
célon excluso. Sacrificaram os animais apos uma, duas, quatro e oito semanas apoés a
derivacao intestinal. Avaliaram as alteracdes histolégicas da parede cdlica, comparando
segmentos providos e desprovidos de transito intestinal pela técnica da hematoxilina-
eosina (HE). Mensuraram a quantidade de colageno tecidual por morfometria
computadorizada através da técnica do sirius-red e o numero de células caliciformes
pela técnica do Periddico Acido de Schiff (PAS) e Alcian Blue (AB).

Encontraram reducdo da espessura das criptas célicas e reducdo no contetudo
de colageno tecidual nos segmentos sem transito fecal, mostrando menor capacidade
do célon excluso em sintetizar coldgeno. Quando analisaram a populacdo de células
caliciformes pela técnica do PAS-AB (mucinas neutras + mucinas acidas), nao
encontraram diferencas comparando segmentos providos e desprovidos de transito.
Contudo, quando analisaram o numero de células caliciformes produtoras de mucinas
acidas pela técnica do AB encontraram menor populagdo nos segmentos desprovidos
de transito relacionado a redugéo ao tempo de excluséo.

Lopes-Paulo (2002) realizou, em ratos, a derivacdo fecal através da confec¢éo
de colostomia em alga no célon esquerdo. Da mesma forma, o autor ndo descreveu
gualquer método de preparo mecanico no segmento intestinal excluso de transito.
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Sacrificou os animais imediatamente e apés quatro semanas da intervencao cirdrgica.
Com o emprego de analise estereoldgica verificou redugao significante da espessura
das criptas colicas e do volume parcial da mucosa, entretanto ndo quantificou a
populacéo de células caliciformes.

Margarido et al. propuseram em 2003, um novo modelo experimental de CE
onde preconizavam, de maneira rotineira, o preparo mecéanico do segmento colico a ser
excluso de transito. Os autores chamavam a atengdo, pela primeira vez, para
necessidade de eliminar todo o contetdo fecal do segmento excluso de transito como
etapa fundamental para a adequada interpretacdo das alteragbes histoldgicas
encontradas em modelos experimentais de CE.

Com o objetivo de validar esse novo modelo experimental de CE, Nasrri et al.,
(2003) confirmaram a necessidade se realizar o preparo mecéanico do coélon a ser
excluso de transito. Os autores ressaltaram que a omissao desse cuidado, ndo permite
assegurar que o colon distal fique completamente livre de residuos fecais, o que pode
interferir no desenvolvimento da CE pela manutencdo de um substrato fecal, rico em
AGCC, nutrindo a mucosa colica do segmento excluso de transito.

Pinto-Janior et al. (2007), com o objetivo de avaliar a translocacao bacteriana em
segmentos exclusos de transito fecal, utilizaram o rato como animal de experimentacao.
Realizaram a derivacao intestinal por meio de colostomia terminal no célon proximal e
fechamento do coto distal do célon. Descreveram o emprego de preparo mecanico
antes da realizacdo da colostomia através da infusdo de solugéo salina pelo anus.
Dividiram os animais em quatro grupos experimentais segundo o tipo de intervencéo
realizada no segmento excluso de transito (infusdo retal de solucdo salina e solucdes
com concentragBes crescentes de Escherichia coli). Concluiram que a derivagao
intestinal determina alteragfes importantes na funcdo de barreira exercida pelo epitélio
colico sem, contudo, relacionar-se a maior possibilidade de translocacao bacteriana.

Nasrri et al. (2008) avaliaram a influéncia da infuséo de solugdes ricas em AGCC
nas alteracdes histologicas da parede colica em modelo experimental de CE. Utilizaram
o rato como modelo experimental e realizaram a derivacdo intestinal por meio de
colostomia proximal terminal e fistula mucosa distal. Dividiram trinta animais, em trés
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grupos experimentais, segundo a irrigacao ter sido realizada pela instilagdo de solucao
salina a 0,9% (grupo controle), solucéo de glicose a 50% e solucdo de AGCC (butirato,
acetato e propionato na proporgdo 3:2:1). Utilizaram de maneira rotineira o preparo
mecanico anterégrado do colon a ser excluido de transito, através da infusdo de soro
fisiolégico pela fistula mucosa distal. Os enemas com as soluc¢des de intervencdo foram
realizados no quarto, oitavo, 12° 16° e 20° pos-operatério. Sacrificaram todos os
animais no 21° pos-operatorio. Encontraram significativa redugdo na altura das criptas
colicas, entretanto a atrofia era menor nos animais tratados com solu¢des de AGCC
guando comparados aos tratados com glicose hipertonica. Verificaram menor
congestdo vascular e infiltrada inflamatério nos animais tratados com AGCC.
Destacaram a importancia dos AGCC na melhoria das alteragcdes encontradas na
superficie epitelial da mucosa colica com CE.

Sousa et al. (2008) mensuraram por morfometria computadorizada as alteracbes
na espessura das diferentes camadas da parede cdlica, congestdo vascular, infiltrado
celular segundo escala de inflamagé&o, e presenca de células caliciformes em modelo
experimental de CE. Realizaram a derivacdo intestinal do colon esquerdo por
colostomia proximal terminal e fistula mucosa distal. Utilizaram de maneira rotineira o
preparo mecanico anterdgrado do colon excluso pela fistula mucosa distal com infusdo
de solugéo salina a 0,9% na temperatura de 37°C. Dividiram os animais em trés grupos
experimentais segundo o sacrificio ter sido realizado seis, doze e dezoito semanas
apos a operacdo. Constataram que a populagédo de células caliciformes no segmento
desprovidos de transito aumentava com o decorrer do tempo de exclusédo, porém néo
utilizaram qualquer técnica histoquimica para avaliar o padrdo expressdo de mucinas
nessas células.

A maioria dos estudos pesquisados nao utilizou o preparo mecanico no
segmento a ser excluido de transito o que também poderia modificar os resultados
encontrados.
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1.3. Juncéao de ocluséo

A matriz extracelular representa uma rede complexa de macromoléculas
extracelulares em contato com as células de um tecido, com a funcédo de manter células
e tecidos unidos. Frequentemente as células de um tecido sdo mantidas em um
determinado local por adeséo direta célula-célula (Alberts et al. 2004).

Existem quatro tipos de juncdes, as juncdes de aderéncia, as juncdes de oclusao
ou juncdes tight, as jungbes comunicantes ou juncdes gap e desmossomos. Estas sao
especializadas e permitem que as camadas epiteliais, que revestem todas as cavidades
e superficies livres do corpo, formem barreiras de transito de 4gua, solutos e células de
um compartimento para outro. As juncgdes intercelulares s&o consideradas como
elementos de arquitetura responsaveis por unir células adjacentes e ancora-las aos

elementos do citoesqueleto (Alberts et al., 2004).

Microvilesidades

Juncio de ocluzdo

Juncio aderente

Dezsmozsomo

Juncdo comunicante

Dominic basal

Figura 1 - Juncdes intercelulares. Modificado de www.sobiologia.com.br, 2010.
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Segundo Feldman et al. (2005) as junc¢Oes de ocluséo tém como fungao proteger
as células epiteliais adjacentes ajudando sua superficie apical, controlando a passagem
de ions, &gua e outras moléculas entre células, consequentemente mantém a
polaridade dessas células.

As juncdes oclusivas estdo presentes na membrana plasmatica, formando uma
barreira regulada e semipermeavel no espaco paracelular, ou seja, nos espacos entre
as células epiteliais e endoteliais. Atuam também como barreiras delimitando as
diferentes composi¢cdes dos dominios apical e basolateral da membrana plasméatica
(Stevenson, 1999).

Divide-se os componentes que constituem as jungdes oclusivas em trés grupos;
0 primeiro grupo é representado pelas proteinas completas que ultrapassam o espago
intercelular apical que regulam a permeabilidade da barreira. O segundo grupo é
composto por placas de proteinas, algumas das quais expressam dominios PDZ que
servem como ligantes entre as proteinas completas e a actina do citoesqueleto e para o
recrutamento de moléculas do citosol envolvidas no mecanismo de sinalizacdo celular.
E finalmente o terceiro grupo é representado por um misto de proteinas nucleares e
citosolicas, que interagem direta ou indiretamente com as placas de proteinas para
coordenar diversas fungdes, tais como a regulacdo da permeabilidade paracelular de
solutos, proliferacéo celular, polaridade celular e supressédo tumoral (Stchneeberger e
Lynch, 2004).

As duas principais proteinas completas encontradas sdo as ocludinas e

claudinas, cada uma composta por quatro alfa-hélices (Stevenson, 1999).
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Juncdo de ocluzdo

Dominio Apical

Proteinas
(pcludinas e claudinas)

Dominio Bazal

Figura 2 - Proteinas completas da juncéo de ocluséo (ocludina e claudina). Modificado de

edithcruzmembrana.blogspot.com.br, 2010.

Durante a neoplasia, as junc¢des de oclusdo estdo normalmente desordenadas,
pouco reguladas ou ausentes. O processo iniciara muito precocemente na progressao
da doenca, podendo contribuir com o diagndstico, progndstico e mecanismos de
desenvolvimento do tumor. O déficit da fungcéo da barreira esta diretamente ligado ao
desenvolvimento e estabelecimento de tumores epiteliais. Dependendo da proteina da
juncdo oclusiva e do tecido que a neoplasia originou, pode ocorrer aumento da
regulacao, baixa da regulacdo ou mudanca. Portanto, o processo de desordem, pouca
regulacdo ou auséncia nao pode ser extrapolado para a generalizacdo quando se trata
de proteinas oclusivas especificas (Tobioka et al. 2004).
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1.3.1. Ocludina

A proteina ocludina possui quatro dominios transmembranicos, dois loops
extracelulares de tamanhos iguais e trés dominios intracitoplasmaticos. Os dominios
extracelulares das fileiras de proteina de ocludina formam ligacGes estreitas com a
célula adjacente, unindo as células e criando uma superficie impermeavel. O dominio
carboxi-terminal da ocludina é limitado por um grande grupo de proteinas citosdlicas,
que sao limitadas por outras proteinas no citoesqueleto e as fibras de actina. Estas
interacOes estabilizam a ligacdo entre as moléculas de ocludina que é essencial para a
integridade da juncéo oclusiva (Stevenson, 1999; Feldman et al. 2005).

Espaco
intercelular

Ccludina

Membrana
plasmatica

Figura 3 - Proteina ocludina. Disponivel em refuerzabiologia.blogspot.com.br.

A ocludina ndo tem funcdo apenas estrutural, esta proteina tem atuacdo

importante como componente funcional das juncdes oclusivas e esta estreitamente
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ligada na formacdo da barreira de permeabilidade paracelular (Balda et al., 1996;
Furuse et al., 1996).

O numero de juncles oclusivas nos varios tipos de células, geralmente, esta
diretamente relacionado com o nivel de expressdo de ocludina. As mudancas nas
funcdes fioldgicas da juncbes oclusivas sdo associadas com as transformacdes na
expressao e localizacdo da proteina ocludina. Portanto, a ocludina é considerada um
marcador imonoistoquimio fidedigno de juncéo de ocluséo (Balda et al., 1996; Hirase et
al., 1997; Tobioka et al., 2004).

A funcdo de barreira da ocludina e de outras junc¢des oclusivas esta danificada
em varios estados patoldgicos, como infeccbes por bactérias e virus, processos
alérgicos e toxicos, hiperestimulacdo imune, processos inflamatérios, diabetes e
neoplasicas. Tem sido realizados estudos com o objetivo de estabelecer a expresséo
tecidual das ocludinas em diferentes tipos de neoplasias (Tobioka et al., 2004).

A baixa regulacdo da expressao de proteinas de jun¢des oclusivas é geralmente
observada em tumores de origem epiteliar. Tobioka et al. (2004) identificaram que a
expressdo de ocludina diminui sistematicamente com o0 aumento do grau de
indiferenciacdo de carcinomas endometriais humanos. Em outra pesquisa realizada por
Kimura et al. (1997), demonstraram que a expressado da ocludina era reduzida em
adenocarcinomas pouco diferenciados do trato gastrointestinal.

Pesquisas sobre a importancia e a expressao das proteinas relacionadas as
juncbes oclusivas tem sido realizadas principalmente em alteracbes neoplasicas de
varios epitélios, ressaltando-se o epitélio gastrointestinal (Tokunaga et al., 2004).

O presente estudo é inédito quando demonstra o padrdo de expressdo e
conteudo tecidual da proteina ocludina na mucosa célica de ratos com e sem transito

intestinal.
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2. OBJETIVOS

1) Avaliar o conteudo tecidual de ocludina, comparando a mucosa colica de
segmentos providos e desprovidos de transito fecal;

2) Avaliar se ha modificagdes no local de expressdo da proteina ocludina nas
criptas da mucosa colica comparando 0s segmentos com e sem transito
intestinal;

3) Verificar a influéncia do tempo de excluséo de transito fecal na quantidade
tecidual de ocludina em segmentos cdlicos providos e desprovidos de transito

intestinal.
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3. 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 em Pesquisa (CEP) da

Universidade S&o Francisco, Braganca Paulista (Anexo 1).

3.1. Animal de experimentacéo

Foram utilizados 45 ratos machos (Rattus norvegicus albinus) da linhagem
Wistar, SPF, provenientes do Centro Multidisciplinar de Investigacdo Biologica da
Universidade Estadual de Campinas (CEMIB-UNICAMP), com peso variando entre 300

a 320g e média de idade de quatro meses.

3.2.  Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos experimentais
constituidos de quinze (15) animais, divididos segundo a data do sacrificio ser realizado
em seis (06) semanas, doze (12) semanas e dezoito (18) semanas. Em cada grupo,

com 15 animais, realizou-se a derivagdo do transito intestinal (grupo experimento).
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45 Ratas Wister

Grupo A Grupo B GrupoC
(15 animais) (15 animais) (15 animais)

6 semanas 12 semanas 18 semanas

rovidos de transit rovidosde transit rovidos de transit

Desprovidos de Desprovidos de Desprovidos de
transito transito transtio

Figura 4 - Organograma dos grupos experimentais.
3.3. Etapa pré-operatéria

Durante o periodo de vigilancia epidemiolégica (sete dias) todos os animais
foram mantidos em gaiolas individuais permanecendo em ambiente climatizado, com
controle de temperatura, luminosidade e ruidos. Foram pesados e no dia anterior ao
procedimento cirargico mantidos em jejum, exceto agua, por 24 h. As gaiolas individuais
foram identificadas pelo nimero do animal, grupo e subgrupo experimental aos quais

pertenciam. Estes mesmos nameros foram tatuados na cauda de cada animal.

3.4. Anestesia

No dia da intervencao, os animais foram pesados e anestesiados com o0 emprego
de cloridrato de xilazina 2% (Anasedan®)! + cloridrato de quetamina (Dopalen®)' na

dose de 0,1ml/100g, administradas por via intra-muscular na perna traseira esquerda.

! Agribrands do Brasil Ltda. Brasil
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3.5. Técnica operatoria

Depois de anestesiados, os animais foram restringidos em mesa cirurgica, em
decubito dorsal horizontal, realizando-se tricotomia abdominal e anti-sepsia com polivinil
pirrolidona-iodo. A cavidade abdominal foi acessada por incisao longitudinal mediana
com trés centimetros de extenséo, sendo identificada a placa de Peyer (Figura 5). Com
o auxilio de paquimetro e, ap6s ligadura dos vasos da arcada célica marginal (Figura
6), seccionou-se 0 colon trés centimetros acima da placa e Peyer. Apos remocéo do
conteudo fecal eventualmente presente, o segmento proximal do coélon seccionado foi
exteriorizado, como colostomia terminal, através de incisdo circular, com trés milimetros
de diametro, realizada no hipocondrio esquerdo. A fixacdo da colostomia foi realizada
com o emprego de pontos separados de fio absorvivel monofilamentar 4-0 (Monocryl®)?
nos quatro pontos cardinais e entre eles, sempre amarrados com trés nés.

Terminada a confeccdo da colostomia proximal, o segmento distal do intestino
grosso seccionado foi cateterizado com sonda de polivinil 12 F, fixada por ligadura
frouxa, e irrigado com 40ml de soro fisiolégico 0,9% (Figura 7), até que o efluente
drenado pelo anus do animal ndo apresentasse mais saida de material fecal. Concluida
a irrigacao, o cateter foi removido e o colon distal exteriorizado como colostomia (fistula
mucosa distal) na face lateral inferior esquerda da parede abdominal (Figura 8). A
fixacdo da colostomia distal foi realizada com a mesma técnica utilizada para a
colostomia proximal. A parede abdominal foi fechada em dois planos de sutura:
periténio e aponeurose com pontos continuos de fio de &cido poliglicélico 4-0 (Vicryl®)?
e a pele com pontos separados de nylon 4-0 (Mononylon®)>.

2 Ethicon, Inc. Somerville, NJ, USA.

% Ethicon, Inc. Somerville, NJ, USA
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Figura 5 - Identificacdo da placa de Peyer Figura 6 — Ligadura da artéria marginal no

(seta) como reparo anatémico. ponto de sec¢éo do célon.

Figura 7 - Limpeza mecanica anterégrada do Figura 8 - Aspecto final da parede abdominal

célon excluso de transito fecal. apoés confeccdo de estomas.

Fonte : Fotos da técnica operatoria retiradas de Souza, et. al., 2008.

3.6. Pds-operatério

Concluida a operacao, os animais foram mantidos por 10 minutos sob lampada
aquecida, e apos recuperacdo anestésica, alojados em gaiolas individuais, sendo
liberados para ingestdo de &gua e racdo padronizada (Nuvilab CR1®)* apds terem

recuperado completamente o estado de vigilia. Os ratos foram mantidos em gaiolas

* Nuvital Nutrientes SA, Sao Paulo, Brasil.
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individuais até a data do sacrificio, permanecendo nas mesmas condi¢cdes ambientais
do periodo de vigilancia epidemioldgica, ndo tendo sido tomado nenhum cuidado
adicional em relagéo a ferida operatoria e ao estoma confeccionado. Todos os dados de
acompanhamento pds-operatério (aceitacdo da dieta, aspecto da ferida cirlrgica,
aspecto da colostomia, peso, caracteristicas das evacuacdes) foram anotados em

planilhas previamente elaboradas.

3.7. Sacrificio dos animais

Na véspera do dia programado para o sacrificio os animais foram novamente
pesados e mantidos em jejum por 24 h, exceto para dgua. Foram anestesiados, com a
mesma técnica anteriormente descrita, e submetidos a laparotomia mediana, que se
prolongava até o apéndice xiféide, com abertura da cavidade por planos. Apos
liberacdo de aderéncias eventualmente presentes, o colon provido e todo o segmento
caudal do colon desprovido de transito fecal incluindo o anus, foram removidos em
monobloco.

Os segmentos de colon removidos foram abertos longitudinalmente pela borda
anti-mesocolica e lavados com soro fisiolégico a 0,9% para remocao de detritos fecais
presentes. Foram removidos dois fragmentos da parede cdlica, medindo cada um deles
30 mm de extensao, e interessando toda a circunferéncia da parede coélica, sendo um
fragmento do colon provido e outro do cdélon desprovido de transito intestinal. No
segmento provido de transito foram colhidos dois centimetros a partir da face interna do
estoma. Nos segmentos sem transito foram colhidos, um centimetro abaixo da face

interna do estoma e um centimetro acima do anus.
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3.8. Confeccéao dos blocos de parafina e laminas

Apbs o periodo de fixacdo os espécimes, foram processados em cinco banhos
de alcool absoluto durando uma hora cada banho. Em seguida, foram submetidos a trés
banhos sucessivos de xilol durando uma hora cada. Terminada esta etapa foram
submetidos a trés banhos de parafina durando uma hora cada banho a temperatura
constante de 60°C. Terminada a impregnagcdo pela parafina os espécimes foram
incluidos em blocos e submetidos a cortes histolégicos com 5 p de espessura cada
corte.

Para a confeccéo das laminas, independente da técnica de coloracdo, os cortes
foram desparafinados em dois banhos sucessivos de xilol, durando dez minutos cada
banho. A seguir foram alcoolizados em trés banhos sucessivos de é&lcool absoluto e
hidratados com &gua destilada. Todas as laminas foram confeccionadas por um
mesmo técnico e analisadas com microscopio 6ptico comum (Nikon Eclipse DS-50) com
magnificacdo final de 200 x, por trés observadores da é&rea de estudo que

desconheciam os objetivos do estudo.

3.9. Técnicas de coloracao

As laminas obtidas dos animais (segmentos providos e desprovidos de transito
fecal) foram submetidas a técnicas de coloracdo com hematoxilina-eosina (HE).

Para a realizagdo da técnica da HE as laminas apos terem sido desparafinadas
em dois banhos sucessivos de xilol, durando dez minutos cada banho, foram
alcoolizadas em trés banhos sucessivos de alcool absoluto e hidratadas com &agua
destilada. A seguir, foram expostas a hematoxilina de Harris filtrada em temperatura
ambiente por um minuto. ApGs a exposi¢cdo a hematoxilina de Harris foram submetidas

a lavagem continua e cuidadosa com agua corrente e, posteriormente agua destilada
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por trés minutos cada etapa e expostas ao corante eosina por dois minutos a
temperatura ambiente. A seguir foram iniciamente lavadas em &gua corrente e
posteriormente em agua destilada por mais dois minutos. Terminada esta etapa foram
desidratadas em trés banhos sucessivos de alcool absoluto, e diafanizadas em xilol.
Terminada a diafanizacéo, as laminas foram montadas com resina e laminulas.

As Figuras 9 e 10 mostram a parede célica em segmentos providos e
desprovidos de transito fecal em animais submetidos a derivacdo intestinal por 12

semanas.

—

Figura 9 A Parege (.:Ohca no\segr_nentNO Figura 10 - Parede célica no segmento
desprovido de transito fecal a derivagao desprovido de transito fecal & derivagéo
intestinal por doze semanas (HE — 100 X). intestinal por doze semanas (HE — 100 X).
c=criptas; mm= muscular da mucosa, sm = c=criptas; mm= muscular da mucosa; sm =
submucosa; mp= muscular propria. submucosa; mp= muscular prépria.

Fonte : Fotos de coloragéo retiradas de Souza, et. al., 2008.

3.10. Técnica imunoistoquimica (Ocludina)

Para realizacdo da técnica imunoistoquimica para pesquisa da proteina ocludina
nos blocos previamente confeccionados, foram realizados cortes histolégicos, com 5
de espessura em todas as amostras colhidas dos animais do grupo experimento
(segmentos com e sem o fluxo fecal) nos trés periodos de exclusdo propostos. Os
cortes foram dispostos em laminas com margens foscas previamente identificadas com

0 grupo experimental, subgrupo, nimero do animal e local do célon de onde o
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fragmento tinha sido removido. As laminas foram desparafinadas, reidratadas em alcool
em concentracdes decrescentes (absoluto, 95%, 80% e 50%) e lavadas em agua
destilada. Depois da lavagem, as laminas foram submersas em tampéao fosfato (PBS)
(0,05 M, pH 7,2) por 10 minutos e secas com papel filtro. Realizou-se bloqueio da
atividade de peroxidases enddgenas com H,0, 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 sodio 10 mM (pH 6,0) em um banho de agua a 95°C por 45 minutos. A seguir,
as laminas foram deixadas a temperatura ambiente por 20 minutos e, novamente,
lavadas em PBS por cinco minutos. Para a avaliacdo da expressao tecidual da
ocludina utilizou-se anticorpo primario policlonal ocludina diluido a 1:100 em albumina
bovina. As laminas foram cobertas com 100 pL das solucdo contendo os anticorpos
primarios e mantidas em refrigeragéo a 4°C por 24 h. Concluida esta etapa foram entédo
lavadas com PBS, incubadas com anticorpo secundario e submetidas ao complexo de
coloracdo estreptavidina-biotina-peroxidase por 45 minutos, preparado com uma
diluicdo de 1:100 em PBS. As laminas foram desenvolvidas usando preparacdo recém
preparada contendo tetrahidrocloreto diaminobenzidina (DAB, 10 mg em 10 mL de PBS
com 3 mL H,0,), que foi gotejada sobre as laminas e incubada por trés minutos. Finda
a contra coloracéo, foram desidratadas por imersdo em solucdes crescentes de etanol
(50%, 80%, 95% e 100%) e xileno. Finalmente, as laminas foram montadas, rotuladas e
mantidas em posicao horizontal por 24 h.

A imunocoloracdo foi considerada positiva quando se detectava coloracéo
acastanhada difusamente presente, com pontos de intensidade variavel e distribuicdo
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 priméario e o positivo em tecido de coélon humano, sabidamente

positivo para as proteinas.
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3.11. Avaliacao histologica

A andlise das laminas foi feita com microscépio Optico comum, Nikon Eclipse
DS50, com magnificacdo final de 200 x, por patologista experiente em doencas
colorretais e técnicas imunoistoquimicas e que desconhecia a origem do material e 0s
objetivos do estudo. A documentacao fotografica das laminas selecionadas foram feitas
com camera de video-captura (DS-Fi-50), acoplada ao microscopio trinocular. As
imagens capturadas foram, posteriormente, digitalizadas e armazenadas no

computador.

3.12. Andlise da expresséao tecidual de ocludina

A expressdo da proteina foi avaliada segundo o local e o conteudo da
imunocoloracdo. Inicialmente, consideramos o local onde ocorria a expressdo das
proteinas, ao longo das criptas colicas (apice ou base) classificando a intensidade da
imunocoloracdo, em cada um dos locais, em cruzes (+ a +++). O padrédo de expressao
tecidual final adotado para cada lamina foi & mediana encontrada, apos leitura de trés
campos diferentes que apresentassem pelo menos trés criptas integras e contiguas. A
graduacdo em cruzes foi feita por trés observadores independentes e os resultados
conflitantes foram posteriormente analisados em conjunto. Nenhum deles conhecia o

local do célon de onde o material havia sido removido nem a proteina estudada.

3.13. Método estatistico

Os resultados foram sempre descritos pelo valor médio com respectivo desvio
padrdo. Adotamos sempre nivel de significancia de 5% (p<0,05). Utilizamos o teste de
Mann-Whitney para analisar o conteddo de ocludina, comparando animais do grupo
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experimento (segmentos providos e desprovidos de transito fecal). Utilizamos o teste
ndo paramétrico de Willcoxon para comparar a intensidade de expressao da proteina
ocludina nas regibes apical e basal das criptas cdlicas nos grupos controle e
experimento (segmentos colicos providos e desprovidos de transito), nos diferentes
tempos de exclusdo. Empregamos o teste de Kruskal-Wallis e o pos-teste de Student-
Neuman-Keus para anélise de variancia com relacdo ao tempo de exclusdo do transito
e as variacfes da expressdo da proteina ocludina entre as regifes apicais e basais.

Para o estudo estatistico utilizamos o programa SPSS (versao 13.0).
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4. RESULTADOS

4.1. Expresséo e conteudo tecidual de ocludina

As Figuras 11 e 12 mostram a parede célica em segmento provido e desprovido
de transito em animal submetido a exclusao fecal por seis semanas. Na Figura 12,
segmentos  colicos desprovidos de transito intestinal, observa-se uma

irregularidade/atrofia das criptas célicas e uma ruptura da camada muscular da mucosa.

Figura 11 - Parede do coélon provido de transito Figura 12 - Parede do colon desprovido de

intestinal, seis semanas. (HE - 200 x) transito intestinal, seis semanas. (HE - 200 x)

As Figuras 13 e 14 mostram que a expressado tecidual da proteina ocludina é
menor no fundo das criptas do célon provido e desprovido de transito intestinal do grupo
de doze semanas do que no apice. Observa-se também que a expressao da ocludina
no apice das criptas providas de transito intestinal é significantemente maior quando
comparada com o apice do segmento desprovido de transito intestinal.

As Figuras 15 e 16 mostram que a expressdo tecidual da proteina ocludina é
menor no fundo das criptas do célon provido e desprovido de transito intestinal do grupo
de dezoito semanas do que no apice. Verificando-se entédo, que a expressao tecidual da
proteina ocludina é maior na regido apical dos segmentos providos e desprovidos de
transito fecal independente do tempo de exclusao. Na Figura 16, segmento célico

desprovido de transito intestinal, observa-se também um frangeamento das criptas.
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Figura 13 - Parede do c6lon provido de transito Figura 14 - Parede do c6lon desprovido de

intestinal, doze semanas. (200 x) transito intestinal, doze semanas. (200 x)

Figura 15 - Parede do célon provido de transito Figura 16 — Parede do colon desprovido de

intestinal, dezoito semanas. (200 x) transito intestinal, dezoito semanas. (200 x)

4.2. Intensidade de expresséo da ocludina segundo o local da cripta célica

A Figura 17 mostra em média a comparacao da intensidade da expressao da
proteina ocludina entre as regiées apicais e fundos das criptas da mucosa célica nos
segmentos providos de transito intestinal nos grupos de seis (6), doze (12) e dezoito
(18) semanas com os respectivos desvios-padrao, sempre considerando a analise de
trés observadores. Constatou-se através do teste ndo paramétrico de Willcoxon que o
contetdo de ocludina é significantemente menor no fundo das criptas no célon provido

de transito intestinal em todos os tempos de exclusédo considerados (p<0,0001).
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Figura 17 — Expresséo de proteina ocludina no fundo da cripta célica provida de transito intestinal nos
grupos de seis, doze e dezoito semanas < Apice da cripta célica provida de transito nos mesmos grupos
(p<0,0001)**. Teste Willcoxon.

A Figura 18 mostra em média a comparacao da intensidade da expressao da
proteina ocludina entre as regides apicais e fundos das criptas da mucosa célica nos
segmentos desprovidos de transito intestinal nos grupos de seis (6), doze (12) e dezoito
(18) semanas com 0s respectivos desvios-padrédo, sempre considerando a analise de
trés observadores. Constatou-se através do teste ndo paramétrico de Willcoxon que o
contetdo de ocludina é significantemente menor no fundo das criptas no coélon
desprovido de trénsito intestinal em todos os tempos de exclusdo considerados
(p<0,0001).
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Figura 18 — Expressao de proteina ocludina no fundo da cripta cdlica desprovida de transito intestinal nos
grupos de seis, doze e dezoito semanas < Apice da cripta célica desprovida de transito nos mesmos

grupos (p<0,0001)**. Teste Willcoxon.

A Figura 19 mostra em média a comparacao da intensidade da expressao da
proteina ocludina entre as regides apicais das criptas da mucosa coélica nos segmentos
providos de transito intestinal e as regides apicais dos segmentos desprovidos nos
grupos de seis (6), doze (12) e dezoito (18) semanas com 0s respectivos desvios-
padrdo, sempre considerando a andlise de trés observadores. Constatou-se através do
teste ndo paramétrico de Mann-Whithey que o conteddo de ocludina é
significantemente menor no apice das criptas no célon desprovido de transito intestinal
em todos os tempos de exclusdo considerados (p<0,0001). Nao existe diferenca do
conteudo de ocludina no fundo das criptas com e sem transito nos animais de seis,

doze e dezoito semanas.
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Figura 19 — Expressao de proteina ocludina no apice da cripta cdlica desprovida e provida de transito
intestinal nos grupos de seis, doze e dezoito semanas < Apice da cripta célica provida de transito nos

mesmos grupos (p<0,0001)**. Teste Mann-Whitney

4.3. VariagOes segundo o tempo de excluséo

A Tabela 1 mostra a significancia da variacdo do conteudo total de ocludina na
mucosa do célon com transito intestinal, em relacdo aos tempos propostos. A analise
realizada pelo teste Kruskal-Wallis mostou que existe variacdo no contetdo da ocludina
no apice das criptas do colon provido de transito em relacdo ao tempo de exclusédo
(p=0,0019). O pos-teste de Student-Neuman-Keuls mostra que esta variagdo ocorre
entre a sexta e décima segunda semana, estabilizando a partir de entdo. Nao existe
variacdo do conteudo de ocludina no fundo das criptas nos célons providos de transito
e também ndo ha variacdo no conteudo da proteina no apice e fundo das criptas do

co6lon desprovidos de transito intestinal.
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Tabela 1 — Resumo de significancia da variacdo dos valores médios para o contetudo

de ocludina, no cdlon provido de transito intestinal.

6 e 12 semanas | 6 e 18 semanas | 12 e 18 semanas
Apice Sim (p=0,0107) | Sim (p=0,0024) N&o (p=0,3763)
Fundo Nao Nao Nao
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5. DISCUSSAO

Anteriormente, ja tinhamos estudado, modelos experimentais de colite de
excluséo (CE), as principais alteracfes nas diferentes camadas da parede intestinal,
comparando segmentos com e sem transito fecal. Em pesquisa realizada por Souza et
al. (2008), encontraram atrofia das criptas intestinais, com formacdo de Ulceras
epiteliais que se encontravam relacionadas ao tempo de exclusdo, além de infiltrado
neutrofilico, congestdo vascular, edema e focos de hiperplasia nodular linféide,
aspectos histolégicos comuns na CE. No presente estudo, confirmamos esses achados.

Para que ocorra o desenvolvimento da colite é necessaria a ruptura da barreira
funcional. A maior evidéncia da necessidade de violagdo da barreira epitelial para o
desenvolvimento da colite foi demonstrada pelos modelos experimentais de colite
guimicamente induzida. Nesses modelos, a translocacao bacteriana e a consequente
resposta imune ocorrem apoés induzir-se a lesdo da camada epitelial, de forma artificial,
pela aplicacdo de agentes quimicos toxicos. Demonstrou-se, em modelo animal de CE,
gue é 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., 2010).

Ha oito 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 cdlico.
Esse interesse foi despertado pela teoria de indugcédo das colites por radicais livres
(Pravda, 2005).

Ao avaliarmos a primeira linha de defesa da barreira epitelial também
encontramos, assim como ocorre em outras formas de colite, reducdo da producéo de
mucinas neutras e acidas nos segmentos desprovidos de transito (Nonose et al.,
2009; Martinez et al., 2010). Esses achados confirmam resultados de pesquisas que
demonstraram a importancia do suprimento constante de AGCC para manutencéo do
trofismo epitelial e indug&o de genes que transcrevem as fracdes protéicas das mucinas
(Nonose et al., 2009).
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Em segmentos derivados do coélon, a auséncia do bolo fecal impede a formagéo
dos AGCC, bem como sua absorcao e utilizacdo pelas células epiteliais. Os AGCC
determinam maior fluxo sangliineo para a parede intestinal, pela diminuicdo da
resisténcia das arteriolas do célon e reto, promovem aderéncia entre os colondcitos,
aumentam a absorcao de sédio e 4gua, estimulam o crescimento normal das células do
epitélio cdlico, influenciam a motilidade colica e favorecem a cicatrizagdo de lesbes da
parede intestinal (Mortensen et al., 1991; Kissmeyer-Nielsen et al., 1994; Pinto et al.,
2007). Os AGCC exercem papel protetor no desenvolvimento de neoplasias, em virtude
de sua acao antiproliferativa interferir no processo de diferenciacéo celular favorecendo
a apoptose (Velasques et al., 1997). Nos segmentos desprovidos de transito intestinal,
a glutamina, substrato energético secundario para essas células, fornecida
principalmente pelo suprimento sanguineo passa a ser primordial, podendo ser utilizada
preferencialmente a glicose como fonte energética (Roediger, 1990).

Com o modelo experimental de CE proposto, confirmou-se, inicialmente, que
células da mucosa colica desprovidas do suprimento regular de AGCC, consequente a
derivacao fecal sofrem modificagcbes 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
alteracGes histolégicas pioram com o progredir do tempo de exclusao (Martinez,
2009; Martinez et al., 2010).

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 modificagbes no padrédo 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 calico.

Kadri (2010) e Fabris (2011) estudaram as modificagbes no conteudo e padréo
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, julgou-se oportuno verificar se poderia existir dano as proteinas formadoras das
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jungdes aderentes. O modelo de CE assegurava que a lesédo das juncdes intercelulares
ndo era provocada por agentes téxicos 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).

Kadri (2010) quando mensurou-se 0s nhiveis 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 0os maiores niveis de estresse oxidativo no
coélon excluso apdés seis semanas estejam relacionados tanto a maior formagéo de RLO
pelos préprios neutréfilos presentes no tecido, quanto pelas células epiteliais
desprovidas de AGCC .

Mensurou-se o0 contetudo tecidual da proteina E-caderina nos animais
submetidos a derivacdo intestinal por seis semanas, houve reducédo do conteudo total
da proteina nos segmentos sem transito fecal. Avaliando o conteddo de E-caderina
apenas na regido apical das criptas colicas, houve redugcdo em relacdo aos animais do
grupo controle e aos segmentos providos de transito dos animais do grupo
experimento. Sugere-se que a reducdo do conteudo total da E-caderina ocorria a custa
da perda de expressdo na superficie epitelial onde, habitualmente, as juncdes
aderentes sao mais numerosas pela maior proximidade da flora bacteriana luminal. A
preservacdo do conteddo de E-caderina na regido basal em relacdo aos segmentos
com transito preservado sugere que o dano as juncbes aderentes nas primeiras
semanas ocorre a partir da superficie luminal (Kadri, 2010).

Até a presente data, ndo se estudou a possibilidade de que existam
modificacbes no conteddo e padrdo de expressdo das proteinas ocludina em
modelos experimentais de CE. Apds varios estudos sobre as alteracdes histoldgicas,
modificagbes da barreira epitelial da mucosa codlica e modificagbes nas juncdes
aderentes, julgou-se oportuno verificar se poderiam existir danos a proteina ocludina
gue compde a juncao de ocluséo.

40



O modelo de CE utilizado assegurava que a lesédo das jun¢cdes de oclusdo 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.
Caso fosse possivel demonstrar que modificacbes no metabolismo celular, aumentando
a produgdo de RLO, também pudessem modificar o conteddo ou o padrdo de
expressao das proteinas da juncdo de oclusdo, destacando no estudo a ocludina, ter-
se-ia mais uma evidéncia experimental a favor da teoria de inducdo da colite por
radicais livres.

Desta forma podemos destacar que possivelmente alteracbes na expresséo da
proteina ocludina na mucosa coélica cronicamente inflamada e a maior possibilidade de
desenvolvimento do CCR nessa situacdo confirmam a importancia da preservacao
dessa proteina ndo s6 na manutencdo da barreira funcional, mas na prevencédo do
CCR.

Os resultados encontrados no presente estudo constatou-se que segmentos
colicos desprovidos de transito, apresentam alteracdes histologicas 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; Martinez et al., 2010).

Quando mensuramos o conteldo tecidual da proteina ocludina nos animais
submetidos a derivacdo intestinal por seis semanas, doze e dezoito semanas,
verificamos que ha predominancia da proteina na regido apical dos segmentos colicos
providos e desprovidos de transito intestinal quanto comparado com o fundo.
Provavelmente devido ao fato que a ocludina é uma proteina ligada adesédo, adeséo
essa que deve acontecer no apice, portanto a ocludina tende a uma mobilidade celular
em direcéo a regido apical e lateral.

A expressédo da ocludina nas regides basais nos segmentos sem transito fecal
ndo se modificava em relagdo aos segmentos com transito preservado. Esses
achados reforgcam nossas suspeitas que o aumento da concentracdo da ocludina na
regido apical das criptas, quando comparado a regido basal, provavelmente é devido ao
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aumento da divisdo celular na zona proliferativa das criptas (basal) e tentativa de
substituir células da superficie apical cada vez mais danificadas pelo processo
inflamatdrio, nos animais desprovidos de transito fecal.

Avaliando o conteudo de ocludina apenas na regido apical das criptas célicas,
verificamos que a expressdo da proteina ocludina nos apices das criptas célicas dos
segmentos desprovidos de transito intestinal € significantemente menor quando
comparada com a regido apical dos segmentos providos de transito intestinal. Os
resultados apresentados sdo muito importantes ao considerarmos estudos anteriores
dentro do nosso grupo de estudo, estudos estes que também encontraram resultados
parecidos com 0s apresentados, embora tenham utilizados proteinas das juncdes
aderentes (E-caderina e (- catenina) (Kadri, 2010; Fabris, 2011). Com estes resultados,
constata-se que a deficiéncia de AGCC, provocada pela derivacdo intestinal, diminui
significantemente a expressdo da proteina ocludina na regido apical dos segmentos
desprovidos de transito intestinal.

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 s&do substratos importantes na preservacdo da
integridade dos mecanismos de barreira, por induzirem a expressao de genes
formadores das proteinas responsaveis pela permeabilidade seletiva das juncbes
intercelulares e evitarem o estresse oxidativo que provoca lesfes 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), enquanto o restabelecimento do transito fecal, a administracdo de
AGCC, glutamina, solu¢des nutricionais mistas e acidos graxos poliinsaturados ricos
em Omega-3 e Omega-6 melhoram as alteracdes histologicas encontradas nas
colites, provavelmente por diminuirem o estresse oxidativo tecidual. A importancia do
estresse oxidativo na etiopatogenia da CE fica evidente ao demonstrar-se que o
uso de substancias antioxidantes apresenta efeitos terapéuticos benéficos na colite
ulcerativa, colite quimicamente induzida e na C. Em outras palavras, os resultados de
todos esses estudos demonstram que o manutencdo do fornecimento de AGCC as

42



células da mucosa colica ou a neutralizacgdo dos RLO com substancias
antioxidantes séo estratégias eficazes para o tratamento das colites. Essas evidéncias
corroboram a importancia dos RLO no desenvolvimento das colites (Martinez, 2009).

N&o encontramos variacdo do conteldo da proteina entre as regides apicais e
basais com relacdo ao tempo de exclusdo. Houve variagcdo no conteudo da proteina
ocludina em relacdo ao tempo de exclusdo na regiao apical do segmento provido de
transito instestinal entre a sexta e décima segunda semana, estabilizando a partir de
entdo. Acreditamos que esta variagdo se da pela evolugcdo ponderal que o animal
apresenta durante os diferentes tempos de exclusao.

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 solu¢des nutricionais ou o0 uso de substancias
antioxidantes, deve ser considerado estratégia valida na prevencgéao e tratamento da CE
independente do tempo de excluséo.

A presente pesquisa demonstra pela primeira vez na literatura, que a proteina
ocludina, uma das principais componentes das jun¢des oclusdo encontra-se alterada na
CE assim como ocorre na colite ulcerativa.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nas condicdes de execucdo do presente estudo permitem

concluir que:

» Existe menor contelddo de ocludina na regido profunda das criptas colicas em
segmentos providos e desprovidos de transito fecal em relacdo a regido apical;

» Existe reducdo do conteudo tecidual de ocludina nos apices das criptas coélicas
nos segmentos desprovidos de transito fecal quando comparado com a regido
apical das criptas com transito preservado;

* Houve variacao do conteudo total de ocludina na regido apical das criptas célicas
nos segmentos com transito intestinal, em relacdo aos tempos propostos. N&ao
existe variacdo do conteudo de ocludina no fundo das criptas nos coélons
providos de transito e também ndo ha variacdo no contetdo da proteina no apice

e fundo das criptas do colon desprovidos de transito intestinal.
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(CEUAP) da Universidade Séao Francisco, Braganca Pau lista.
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ANEXO Il — Intensidade da expressao da proteina ocl

udina — 6 semanas.

Provido de transito intestinal Desprovido de transito intestinal
Animal Apice Fundo Animal Apice Fundo
1 ++ + 1 ++ +
2 ++ + 2 +++ +
3 ++ + 3 ++ +
4 +++ + 4 + +
5 + + 5 + +
6 ++ + 6 + +
7 ++ + 7 + +
8 ++ + 8 ++ +
9 ++ + 9 ++ +

Provido de transito intestinal Desprovido de transito intestinal
Animal Apice Fundo Animal Apice Fundo
1 +++ + 1 + +
2 ++ + 2 ++ +
3 ++ + 3 + +
4 +++ + 4 + +
5 + + 5 + +
6 ++ + 6 + +
7 +++ + 7 + +
8 ++ + 8 ++ +
9 ++ + 9 ++ +
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Provido de transito intestinal Desprovido de transito intestinal
Animal Apice Fundo Animal Apice Fundo
1 +++ + 1 + +
2 +++ + 2 ++ +
3 ++ + 3 + +
4 +++ + 4 + +
5 + + 5 + +
6 +++ + 6 + +
7 +++ + 7 + +
8 ++ + 8 ++ +
9 ++ + 9 +++ +
ANEXO Il — Intensidade da expressao da proteina oc ludina — 12 semanas.

Provido de transito intestinal Desprovido de transito intestinal
Animal Apice Fundo Animal Apice Fundo
1 +++ + 1 + +
2 +++ + 2 ++ +
3 ++ + 3 + +
4 ++ + 4 + +
5 +++ + 5 + +
6 +++ + 6 +++ +
7 ++ + 7 + +
8 +++ + 8 ++ +
9 ++ + 9 + +
10 +++ + 10 + +
11 +++ + 11 + +
12 +++ + 12 + +
13 +++ + 13 + +
14 +++ + 14 + +
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Provido de transito intestinal Desprovido de transito intestinal
Animal Apice Fundo Animal Apice Fundo
1 +++ + 1 ++ +
2 +++ + 2 ++ +
3 ++ + 3 + +
4 +++ + 4 ++ +
5 +++ + 5 + +
6 +++ + 6 ++ +
7 ++ + 7 + +
8 +++ + 8 ++ +
9 ++ + 9 ++ +
10 +++ + 10 ++ +
11 +++ + 11 ++ +
12 +++ + 12 ++ +
13 +++ + 13 + +
14 ++ + 14 ++ +

Provido de transito intestinal Desprovido de transito intestinal
Animal Apice Fundo Animal Apice Fundo
1 +++ + 1 + +
2 ++ + 2 ++ +
3 ++ + 3 + +
4 ++ + 4 + +
5 ++ + 5 + +
6 +++ + 6 +++ +
7 ++ + 7 ++ +
8 +++ + 8 ++ +
9 ++ + 9 ++ +
10 +++ + 10 ++ +
11 ++ + 11 + +
12 +++ + 12 ++ +
13 +++ + 13 + +
14 +++ + 14 + +

58




ANEXO |V - Intensidade da expresséao da proteina ocl

udina — 18 semanas.

Provido de transito intestinal Desprovido de transito intestinal
Animal Apice Fundo Animal Apice Fundo
1 +++ + 1 ++ +
2 +++ + 2 + +
3 +++ + 3 + +
4 +++ + 4 ++ +
5 +++ + 5 ++ +
6 +++ + 6 + +
7 +++ + 7 ++ +
8 ++ + 8 + +
9 +++ + 9 ++ +

Provido de transito intestinal Desprovido de transito intestinal
Animal Apice Fundo Animal Apice Fundo
1 +++ + 1 ++ +
2 +++ + 2 ++ +
3 +++ + 3 + +
4 +++ + 4 + +
5 +++ + 5 + +
6 +++ + 6 + +
7 +++ + 7 + +
8 ++ + 8 ++ +
9 +++ + 9 ++ +




Provido de transito intestinal Desprovido de transito intestinal
Animal Apice Fundo Animal Apice Fundo
1 +++ + 1 ++ +
2 +++ + 2 ++ +
3 +++ + 3 + +
4 +++ + 4 + +
5 +++ + 5 ++ +
6 +++ + 6 + +
7 ++ + 7 ++ +
8 + + 8 + +
9 + + 9 + +
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