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RESUMO

Estudos recentes demonstraram a relagdo entre estresse oxidativo e a etiopatogenia da
colite de exclusédo. Ja se demonstrou que o acido 5-aminosalicilico (5-ASA) é eficaz no
tratamento de diferentes formas de colite, entretanto, nenhum estudo avaliou sua eficacia
contra o estresse oxidativo ao DNA em modelos experimentais de colite de exclusdo. E
possivel que a atividade antioxidante do 5-ASA possa ser o mecanismo responsavel pelo
seu efeito terapéutico. OBJETIVO: Avaliar os efeitos do acido 5-ASA contra o dano oxidativo
do DNA em modelo experimental de colite de exclusdo. METODOS: Vinte e seis ratos Wistar
machos foram divididos em dois grupos com 13 animais segundo o sacrificio ter sido
realizado duas ou quatro semanas apds a derivagdo fecal do coélon esquerdo. Todos os
animais foram submetidos a colostomia proximal no célon descendente e fistula mucosa no
remanescente colico distal. Cada grupo foi dividido em dois subgrupos segundo a
intervengdo no colon sem transito ter sido realizada com solugdo fisiologica a 0,9%
(subgrupo controle; n=4) ou acido 5-ASA (subgrupo experimento; n= 9). O diagndstico de
colite foi feito pelo estudo histopatolégico. Os niveis de dano oxidativo ao DNA foram
determinados pela técnica do ensaio em cometa, analisando 100 células obtidas dos
segmentos com e sem transito, antes e apos desafio com H,O,. Para o estudo estatistico
foram utilizados os testes t pareado, ANOVA e pés teste Newman-Keuls, estabelecendo-se
nivel de significancia de 5% (p<0,05). RESULTADOS: Os niveis de dano oxidativo ao DNA
nos animais submetidos a intervengao com solugado fisioldgica, nos cdlons providos e
desprovidos de transito fecal apds duas e quatro semanas de irrigagdo foram de 2,59+0,54,
3,2810,62 e 2,99+0,17, 3,20%0,27, respectivamente. Os niveis de dano oxidativo nos
animais submetidos a intervengcdo com acido 5-ASA, nos célons providos e desprovidos de
transito apods duas e quatro semanas de irrigagdo foram de 1,8010,05, 2,07+0,15 e
2,06£0,13, 2,45+0,17, respectivamente. Os niveis de dano ao DNA em segmentos
desprovidos de transito fecal nos animais irrigados com acido 5-ASA, apés duas e quatro
semanas foram menores quando comparados aos animais irrigados com solugao fisioldgica
(p=0,005 e p=0,005, respectivamente). Apds o desafio com H,O, os niveis de dano ao DNA
no colon desprovido de transito fecal permaneceram menores nos animais irrigados com
acido 5-ASA por duas e quatro semanas quando comparados aos irrigados com solugao
fisiologica (p=0,01 e p=0,005, respectivamente). CONCLUSAO: A aplicagdo de enemas
com acido 5-ASA reduz os niveis de dano oxidativo ao DNA no cdélon desprovido de transito
fecal, apds duas e quatro semanas de irrigagao, mesmo apoés desafio com H,O,, sugerindo

que a substancia apresente efeitos protetores contra o dano oxidativo do DNA.

PALAVRAS CHAVES: Colite. Mesalamina. 5-aminosalicilato. Acidos graxos volateis. Ratos.
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ABSTRACT

Recent studies has been demonstrated the relationship between oxidative stress and
the etiopathogenesis of diversion colitis. It has been shown that 5-aminosalicylic acid (5-
ASA) is effective in treating different forms of colitis, however, no studies have evaluated its
effectiveness against oxidative DNA damage in experimental models of diversion colitis. It is
possible that the antioxidant activity of 5-ASA may be the mechanism responsible for its
therapeutic effect. OBJECTIVE: To evaluate the effects of 5-ASA against oxidative DNA
damage in an experimental model of diversion colitis. METHODS: Twenty-six male Wistar
rats were divided into two groups with 13 animals in accordance with the sacrifice was
performed two to four weeks after the fecal derivation of the left colon. All animals underwent
proximal colostomy in the descending colon and colonic mucosa fistula in the remaining
distal. Each group was divided into two subgroups according to the intervention in the colon
without transit have been performed with 0.9% saline solution (control subgroup, n = 4) or
acid 5-ASA (experimental subgroup, n = 9). The diagnosis of colitis was made by histological
examination. The levels of oxidative DNA damage were determined by the comet assay, and
were analyzed 100 cells obtained from segments with and without fecal stream before and
after challenge with H,O,. For the statistical analysis were used the paired t test, ANOVA and
Newman-Keuls pos test, adopting a significance level of 5% (p <0.05). RESULTS: The levels
of oxidative DNA damage in animals subjected to intervention with saline solution, in the
colon with and without fecal stream, after two and four weeks of irrigation were 2.59+0.54,
3.284£0.62 and 2.99+0.17, 3.20+0.27, respectively. The levels of oxidative DNA damage in
animals subjected to intervention with 5-ASA in the colon with and without fecal stream, after
two and four weeks of irrigation were 1.80+0.05, 2.07+0.15 and 2,0610.13, 2.45+0.17,
respectively. The levels of oxidative DNA damage in segments devoid of fecal stream in the
animals irrigated with acid 5-ASA, after two and four weeks were lower when compared to
animals irrigated with saline solution (p=0.005 and p=0.005, respectively). Following
challenge with H,O, the levels of oxidative DNA damage in the colon devoid of fecal stream
remained lower in the animals irrigated with 5-ASA for two and four weeks when compared
with animals irrigated with saline solution (p=0.01 and p=0.005, respectively ).
CONCLUSION: The use of enemas with 5-ASA acid reduces the levels of oxidative DNA
damage in the colon devoid of fecal stream, after two and four weeks of irrigation, even after
challenge with H,O,, suggesting that the 5-ASA present protective effects against oxidative
DNA damage.
KEY WORDS: Colitis. Mesalazine. 5-aminosalicylic. Short-chain fatty acid. Rats.

viii



5-ASA

AGCC

CAT

CE

CEP

COBEA

DIl

DP

DSS

EDTA

EtBr

FDA

GPX

GSH

GSH-rd

HE

HO,'

H202

LISTA DE ABREVIATURAS

Acido 5-aminosalicilico
Acidos graxos de cadeia curta
Criptas colica

Catalase

Colite de excluséo

Comité de Etica em Pesquisa
Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal
Doenca inflamatdria intestinal
Desvio padréo

Sulfato Sédico Dextran
Etileno diamino tetracético
Brometo de etidio

French

Diacetato de fluoresceina
Glutationa peroxidase
Glutationa reduzida
Glutationa redutase
Hematoxilina-eosina
Hidroperoxila

Perdxido de hidrogénio



iINOS

vl

mA

mcC

mM

MM

MUC-2

NADPH

NaCl

NaOH

NF-kB

0,*

OH
PGE-2
PBS
RCUI
RLO
sm

SOD

Intervalo de confianca
Oxido nitrico sintase
Microlitros

Molar

Miliampér

Muco

Milimolar

Muscular da mucosa

Gene MUC-2

Nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato-reduzida

Cloreto de sodio

Oxido de sédio

Fator nuclear kappa-beta
Superoxido

Oxigénio singlet

Hidroxila

Prostaglandina E-2
Tampao fosfato

Retocolite ulcerativa inespecifica
Radicais livres de oxigénio
Submucosa

Superoxido dismutase



SPF

™

TNBS

UNIFAG

\

Specific free parasitis
Tail moment

Acido trinitrobenzeno sulfonico

Unidade de Farmacologia e Gastroenterologia

Xi

Volts



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Foto da irrigacao do segmento cdlico excluso de transito fecal com a

EST] [UTez= Lo R o [N a1 (=T V7= o o= TN
Figura 2 - Foto da placa de Peyer como reparo anatdmico..........ccccceeeeeveeeieeeieeeeennn.
Figura 3 — Foto da ligadura da artéria marginal..................eeeviveviiiriveieieeininiieeiieinnns

Figura 4 — Foto da limpeza mecanica anterdégrada do célon excluso de transito

Figura 5 — Foto do aspecto final da parede abdominal apds confec¢dao dos

(Y53 (0] 0 = 1T

Figura 6 -Fotomicrografia de segmento provido de transito fecal de animal
submetido a derivagéo intestinal por quatro semanas (HE — 100x). c=criptas; MM=
muscular da mucosa; sm = submucosa; mp= muscular

0T 0] o] 4 = TSRO

Figura 7 - Fotomicrografia segmento desprovido de transito fecal de animal
submetido a derivagao intestinal por quatro semanas (HE — 100x). mc = muco;
c=criptas; MM= muscular da mucosa; sm = submucosa; mp= muscular

0] o] o] (- TSSO PPNt

Figura 8 - Foto mostrando a avaliagdo dos niveis de estresse oxidativo (Tail
Moment), pelo ensaio do cometa. A — Célula normal; B — Célula com dano

oxidativo moderado; C — Célula com dano oxidativo intenSo..........ceeeeeeveeeeeeeeeeanae,

Figura 9 - Fotomicrografia do segmento provido de transito apds duas semanas

de derivacdo fecal e irrigagdo com solugcédo fisiolégica 0,9%. (HE-

Figura 10 — Fotomicrografia das alteragbes histoldgicas encontradas no segmento
provido de transito apds quatro semanas de derivagdo fecal e irrigagao com

solucao fisioldgica a 0,9%. (HE-200X)......cccciiurmiiiiiiieiiee e

Figura 11 — Fotomicrografia alteragbes histoldgicas encontradas no segmento

desprovido de transito apos duas semanas de derivagédo fecal e irrigagdo com

Xii

28

32

32

33

33

37

37

40

43

44

44



solucao fisioldgica 0,9%. (HE-200X).........ccueaiuieiiiaiieie e

Figura 12 - A — Fotomicrografia do segmento provido de transito apds duas
semanas de derivagao fecal e irrigagdo com acido 5-ASA. B — Fotomicrografia do
segmento provido de transito apdés quatro semanas de derivagao fecal e irrigagéo
COM ACIAO 5-ASA. (HE-200X).......eeeeiiiiiieeiiieiee ettt e e e e e e e s

Figura 13 - Fotomicrografia do segmento desprovido de transito apds duas

semanas de derivagdo fecal e irrigagdo com acido 5-ASA (HE-

Figura 14 - Fotomicrografia do segmento desprovido de transito apdés quatro

semanas de derivagdo fecal e irrigagdo com acido 5-ASA. (HE-

Figura 15 - Grafico - Valor médio, com o respectivo desvio padréo, dos niveis de
dano oxidativo ao DNA nuclear nos coélons irrigados com solugéo fisiolégica ou
acido 5-ASA por duas semanas comparando segmentos com e sem transito fecal.

Teste pareado;SigNIfiCante............uuuiiiiiiiiiiiiii e ————————

Figura 16 - Grafico - valor médio, com o respectivo desvio padrao, dos niveis de
dano oxidativo ao DNA nuclear nos célons irrigados com solugao fisiolégica ou
acido 5-ASA, por quatro semanas comparando segmentos com e sem transito

fecal. Teste t pareado; * = significante.............cooeviiiiiiiiiiii e

Figura 17 - Grafico - variagdo dos niveis de dano oxidativo ao DNA nuclear nos
colons providos e desprovidos de transito fecal nos animais submetidos a
intervengéo por duas ou quatro semanas com solugao fisiologica a 0,9% e acido

5-ASA. Teste de ANOVA com pés-teste de Newman-Keuls; * = significante.............

Figura 18 - Grafico - variacdo dos niveis de dano oxidativo ao DNA nuclear nos
coélons providos e desprovidos de transito fecal comparando animais submetidos a
intervengéo por duas quatro semanas irrigados com solugéo fisiolégica a 0,9% ou
acido 5-ASA. Teste de ANOVA, pos-teste de Newman-Keuls; * =

SIGNIfICANTE. ...,

Figura 19 — Gréafico - valores médios, com o respectivo desvio padréo, dos niveis
de dano oxidativo ao DNA nos cdlons providos e desprovidos de transito fecal,

ap6s desafio com H,O,, comparando animais submetidos a intervencdo com

Xiii

45

45

46

a7

48

49

50

52



solugdo fisiolégica e acido 5-ASA por duas semanas. Teste t pareado; * =
significante

Figura 20 — Grafico - valores médios, com o respectivo desvio padrao, dos niveis
de dano oxidativo ao DNA nos coélons providos e desprovidos de transito fecal,
ap6s desafio com H,O,, comparando animais submetidos a intervencdo com
solugcao fisiologica e acido 5-ASA por quatro semanas. Teste t pareado; * =

SIGNIFICANTE. ... e

Figura 21 — Gréfico - variagao dos niveis de dano oxidativo ao DNA nuclear nos
colons providos e desprovidos de transito fecal nos animais submetidos a
intervengdo por quatro semanas com solugao fisioldgica a 0,9% e acido 5-ASA,
desafiados com H,0O,. Teste de ANOVA, pés teste de Newman-Keuls; * =

SIgNIfICANTE. ...

Figura 22 — Gréafico - variagdo dos niveis de dano oxidativo ao DNA nuclear nos
coélons providos e desprovidos de transito fecal comparando animais submetidos a
intervengéo por duas quatro semanas irrigados com solugéo fisiolégica a 0,9% ou
acido 5-ASA, apos desafio com H,0,. Teste de ANOVA, pds-teste de Newman-

Keuls; * = significante............ccccc

Xiv

53

54

55



1. INTRODUGCAO.......ccoveveeeeereeenn.
1.1. Colite de exclusdo..........ccoevveueee..
1.2. Radicais livreS......c..ccoceviiiiinennnee.

1.3. Sistemas de defesas antioxidantes

SUMARIO

1.4.Colite experimental e estresse oxidativo............ccoeeeviiiiiiiiiiiii i

1.5. Acido 5- aminosalicilico..................
2. OBJETIVOS......ooeeeeeeeeaee,

3. METODO........ccciiiieeeeieeeeee

3.1. Animal de experimentacéo........

3.2. GrupoS EXPEIMENTAIS. ... .ciiiieeiiiiiiiiiieieee e e ee ettt e e e e e e ee e e s e s s nnnreaeeeeeas

3.2.1. Subgrupo controle (duas SEMANAS).........ceeeeiiieiiiiieiee e

3.2.2. Subgrupo controle (quatro s

EMANAS)...cciiieeieee e

3.2.3. Subgrupo experimento (duas SEMaNAs).........ccceeeeviiiiieeieiiiiieeeeeeeee e,

3.2.4. Subgrupo experimento (quatro SEManas).............ccceeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeee

3.3. Periodo pré operatério...............

3.4. Técnica anestésica....................
3.5. Técnica cirurgica.......cccccceeee......
3.6. P6és operatorio...........coeeeeeeenn.
3.6.1. Imediato...........coevinrrenennnn.
3.6.2.Tardio......cueveeeeeiiiiiieiiieeeeee

3.7. Sacrificio dos animais................

3.8. Técnica histologica....................

3.9. Confecgao dos blocos de parafina e laminas...........cccccceeeiiiiiiiiiiiiie e,

3.10. Eletroforese em gel de célula isolada (ensaio do cometa)..............cccuueeeenne

I Tt I I/ (=Y (o Yo [ ==y €= (=) (oo TR

4. RESULTADOS......cooiiiiiiiiieeeeen

4.1. Diagnostico histoldgico de COlite.............eoiiiiiiiiiiiiiiie e

4.2. Niveis de dano oxidativo apés duas semanas de irrigacdo.............ccceeeeeeeeee.

4.3. Niveis de dano oxidativo apds quatro semanas de irrigagao............cccceeeunnn.

4.4. Niveis de dano oxidativo apds desafio com H,O, (duas semanas)..............

4.5. Niveis de dano oxidativo apos desafio com H,O, (quatro semanas)............

5. DISCUSSAO. ...,
5.1. Quanto ao método.....................

5.1.1. Aspectos éticos da pesquisa

01
01
11
14
15
19
25
27
27
27
28
28
29
29
29
30
30
34
34
34
34
35
36
38
40
43
43
46
47
51
52
57
57
57



5.1.2. Animal de eXperimentagao.............cuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeieieeie e 57

5.1.3. Fase pPré-operatOria............oowuiiiuiiiiiiiiiieiiiiieiiiiiieeeieeeiee e 59
5.1.4. ANESTESIA....coi i 61
5.1.5. Técnica operatoria...........ccoeeiiieiieiee e 62
5.1.6. Preparo mecanico do COlON €XCIUSO............uuueuuuiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiieienaes 63
5.1.7. O reparo anatémico para secgao do COlON...........ccceeeeveriiiiiiiiiiieeee e 64
5.1.8. Grupos eXperimentaiS. ..........ccoeiuuriiiiiieee e ee e e e e e e e e e e e 66
5.1.9. Técnicas histolOgIiCas............ccvvviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 68
5.1.10.ENSQI0 €M COMETA. .....coiiiiiiiiiiiiiiie e 69

5.2. QUaNtO A0S reSURAAOS. ........ooiieiiiieeee e a e 72
B. CONCLUSOES. ..ottt ettt ettt eeere e eeenen 83
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .....ocoeieieeeeeee et 85
FONTES CONSULTADAS . ..ottt ettt e e e e e e e st eae e e e e e s snnaneeeeaaesaaannnes 99
N NN =@ RSP 101
N = N L =S 103

XVi



1. INTRODUCAO

1.1.Colite de Exclusao

A colite de exclusao (CE) é caracterizada pela presenca de processo inflamatério
cronico na mucosa dos segmentos do intestino grosso desprovidos de transito fecal
(Glotzer et al.,1981). A enfermidade foi descrita no inicio da década de oitenta e, a partir
de entdo, varios estudos vém chamando a ateng&o para a importancia do diagndstico
correto, principalmente nos doentes submetidos a derivagdo intestinal, por
complicagdes decorrentes das doencgas inflamatérias intestinais (DIl) (Bosshardt e Abel,

1984; Geraghty e Talbot, 1991; Lavoine et al.,1996).

A CE acomete individuos submetidos a derivacdo intestinal por diferentes
doencgas, representadas, principalmente, pelas neoplasias obstrutivas do célon,
moléstia diverticular complicada, DIl, trauma ano-reto-colico, afecgdes neuroldgicas,
malformagdes congénitas anorretais ou para reduzir a gravidade das fistulas surgidas
nas anastomoses realizadas a jusante (Korelitz et al., 1985; Haas e Haas, 1988; Ordein
et al., 1992; Keli et al., 1997; Edwards et al.,1999a; Edwards et al., 1999b; Frisbie et al.,
2000; Bax e McNevin, 2007; Koutroubakis, 2008). Também foi descrita nos segmentos
colicos exclusos utilizados para reconstituicdo do transito urinario ou confec¢cao de neo-
vaginas (Toolenaar et al., 1993; Solomon et al., 1998; Syed et al., 2001; Desrayaud et
al., 2003; Abbasakoor et al., 2004). Com o aumento da incidéncia do carcinoma
colorretal, das vias urinarias, DII, diverticulite e da violéncia crescente nos grandes

centros urbanos, a freqiéncia da CE parece estar aumentando proporcionalmente a



realizagao de estomas para derivagao intestinal (Habr-Gama et al.,1997; Curi et al.,

2002).

A CE é diagnosticada em 91% dos pacientes submetidos ao exame endoscdpico
sistematico do intestino excluso de transito, apds trés meses da confeccado do estoma,
sendo de intensidade leve em 52%, moderada em 44% e acentuada em 4% deles
(Haas et al., 1990; Whelan et al., 1994). Estudos sugeriram que a incidéncia seja ainda
maior, ao demonstrarem que o transito intestinal somente é restabelecido em 57% dos
portadores de colostomia temporaria, condenando os demais a conviver pelo resto de
suas vidas com a enfermidade (Haas e Haas, 1988; Habr-Gama et al., 1997). Nos
doentes cujo transito intestinal é restabelecido, o periodo médio para que isso ocorra
varia de seis a oito meses, podendo chegar até 60 meses, tempo mais do que

suficiente para instalagéo da doenga (Habr-Gama et al., 1997; Curi et al., 2002).

O quadro clinico é variavel, estando diretamente relacionado a extensao do
colon excluso de transito e ao tempo decorrido desde a confec¢ao do estoma (Glotzer
et al., 1981). Nos casos iniciais, quando o comprometimento da mucosa € menor, pode
ser assintomatica (Lu et al., 1995). Nos doentes sintomaticos, as queixas mais comuns
incluem dor abdominal, eliminacdo de sangue e muco pelo segmento excluso e, nos
casos mais graves, pode haver a formacédo de fissuras e fistulas perianais (Ona e
Boger, 1985; Habr-Gama et al., 1997). Esses mesmos sintomas sao referidos por
aqueles cujo colon foi interposto para reconstituicdo do trato urogenital (Syed et al.,

2001; Desrayaud et al., 2003; Abbasakoor et al., 2004).



O diagnostico é feito pelo exame endoscopico e pelo estudo histopatolégico da
mucosa exclusa. A colonoscopia encontra-se alterada em 100% dos submetidos a
derivacdo intestinal por mais de 36 meses (Lechner et al., 1990; Ferguson e Siegel,
1991). A mucosa mostra-se hiperemiada, congesta, edemaciada, friavel, com nitido
apagamento dos vasos sanguineos da submucosa e sangramento facil ao contato do
aparelho (Haas et al.,, 1990; Lechner et al., 1990). Nos casos graves encontram-se
ulceras aftdides indistinguiveis daquelas encontradas na retocolite ulcerativa
inespecifica (RCUI), tornando dificil o diagnostico diferencial (Lusk et al., 1984;
Geraghty e Charles, 1994). O enema baritado do segmento excluso, com a técnica do
duplo contraste, € sugestivo quando demonstra pequenas irregularidades nodulares na
superficie mucosa, caracteristicas da hiperplasia linféide folicular, alteragao histologica
encontrada em mais de 80% dos doentes (Lechner et al., 1990). Estudos manométricos
demonstraram reducao significante da capacidade retal de retencdo de volume sem
haver, contudo, alteragéo do reflexo evacuatério ou da continéncia fecal (Roe et al.,

1993).

O estudo histopatologico demonstra aspectos variados (Geraghty e Talbot,
1991). A exclusdo do transito fecal provoca atrofia das criptas intestinais, bem como
modificacbes na espessura das demais camadas da parede colica acompanhadas ou
nao de deplecao das células caliciformes e mucinas (Geraghty e Talbot, 1991; Biondo-
Simdes et al., 2000; Lopes-Paulo, 2002; Sousa et al., 2008; Nonose et al., 2009).
Displasias nas criptas podem ser observadas, principalmente, nos doentes submetidos
a periodos mais longos de exclusao intestinal (Keli et al., 1997). Na lamina basal

encontra-se infiltrado inflamatério composto por neutrdfilos, linfécitos, macrofagos,



plasmécitos e eosindfilos (Roediger e Nance, 1986; Ma et al., 1990; Geraghty e Talbot,
1991). E possivel identificar abscessos na base das criptas e areas de hiperplasia
linféide nodular, considerada a alteragcdo histoloégica mais caracteristica da doenca
(Murray et al., 1987; Komorowski, 1990; Yeong et al., 1991; Drut e Drut, 1992). Nessas
areas existe predominio dos linfécitos B, em relagdo aos do tipo T, sugerindo que a
resposta inflamatdria da mucosa seja mais do tipo humoral, pela estimulagao antigénica
persistente, do que celular, pela infiltragdo bacteriana (Grant et al., 1997; Chetty et al.,
2009). Excepcionalmente, podem aparecer microcarcinéides nessas areas, sobretudo
naqueles com maior tempo de exclusdo. Entretanto, o aparecimento das neoplasias de
origem epitelial em portadores de estomias por moléstias n&o relacionadas as Dll, e que

desenvolveram CE, é possibilidade rara (Griffiths e Dixon, 1992).

A reducdo na populacao das células caliciformes e a modificagdo no padréao de
expressdo das mucinas nas células epiteliais da mucosa sao alteracbes descritas,
constituindo-se em achados uteis para o diagnéstico da CE (Haque et al., 1993; Keli et
al.,, 1997, Martinez et al., 2008; Martinez et al., 2009; Nonose et al., 2009). A
mensuragdo da quantidade tecidual das mucinas no epitélio colico demonstrou
deplecao tanto das mucinas neutras quanto das acidas (Keli et al., 1997; Martinez et al.,
2008; Martinez et al., 2009; Nonose et al., 2009). Quando se estudou, isoladamente, os
subtipos de mucinas acidas (sialomucinas e sulfomucinas), comparando segmentos
providos e desprovidos de transito fecal encontrou-se redugado significativa na
quantidade dos dois subtipos de mucinas, ao longo das criptas colicas, havendo
predominio das sulfomucinas e tendéncia ao desaparecimento das sialomucinas (Keli et

al., 1997; Martinez et al., 2009). Essas alteragdes sao opostas ao que ocorre na RCUI e



no carcinoma colorretal e refletem as peculiaridades da modificacdo na sintese das
proteinas observada na CE, (Filipe, 1969; Swidsinski et al., 2007) tornando o padrao de
expressao tecidual dos subtipos de mucinas acidas potencial marcador histoquimico

para o diagnostico histolégico de CE.

As bases fisiopatolégicas para o desenvolvimento CE ainda ndao se encontram
totalmente esclarecidas. Ja se propds que tenha origem isquémica, ou se deva a
mudanc¢as na quantidade e nas caracteristicas da flora do célon excluso, com redugao
da populacédo bacteriana e predominio das bactérias redutoras de nitrato (Neut et al.,
1989; Neut et al.,, 1997; Villanacci et al., 2007). Entretanto, a maioria dos autores
propde que a doenga decorra da deficiéncia de acidos graxos de cadeia curta (AGCC)
na luz intestinal, provocada pela derivagao do transito fecal (Roediger e Truelove, 1979;
Roediger e Rae, 1982; Harig et al., 1989; Neut et al., 1995; Christl et al., 1996;
Mortensen e Clausen, 1996; 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; Wong et al., 2006). Essa possibilidade torna-se mais evidente quando se
demonstrou que a reconstituicdo do transito fecal e a irrigacédo dos segmentos exclusos
de transito, com solugdes nutricionais, ricas em AGCC, ou glutamina regridem as
alteragdes clinicas e histopatolédgicas da colite experimental e da CE (Scheppach, 1998;
Kaya et al., 1999; Wong et al., 2006; Filmann, 2007; Nassri et al., 2008; SzczepkowsKi

et al., 2008).

Os AGCC, representados pelo butirato, acetato e propionato, sao formados 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 respondem por 90% de todo o substrato utilizado pelas células da
mucosa colica para a obtencédo de energia (Roediger, 1982; Soergel, 1994; Jgrgensen
et al., 1997; Velazquez et al., 1997). Depois de formados, sdo rapidamente absorvidos
para que as células desse epitélio, através de reagdes oxidativas, obtenham a energia
necessaria para seu funcionamento normal (Roediger, 1982; Velazquez et al., 1997,

Sousa et al., 2008).

A presenga dos 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 sinalizagao e, principalmente, na homeostase
do bindmio proliferagcado-apoptose celular (Butzner et al., 1996; Scheppach e Weiler,
2004). Estudo analisando simultaneamente a expressao de 19.400 genes, nas células
epiteliais da mucosa colica, demonstrou que os AGCC sido capazes de regular a
expressdo de 221, sendo o butirato o mais importante, pois € responsavel pela
manutencdo da homeostase do tecido cdlico, ja que regula a espressdo de genes
associados a proliferagédo, diferenciagdo e apoptose celular (Daly e Shirazi-Beechey,
2006). Os AGCC aumentam a sintese das mucinas pelo epitélio colico, por estimular a
expressao dos genes que transcrevem a fragédo protéica das mucinas (Shimotoyodome
et al., 2000). Eles elevam em cerca de 20 vezes a expressdo do MUC-2, o principal
gene relacionado a produgdo das mucinas pelo epitélio colico. (Finnie et al., 1995;
Shimotoyodome et al., 2000; Ohata et al., 2005; Gaudier et al., 2009). Estudos recentes
demonstraram que camundongos silenciados (knockout-mice) para o gene MUC-2
desenvolveram quadros graves de colite, reafirmando a importancia dos AGCC na

adequada producgdo de mucinas (Van der Sluis et al., 2006). A deficiéncia do butirato na



luz intestinal altera a permeabilidade das firmes jungdes intercelulares, por modificar a
expressao intercelular da B-catenina, principal proteina responsavel pela adeséao
celular, facilitando a penetracao de bactérias e antigenos existentes na luz intestinal na
camada submucosa estéril (Ohata et al., 2005; Tureckova, 2006). A auséncia dos
AGCC na luz intestinal promove a liberagdo das enzimas citoliticas pelos lisossomos,
destruindo as proteinas que compdem a membrana basal e a matriz extracelular
(Hayman et al., 1982). A deficiéncia dos AGCC aumenta a formagao de radicais livres
de oxigénio (RLO) pelas células da mucosa codlica e pelos neutréfilos nos portadores de
RCUI (Liu et al., 2001; Roediger e Babidge, 2000; Pravda, 2005). Os resultados de
todos esses estudos sugeriram, em ultima analise, que a auséncia dos AGCC pode
determinar quebra da funcdo da barreira epitelial exercida pela mucosa codlica,

favorecendo o surgimento de diferentes formas de colite (Pravda, 2005).

Dentre todos os substratos existentes na luz intestinal, capazes de serem
utilizadas pelos colonécitos como combustivel energético, verificou-se que o butirato é o
mais usado seguido pelo propionato, acetato, cetonas, aminoacidos e glicose (Roediger
e Rae, 1982; Scheppach e Weiler, 2004). Ha trés décadas, demonstrou-se que células
isoladas da mucosa colica sdo capazes de aumentar intensamente seu metabolismo
energético (oxidativo) quando o butirato € acrescido ao meio, confirmando ser o
combustivel energético mais processado por essas células (Roediger e Truelove, 1979;
Guillemot et al., 1991; Velazquez et al., 1997; Nieto et al., 2002). Quando é o unico
AGCC disponivel, o butirato aumenta significativamente a taxa celular de consumo de
O,, confirmando sua importancia como fonte de energia (Roediger e Truelove, 1979;

Roediger, 1982; Roediger, 1990; Velazquez et al.,, 1997). Recentes estudos



demonstraram os efeitos protetores dos AGCC contra o dano tecidual provocado pelos
RLO, por reduzirem os niveis de O; tecidual (Liu et al., 2001; Rosignoli et al., 2001).
Reforcam essas evidéncias, os resultados de estudos experimentais demonstrando que
a administragcdo intrarretal de grandes quantidades de glutamina e em altas
concentragdes, provavelmente por seu efeito antioxidante, é capaz de reduzir a

formacgao de RLO (Matés et al., 2002; Fillmann, 2007; Fillmann et al., 2007).

Apesar da deficiencia dos AGCC ser responsabilizada pela inflamacdo que
caracteriza a CE, os mecanismos moleculares que determinam a agresséao epitelial ainda
nao foram totalmente esclarecidos (Scheppach e Weiler, 2004; Martinez, 2009). Varias
teorias relacionando a etiopatogenia da CE a diferentes causas foram propostas,
entretanto, nenhuma delas apresentava bases experimentais concretas para esclarecer
a alteragdo celular que determina a agressao inicial ao epitélio mucoso, nem eram
capazes de explicar todos os aspectos histopatolégicos e bioquimicos encontrados
(Farrell e Peppercorn, 2002; Hendrickson et al., 2002; Pravda, 2005; Martinez, 2009). A
infiltracdo inflamatodria epitelial que ocorre nos doentes com CE é evento secundario
mediado pelas diferentes células inflamatérias presentes no organismo, contudo, havia
duvidas quanto aos motivos pelos quais ocorria a quebra da barreira epitelial e a
consequente infiltragdo neutrofilica (Pravda, 2005; Martinez, 2009). Nenhuma teoria
explicava, satisfatoriamente, o mecanismo inicial da quebra da barreira epitelial que
permitiia a migracdo das bactérias para o interior da submucosa estéril,

desencadeando a resposta inflamatoria.

Diante dessas evidéncias, foi proposta a Teoria por Indugédo de Radicais (Radical

Induction Theory) para explicar os fendmenos iniciais que precedem e desencadeiam a



infiltracdo inflamatdria da mucosa nos portadores de colite (Pravda, 2005). A teoria
propés que a agressao inicial a mucosa intestinal se deve a formagdo dos RLO pela
célula epitelial com alteracbes no seu metabolismo energético oxidativo. Como séo
moléculas toxicas para as células, a producédo exagerada dos RLO determinaria quebra
das diferentes linhas de defesa que compdem a barreira mucosa. A quebra da barreira
epitelial permite a migragao das bactérias do interior da luz intestinal para a intimidade
estéril da submucosa. (Riedle e Kerjaschki, 1997; Pravda, 2005). Na tentativa de
combater essa infiltracdo bacteriana, leucdocitos migrariam para o interior da parede
intestinal, dando origem ao processo inflamatoério caracteristico da doenca (Millar et al.,
1996; Sheridan et al., 1996; Pravda, 2005).

Os RLO sao constantemente formados durante o metabolismo energético das
células vivas, contudo, sua produgdo excessiva € nociva as células (Halliwell e
Gutteridge, 1986; Bondy e Le Bel, 1993; Halliwell e Gutteridge, 1997; Cadenas e
Davies, 2000; Gutteridge e Halliwell, 2000, McCord, 2000; Mgller, 2005; Mgller, 2006).
As células possuem defesas antioxidantes naturais, enzimaticas e ndo-enzimaticas, que
atuam contra essa toxicidade mantendo o equilibrio entre a produgao e a neutralizagcéo
(Neut et al., 1995; Mortensen e Clausen, 1996; Sheridan et al., 1996; McCord, 2000).
Todavia, em certas condicdes, quer pela diminuicdo do sistema antioxidante do
organismo, quer pelo aumento exagerado na produgao dos RLO, ocorre desequilibrio,
determinando o aparecimento do fendmeno conhecido como estresse oxidativo
(Mortensen e Clausen, 1996; Scheppach et al., 1997; Chen e Schopfer, 1999; Gutteridge

e Halliwell, 2000).



A possibilidade de que os RLO danifiguem o epitélio mucoso colico ja é
conhecida ha varios anos, quando se demonstrou que a instilagdo de peroxido de
hidrogénio (H202), um potente formador de RLO, no interior do colon era seguida por
intenso quadro de colite (Sheeham e Brynjolfsson, 1960; Chen e Schopfer, 1999;
Thibaud et al., 2001; Cammarota et al., 2007; Almalouf et al., 2008). A colite induzida
pelo H,O, apresenta aspectos clinicos, macroscopicos e microscopicos semelhantes
aos encontrados na RCUI (Sheeham e Brynjolfsson, 1960; Almalouf et al., 2008).
Relatos na literatura também descreveram casos graves de colite, alguns até mesmo
fatais, apds a instilagcdo de H,O, na luz do colon com os mais diferentes objetivos.
(Sheeham e Brynjolfsson, 1960; Meyer et al., 1981; Schwartz et al., 1995; Gan e Price,
2003; Lapeyre, 2005; Cammarota et al., 2007). Soma-se a isso, o fato de que nos
ultimos anos, vem se demonstrando de maneira inequivoca que substancias
antioxidantes sao utilizadas com sucesso no tratamento da colite quimicamente
induzida, RCUI e CE. (Roediger e Millard, 1995; Zingarelli et al., 1999; Nosal'ova et al.,
2000; Cetinkaya et al., 2005; Pravda, 2005; Jiang et al., 2006; Damiani et al., 2007;

Fillmann, 2007; Reis et al., 2008; Hanai e Sugimoto, 2009).

A CE, a semelhanca da RCUI, apresenta como uma das alteragdes histologicas
mais comuns a infiltracdo de neutréfilos na mucosa e submucosa, principalmente nos
casos mais graves (Keli et al.,, 1997). Ja se demonstrou que um dos mecanismos
principais de agao dos neutréfilos contra bactérias é a capacidade de produzirem altos
niveis dos RLO que séo poderosos agentes bactericidas (Yamada e Grisham, 1981;

Vasina et al., 2009). Entretanto, a produ¢cdo aumentada dos RLO pelos neutréfilos
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também é capaz de determinar as lesbes teciduais encontradas na colite (Fillmann,
2007).

Recentemente demonstrou-se que na CE, a semelhangca do que ocorre nos
portadores de RCUI, a mucosa cdlica desprovida de transito fecal € capaz de formar
altos niveis de RLO quando desprovida de seu suprimento habitual de AGCC (Martinez
et al., 2008; Martinez, 2009). Demonstrou-se ainda, que o aumento da produgéao de
RLO encontra-se relacionada ao tempo de exclusdo do transito fecal e, que esses
maiores niveis de RLO relacionam-se as alteragbes histoldgicas e bioquimicas que
caracterizam a CE (Martinez et al., 2008; Martinez, 2009). Assim sendo, pela primeira
vez na literatura, foi possivel demonstrar que dentre os possiveis mecanismos
moleculares desencadeadores da CE, a maior capacidade de producdo de RLO pelas
préprias células da mucosa célica desprovidas do seu substrato energético habitual
apresenta papel de destaque. Esse estudo, além de explicar os mecanismos
moleculares desencadeantes da CE, levantou a possibilidade de que substancias com
atividade antioxidante poderiam ser eficazes no tratamento e, principalmente, na
prevencao da enfermidade. Todavia, até a presente data, a eficacia de substancias com

propriedades antioxidantes ainda nao foi avaliada em modelos experimentais de CE.

1.2 - Radicais Livres de Oxigénio

A partir da década de noventa pesquisas vém sendo realizadas para esclarecer
a importancia dos radicais livres em diversas enfermidades, tais como a aterosclerose,
cancer e diferentes formas de doencas inflamatdrias, entre as quais as DIl, que
acometem o homem (Halliwell e Gutteridge, 1990; Grishan et al., 1991; Ferreira e

Matsubara, 1992; Halliwell e Gutteridge, 1997; Gutteridige e Halliwell, 2000). Por seu
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carater multidisciplinar, estes estudos atraem a atencdo de pesquisadores de varias
areas da saude. Todavia, esses artigos causam desinteresse no leitor ndo
especializado porque envolvem aspectos bioquimicos de dificil compreenséo. (Ferreira
e Matsubara, 1992). Para o leitor pouco acostumado ao assunto é dificil até mesmo

compreender a definicdo de um radical livre.

De maneira simples, o termo radical livre refere-se a um atomo ou molécula com
alta capacidade reativa, que contenha numero impar de elétrons em sua ultima camada
eletronica (Halliwell e Gutteridge, 1990). Este desemparelhamento eletrbnico pode
ocorrer pela perda ou aquisicdo de um elétron. As reacdes de reducdo implicam no
ganho de elétrons enquanto as reac¢des de oxidagdo, em perda. Como exemplo, no
metabolismo celular normal durante a fosforilagdo oxidativa no interior das mitocondrias,
quando ocorre redugdo do O, molecular, existe ganho de um elétron, formando o
radical superoxido (O2™), considerado um verdadeiro RLO por possuir numero impar de

elétrons na sua ultima camada atébmica.

Ao compreender-se a formacao do radical O, constata-se que os RLO sao
formados durante as reagdes metabdlicas que ocorrem nas células em um cenario de
reagdes Oxido-redugdo, ou seja, cedendo o elétron solitario e oxidando-se, ou
recebendo outro e, consequentemente, reduzindo-se. O termo RLO & empregado pelo
fato da maioria dos radicais livres serem derivados do metabolismo do O,, contudo, &
possivel a formacdo de outros radicais livres, pelos mesmos mecanismos acima

descritos, a partir da molécula do 6xido nitrico (Ferreira e Matsubara, 1992)

Os RLO sao encontrados em todos os sistemas biolégicos. Em condi¢des

fisiologicas do metabolismo energético celular o O, sofre redugdo gradual e
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progressiva. Esta reducao é tetravalente (aquisicdo sequencial de quatro elétrons),
resultando na formacao de agua (H,O) e energia (Ferreira e Matsubara, 1992). Durante
esse processo sao formados produtos intermediarios reativos, tais como os radicais O™
hidroperoxila (HOy*), hidroxila (OH) e H,O,. Normalmente, a redu¢do completa do O,
ocorre na mitocondria, e a alta reatividade dos produtos intermediarios formados é

neutralizada pela aquisigao progressiva de quatro elétrons formando a H,O.

Nos organismos aerébios, o O, é reduzido a H,O na fase final da respiragéo
mitocondrial, conhecida como fosforilagdo oxidativa. A molécula de O, mantém-se unida
ao complexo citocromo-oxidase na cadeia respiratéria até que ocorra sua reducao total
em HO. Durante esse processo, por receber apenas um elétron de cada vez, ocorre
reducédo parcial formando como produto intermediario inicial o anion O,™. Com a adi¢ao
de um atomo de hidrogénio ao anion 0O,*, este se reduz ao segundo produto
intermediario, representado pelo H,O,. Posteriormente, se um terceiro elétron for
acrescido, ocorrera a formacéao do terceiro RLO, representado pela OH". Desse modo, a
possibilidade de formagéo de RLO se deve ao fato do O, se reduzir a agua de forma
tetravalente, permitindo a geracdo de moléculas ou ions reativos durante o seu

processo de reducdo. (Tannickal e Fanburg, 2000).

O anion Oy, primeiro RLO formado no processo de transformagdao do O, em
H,0, para que nao danifique a célula, € normalmente removido por dismutacédo, que
consiste na reacdo entre dois anions de O,° catalisada pela enzima superéxido
dismutase (SOD). O produto formado pela dismutagao do anion O, pela enzima SOD,
€ o Hy0,. Os sistemas enzimaticos intrinsecos das células, comumente encontrados

nos peroxissomos, sdo capazes de formar e degradar o H,O, substancia muito toxica
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para a célula. Dentre os sistemas enzimaticos mais comuns que atuam como
neutralizantes do H»O, encontram-se a catalase (CAT), B-oxidase dos AGCC e
glutationa peroxidase (GPX). O HyO, apesar de ndo ser considerado um RLO
propriamente dito, pode reagir com outro anion O, ou com o ion ferro pelas reagdes de
Fenton e Haber-Weiss, formando o radical OH" (Halliwell e Gutteridge, 1997; Tannickal
e Fanburg, 2000). Este radical € extremamente tdxico para a célula, sendo considerado
0 mais danoso de todos os RLO, podendo danificar membranas, organelas, DNA e
demais constituintes naturais (Ribeiro et al., 2007; Bajka et al., 2008; Ribeiro et al.,

2008).

Despreende-se do exposto que a formacdo de RLO ocorre, normalmente,
durante os processos de oxidagao de substratos alimentares, dentre os quais se
destaca a respiragdo celular acoplada a fosforilagdo oxidativa. Alteragdes no
suprimento de substrato energético, tal como ocorre na interrupgéo do fornecimento de
AGCC provocada pela derivagao do transito intestinal, podem interferir nos mecanismos
de reducao do O, a H,0 na cadeia respiratéria mitocondrial, aumentando a producgao de

RLO.

1.3- Sistemas de defesa antioxidantes

E essencial para a célula manter sua homeostase o perfeito equilibrio entre
produgcdo de RLO e neutralizagdo pelos sistemas de defesa antioxidante. Como ja
descrito as substéncias com potencial oxidante sdo constantemente geradas como
consequéncia direta do metabolismo energético celular. Para proteger-se a célula

possui sistemas de defesa antioxidante definidos como qualquer substancia que,

14



quando presente em baixas concentracbes, comparadas aquelas de um substrato
oxidavel, atrasa significativamente ou impede a oxidagdo daquele substrato (Fillmann,
2007). A fungdo destas substéncias é manter os niveis de RLO em baixas
concentragdes, e para isso podem atuar em duas linhas de defesa. Uma delas,
preventiva, atua como detoxificadora do agente oxidante antes que ele cause lesao
celular. Esta linha de defesa é constituida pelos sistemas enzimaticos da SOD, CAT,
glutationa reduzida (GSH), GPX e vitamina E (a-tocoferol). A outra linha de defesa tem
a funcdo de combater os RLO depois de formados, sendo constituida pelo acido
ascorbico, pela glutationa-redutase (GSH-rd) e GPX. Com excec¢ao 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).

1.4 - Colite experimental e estresse oxidativo

Com o objetivo de tentar reproduzir experimentalmente as diferentes etapas
evolutivas da colite, foram criados varios modelos experimentais, todavia nenhum deles
considerava as etapas iniciais da agressao ao epitélio colico (Hoffmann et al., 2003).
Nenhum modelo experimental atualmente utilizado é perfeito e as tentativas de se criar
no animal um modelo humano de colite que utilize a infusdo retal de agentes quimicos
toxicos, tais como o acido acético, acido trinitrobenzeno sulfénico (TNBS) ou sulfato
sbédico de dextram (DSS), sao limitados na sua capacidade de reproduzir fielmente as
alteracdes celulares que precedem a infitracdo inflamatéria da mucosa colica
propriamente dita (Farrel e Peppercorn, 2002). Nestes modelos, o dano a barreira
mucosa € induzido, artificialmente, por agressao quimica ao epitélio colico (Nonose et al.,

2009).
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A colite surge no homem a partir de alteragdes intrinsecas do epitélio e ndo, como
proposto, pela infusdo retal de agentes lesivos. Assim sendo, os modelos experimentais
de colite (quimicamente induzida), atualmente empregados, representam apenas em
parte o que ocorre na colite. Contudo, nestes modelos fica clara a importancia da
integridade da barreira epitelial da mucosa na protegdo das camadas internas da parede
colica, impedindo a penetragdo de antigenos bacterianos e a consequente resposta
imune a invasao bacteriana tecidual. Os mecanismos celulares envolvidos na
manutencdo da integridade da barreira mucosa epitelial do célon normalmente
encontram-se precocemente comprometidos no desenvolvimento da colite (Pravda,
2005). Portanto, a violagado desta importante fungdo deve ser considerada como uma
etapa inicial e necessaria que precede a série de eventos que determinam a penetracéo

antigénica, bacteriana e toda a resposta inflamatéria subsequente.

Ha varios anos verificou-se que doentes com colite apresentam alteragdes
significativas na lamina prépria (Schmehl et al., 2000). Encontraram-se areas de leséo
epitelial na mucosa colica em locais, onde a membrana basal ainda apresentava-se
intacta. Também se identificou segmentos célicos, onde a membrana basal encontrava-
se totalmente destruida, sem que existisse, ao mesmo tempo, infiltragcao inflamatéria
(Schmehl et al., 2000). Estas evidéncias sugeriam que as proprias células epiteliais da
mucosa colica possam estar envolvidas no processo de agressdo a membrana basal.
Assim sendo, atualmente vem sendo proposto que o processo inicial para o
desencadeamento da RCUI ocorre na interface entre as células epiteliais e a membrana
basal por formacédo exagerada de RLO (Kruidenier e Verspaget, 2002; Pravda, 2005;

Rezaie et al.,, 2007). Todavia, os modelos experimentais de colite quimicamente
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induzida nao possibilitam identificar a molécula responsavel pelo inicio do processo
inflamatério por que ndo levam em conta a possibilidade da produ¢ao dessas moléculas

decorrerem de alteragdes do metabolismo energético da prépria célula epitelial.

Em 1960 foi possivel reproduzir em ratos quadros agudos e crénicos de colite pela
infusdo intrarretal de solugdes de H>O; a 3% (Sheenan et al.,1960). Cabe destacar que
esse foi o primeiro modelo experimental que reproduziu as alteragdes histolégicas
encontradas em doentes com colite. O exame microscopico post-morten dos animais
demonstrou ulceragdes da mucosa cdlica e infiltragdo neutrofilica proxima a segmentos
com mucosa normal. Nos ratos sobreviventes as ulceragdes cicatrizaram em tempo
médio de 10 semanas, com exceg¢ao de algumas ulceras localizadas nas por¢gdes mais
caudais do reto. Estes trés achados: areas de inflamag¢ao mucosa convivendo com areas
normais, inflamacao localizada principalmente no coélon esquerdo e carater persistente,
também sao caracteristicas encontradas em doentes com diferentes formas de colite
Essas evidéncias mostram que mesmo pequenas concentragdes de H,O, quando em
contato com a mucosa cdlica, produzem quadro clinico e histologico praticamente
indistinguivel daquele que ocorre em doentes com CE.

Estas mesmas alteragdes podem, também, ser encontradas em seres humanos.
Uma série de casos relacionando a instilagédo de H,O; intrarretal ao aparecimento de
inflamagdes da mucosa do célon e reto, semelhantes as que ocorrem na RCUI e na CE,
tem sido descritos (Sheehan e Brynjolfsson, 1960; Bilotta e Waye, 1989). Por muitas
décadas, os enemas com H,0O, foram rotineiramente empregados para a eliminagao
das fezes impactadas no reto. Contudo, a partir de 1930, surgiram referéncias ao

desenvolvimento de formas graves de colite, até mesmo fatais, subsequentes ao uso do
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H,O, com esse objetivo. Mesmo pequenas quantidades da substancia, como as
utilizadas para a limpeza dos colonoscopios, podem causar colite no homem (Bilotta e
Waye, 1989).

Restava duvida quanto a capacidade das células normais da mucosa cdlica
produzir RLO. Tais duvidas foram dirimidas no inicio da década de 70, quando se
demonstrou que os colondcitos produzem, constantemente, H,O, como produto do
metabolismo celular aerdbico (Chance et al.,, 1979). Verificou-se que em condi¢des
normais 90% do H,0O, é formado como radical toxico pela cadeia respiratéria mitocondrial
de transporte de elétrons (Eaton e Qian, 2002). Ao se constatar que aplicagdo da H20;
ocasiona dano as células da mucosa cdlica e sabendo-se que as células epiteliais da
mucosa célica sdo capazes de produzir H,O, e que a mucosa codlica é relativamente
deficiente nos sistemas antioxidantes, é razoavel especular que o estresse oxidativo
resultante possa causar agressao inflamatéria provocando o aparecimento da colite

(Pravda, 2005; Fillmann, 200).

Quando se supde que o H,O, 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 célica desprovidas de AGCC seriam capazes
de produzir maiores niveis de RLO que, ocasionando estresse oxidativo tecidual,
levariam ao desenvolvimento de CE. Esta possibilidade foi recentemente confirmada por

estudo experimental que demonstrou importante estresse oxidativo em células da
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mucosa colica desprovida do suprimento de AGCC (Martinez et al., 2008; Martinez,
2009).

A importancia do estresse oxidativo no desencadeamento das colites fica mais
evidente com os resultados de estudos demonstrando que o emprego de substancias
antioxidantes, como a n-acetilcisteina, deferoxamina, quercitrina, rofecoxibe, curcumina
sao capazes de diminuir, em animais exprimentacdo, a agressao oxidativa na colite
quimicamente induzida por DSS (Blau et al., 2000; Nosal'ova et al., 2000; Camuesco et
al, 2004; Cetinkaya et al., 2005; Dryden et al., 2005; Martin et al., 2005; Jiang et al.,
2006; Damiani et al.,, 2007; Aoy et al., 2008). Da mesma forma, estudos vém
demonstrando que o emprego do acido 5-aminosalicilico (5-ASA), frequentemente
utilizado no tratamento da RCUI, também se mostrou eficaz tanto no tratamento da
colite quimicamente induzida, quanto no da CE (Triantafillidis et al., 1991; Tripodi et al.,
1992; Song et al.,, 2006; Moshkovska e Mayberry, 2007; Ancha et al., 2008;
Szczepkowski et al., 2008; Ancha et al., 2009; Arafa et al., 2009; Hayashi et al., 2009).

Entretanto, a avaliacdo da eficacia do acido 5-ASA na protecéo contra o estresse
oxidativo em modelos experimentais de CE ainda nao foi estudada. A utilizagcado de uma
substancia com importante atividade antioxidante em um modelo experimental de CE
permitiria confirmar o papel exercido pelos RLO como moléculas responsaveis pelo

dano epitelial a mucosa colica na CE (Pravda, 2005).
1.5 - Acido 5-aminosalicilico (5-ASA)

A molécula da sulfasalazina foi desenvolvida em 1940 com objetivo de propor
novas terapias para artrite infecciosa (Moshkovska e Mayberry, 2007). Naquela época

acreditava-se que o componente sulfapirimidinico da molécula atuaria como agente
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antiinfeccioso, enquanto o radical salicilico teria acdo, predominantemente,
antiinflamatéria (Moshkovska e Mayberry, 2007). Contudo, seu modesto efeito
terapéutico no combate a artrite infecciosa contrastava-se com os excelentes resultados
quando utilizada em doentes, onde a artrite era de origem puramente inflamatdria.
Verificou-se que na artrite dos doentes com RCUI, a utilizacdo da sulfasalazina
encontrava-se ndao soO associada a significante melhora dos sintomas clinicos
articulares, mas, principalmente, a remissdo do quadro infamatério intestinal
(Moshkovska e Mayberry, 2007). Além de induzir a remissdo da doenga aguda o
emprego da sulfasalazina em doentes com RCUIl também mostrava beneficios na
manutengao sustentada da resposta clinica e histologica.

Apesar da sulfasalazina apresentar potenciais efeitos terapéuticos, seu uso
continuo apresentava duas importantes limitagées. Quando utilizada nos enfermos com
doenga ativa, apenas 50% dos tratados por via oral apresentavam remissdo dos
sintomas e, em mais de 30% deles, as recaidas eram frequentes (Riley, 1998). Em
segundo lugar, devido aos efeitos adversos, que ocorriam em mais de um terco dos
doentes, em muitos casos havia necessidade da interrupcdo da medicacado (Riley,
1998). Dentre os efeitos colaterais mais frequentementes descritos destacavam-se as
reagdes anafilaticas, com graus variados de gravidade, a anemia por interferéncia no
metabolismo do acido fdlico e a intolerancia gastrica.

Com o objetivo de diminuir os efeitos colaterais e aumentar a eficacia terapéutica
antiinflamatéria, pesquisas avaliaram separadamente a acdo terapéutica dos dois
componentes da molécula de sulfasalazina. Verificou-se que o radical sulfapiridina era a
fragdo responsavel pela maioria dos efeitos adversos (Azad Khan et al., 1977; Riley,

1998). Constatou-se que o radical 5-ASA era a fragcdo da molécula responsavel pela
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acao antiinflamatéria da substancia, que incluiam a inibicdo da sintese de
prostaglandinas, redugdo do metabolismo do acido araquidénico e efeito inibitério na
quimiotaxia dos leucdcitos (Riley, 1998). Nessa mesma época, ja se chamava a atencao
para um potencial efeito antioxidante do acido 5-ASA. Essas suspeitas foram
confirmadas posteriormente quando se demonstrou, em portadores de RCUI, que a
aplicacdo de enemas que continham apenas o acido 5-ASA na sua composicao,
apresentava resultados melhores quando comparados aos da aplicagdo da
sulfasalazina, e como grande vantagem, sem os deletérios efeitos colaterais (Campieri
et al., 1991).

A acado antiinflamatéria do 5-ASA ocorre, diretamente, sobre a mucosa
inflamada, bloqueando as vias da cicloxigenase e lipoxigenase reduzindo, com isso, a
formagao de RLO (Dalledri et al., 1990; Keniji et al., 2003). O acido 5-ASA € um potente
redutor dos niveis teciduais de hipoclorito previnindo a oxidacdo da enzima
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase nas células do epitélio cdlico (Kenji, 2003).
Apesar de menor efeito, também atua na reducéo de cloraminas e do radical livre Oy™.
Todas essas propriedades sugerem que o acido 5-ASA possua importante acao
antioxidante para as células da mucosa cdlica, constantemente expostas ao estresse
oxidativo (McKenzie et al., 1999).

Um dos fatores mais importantes e que deve ser levado em conta na poténcia
antioxidante do acido 5-ASA é a sua forma de administracdo. Trabalhos demonstraram
que o uso tépico através da aplicagcdo de enemas, espumas ou supositorios
apresentava melhor eficacia terapéutica quando comparada a administracdo por via
oral (Campieri et al., 1991). A aplicacdo de enemas com acido 5-ASA diretamente sobre

a regiao inflamada permite atingir concentragdes teciduais adequadas, mesmo quando
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se utilizam pequenos volumes, tornando assim, essa via de administracdo opcéao
interessante. Quando administrada por via oral, a droga distribui-se por todo organismo,
nao atingindo a mesma concentragdo tecidual no cdélon quando comparada a
administracdo sob a forma de enemas (Campieri et al., 1991; Haagen-Nielsen e
Bondesen, 1983; Batta et al., 1998). A maior eficacia da aplicagéo tépica apresenta
vantagens tanto para os portadores de RCUI, quanto para os doentes com CE, onde o
processo inflamatério acomete com maior frequéncia o reto e célon sigmoide distal.
Estudo experimental avaliando os efeitos do tratamento da colite quimicamente
induzida em ratos com enemas contendo acido 5-ASA verificou que animais que
receberam 5-ASA na dose de 100mg/kg apresentavam melhora macroscopica e
microscopica do processo inflamatorio. Os animais tratados com a droga diminuiam
significativamente os niveis de atividade tecidual da enzima mieloperoxidase (MPO),
marcador bioquimico da infiltracdo neutrofilica tecidual, e do fator nuclear kapa-beta
(NF-kB), importante marcador bioquimico de atividade inflamatéria. (Song et al., 2006).
Estudo realizado em modelo experimental de colite quimicamente induzida por
DSS constatou que animais tratados pela administracdo oral do acido 5-ASA
melhoravam significativamente os niveis teciduais de MPO, numero de leucdcitos no
sangue e a intensidade da agressao inflamatdria tecidual quando comparados com os
que nao receberam a substancia (Hayashi et al., 2009). Mostrou ainda, que a
administracdo oral da substdncia melhorava a expressao de proteinas de adeséo
celular, sugerindo que a recuperagao da mucosa célica, apos o tratamento com o acido
5-ASA, também poderia estar associada a prevengado da quebra dos mecanismos de

adesao celular (Hayashi et al., 2009).
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Inimeras substancias apresentam propriedades antioxidantes, e a eficacia
terapéutica de algumas delas ja foi avaliada em modelos experimentais de colite
quimicamente induzida (Fillmann et al., 2007; Ancha et al., 2008; Guijarro et al., 2008;
Reis et al., 2008; Arafa et al., 2009). Porém, a agéo antioxidante de cada uma delas em
modelos experimentais de CE ainda nao foi estudada. Apesar de ja ter sido
demonstrado, de forma empirica que a administracdo de enemas com acido 5-ASA
melhora os sintomas clinicos e endoscoépicos de doentes com CE, em nenhuma
oportunidade avaliou-se, experimentalmente, o potencial antioxidante da substancia. O
melhor conhecimento da agcédo antioxidante do acido 5-ASA permitiria a proposicédo de

novas estratégias terapéuticas para o tratamento e prevencéao da CE (Martinez, 2009).

Essa possibilidade assume grande importancia ao se constatar que o transito
intestinal somente é restabelecido em 57% dos portadores de colostomia temporaria,
condenando os demais a conviver pelo resto de suas vidas com a CE (Haas e Haas,
1988; Habr-Gama et al., 1997). Nos doentes cujo transito intestinal é restabelecido, o
periodo médio para que isso ocorra varia de seis a oito meses, podendo chegar até 60
meses, tempo mais do que suficiente para instalagdo da doenga (Habr-Gama et al.,
1997; Curi et al., 2002). Dessa forma a possibilidade de se avaliar a eficacia de uma

nova proposta terapéutica é valida.

A avaliacao dos efeitos terapéuticos do acido 5-ASA em modelos experimentais
de CE poderia auxiliar na identificagdo do melhor momento para o inicio do tratamento.
Possibilitaria avaliar a eficacia da via intrarretal de administracdo da substancia nos
doentes com CE, e o que € mais importante, avaliar se o acido 5-ASA confere protecéo

ao dano oxidativo do DNA de células da mucosa célica, fenbmeno ja demonstrado
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como precursor do cancer colorretal nos portadores de RCUI. Entretanto, até o
momento nao existem estudos que respondam com seguranga todos estes
questionamentos, fazendo com que a agao do acido 5-ASA na CE seja avaliada apenas
pela resposta clinica. A possibilidade de se encontrar novas substéncias, naturais ou
sintéticas, que apresentem como vantagens boa eficacia, grande disponibilidade e
baixo custo, poderia contribuir para minimizar o sofrimento daqueles que ja vivem as

dificuldades do convivio diario com um estoma.
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2. OBJETIVOS

Verificar se a aplicacao intrarretal diaria de enemas contendo acido 5-
aminosalicilico reduz os niveis de dano oxidativo ao DNA de células da mucosa colica

provida e desprovida de transito fecal.

Verificar se a aplicacdo intrarretal diaria de enemas contendo acido 5-
aminosalicilico reduz os niveis de dano oxidativo ao DNA de células da mucosa colica
provida e desprovida de transito fecal submetidas ao desafio ex vivo com peréxido de

hidrogénio.
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3. METODO

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

Universidade S&o Francisco, Braganca Paulista (apéndice).
3.1 - Animal de experimentacao:

Foram utilizados 26 ratos Wistar SPF machos, com peso variando entre 250 e
350 g, com média de idade de quatro meses, provenientes do Centro Multidisciplinar
para Investigagdo Biolégica (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas

(UNICAMP).
3.2 - Grupos experimentais:

Constituimos, aleatoriamente, dois grupos experimentais de 13 animais, divididos
segundo o sacrificio a ser realizado em duas ou quatro semanas. Submetemos todos
0s animais a derivacdao do transito intestinal por meio da confec¢cdo de colostomia
proximal terminal no célon descendente e fistula mucosa no segmento distal. Dividimos
cada grupo experimental em dois subgrupos denominados experimento e controle.
Realizamos nos quatro animais pertencentes ao subgrupo controle a irrigagdo do
segmento distal do reto através da instilagdo de enemas com solugao fisiolégica 0,9% e
nos nove animais do subgrupo experimento com enemas contendo acido 5-ASA. A
irrigagdo das substancias de intervencao foi sempre realizada pelo anus dos animais

(Figura 1).
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Figura 1 — Técnica de irrigacao do segmento colico excluso de transito
fecal com a solugdo de intervencéo.

3.2.1 - Subgrupo controle (duas semanas)

Composto de quatro animais submetidos a derivacéo do colon distal e irrigados,
diariamente, pelo anus, com 10 mL de soro fisiologico a 0,9% e sacrificados duas

semanas apos o procedimento cirurgico.

3.2.2 - Subgrupo controle (Qquatro semanas)

Formado por quatro animais submetidos a derivagao do cdélon distal e irrigados,
diariamente, pelo anus, com 10 mL de soro fisiolégico a 0,9% e sacrificados quatro

semanas apos o procedimento cirurgico.
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3.2.3 - Subgrupo experimento (duas semanas)

Composto de nove animais submetidos a derivagdo do célon distal e irrigados,
diariamente, pelo anus com 1,2 mL de enema de &cido 5-aminosalicilico’ na
concentragdo de 100mg/kg e sacrificados apds duas semanas do procedimento

cirurgico.
3.2.4 - Subgrupo experimento (quatro semanas)

Formado com nove animais submetidos a derivagado do colon distal e irrigados,
diariamente, pelo anus com 1,2 mL de enema de acido 5-aminosalicilico’ na
concentragdo de 100mg/kg e sacrificados apdés quatro semanas do procedimento

ciruargico.
3.3 - Periodo pré-operatério

Durante o periodo de vigilancia epidemiolégica (sete dias) mantivemos os
animais em gaiolas individuais, em ambiente climatizado, com controle de temperatura,
luminosidade, umidade e ruidos. Todos permaneceram em jejum durante 12h, exceto
para agua, antes da intervencgao cirurgica. ldentificamos cada gaiola com o numero do
animal, o grupo e o subgrupo experimental a que pertencia. Esses mesmos dados

foram tatuados com tinta da China (tinta nanquim) na cauda de cada animal.

! 5.ASA®, Pentasa, Ferring Pharmaceuticals Ltd., Berkshir, UK
29



3.4 — Técnica anestésica

No dia da intervencdo, apos serem convenientemente identificados, os ratos
foram pesados e anestesiados com o emprego de cloridrato de xilazina 2%?2 + cloridrato
de quetamina® na dose de 0,1mL/100g, administradas por via intramuscular na pata

traseira esquerda.
3.5 - Técnica cirurgica

Depois de anestesiados e fixos a mesa cirurgica, em decubito dorsal horizontal,
realizamos tricotomia da regido abdominal, da pelve até as rebordas costais, com
aparelho elétrico de depilagdo. Utilizamos a polivinilpirolidona-iodo para anti-sepsia da
area depilada, posteriormente, recoberta por campo cirdrgico fenestrado estéril.
Abrimos a cavidade abdominal por meio de incisdo longitudinal mediana com trés
centimetros de extensdo. Terminada essa etapa, identificamos a placa de Peyer,
estrutura linféide situada na face anterior do célon na transicdo entre o reto e o
sigmdide (Figura 2). Com o auxilio de paquimetro, medimos a disténcia entre a placa de
Peyer e o local escolhido para a secgdo do cdélon esquerdo, situado a quatro
centimetros acima da extremidade superior da placa. Apés ligadura da arcada colica
marginal (Figura 3), seccionamos o colon no ponto escolhido e exteriorizamos o
segmento proximal como colostomia terminal, através de incisdo circular com trés

milimetros de didmetro, realizada na regido do hipocdndrio esquerdo. Fixamos a

2 Dopaser™ Agribrands do Brasil Ltda. Brasil
% Dopalen™ Agribrands do Brasil Ltda. Brasil
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colostomia a pele com pontos separados de fio absorvivel monofilamentar 4-0

(Monocryl®)4 nos quatro pontos cardinais, e depois entre eles, amarrando com trés nos.

Terminada a confeccdo da colostomia proximal, cateterizamos o segmento
caudal do intestino grosso com sonda de polivinil medindo 12F de didametro interno, e o
irrigamos com 40 ml de solugéo fisiologica 0,9% aquecida a 37°C (Figura 4), até que o
efluente drenado pelo anus nao apresentasse material fecal. Concluida a irrigacgéo,
removemos o cateter e exteriorizamos o colon distal como colostomia (fistula mucosa
distal) na face lateral inferior esquerda da parede abdominal (Figura 5). Fixamos a
colostomia distal com a mesma técnica utilizada na colostomia proximal. Realizamos a
sintese da parede abdominal em dois planos de sutura: peritbnio e aponeurose com
pontos continuos de fio de &cido poligliclico 4-0 (Vicryl®)® e a pele com pontos

separados de nylon 4-0 (Mononylon®)°

A partir do primeiro pdés-operatério os animais do subgrupo controle foram
irrigados diariamente com 3 ml de soro fisioldgico a 0,9% por duas ou quatro semanas.
Ja os animais do subgrupo experimento foram irrigados, também diariamente, com o

acido 5-ASA pelo mesmo periodo.

4 Ethicon, Inc. Somerville, NJ, USA.
5 Ethicon, Inc. Somerville, NJ, USA
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Figura 2 — Identificagdo da placa de Peyer (seta) como reparo
anatémico.

Figura 3 — Ligadura da artéria marginal na altura da secgéo do célon.
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Figura 4 — Limpeza mecanica anterégrada do colon excluso de transito
fecal.

Figura 5 — Aspecto final da parede abdominal apés confecgcao dos
estomas.
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3.6 - POs-operatorio
3.6.1 - Imediato:

Apods o término da operagao os animais foram mantidos por 10 min sob lampada
aquecida, e apoOs recuperagdo anestésica alojados em gaiolas individuais, sendo
liberados para ingestdo de agua e ragdo padronizada® (Nuvilab CR1™ Nuvital

Nutrientes AS, Brasil) apds acordarem completamente.
3.6.2 - Tardio

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais até a data do sacrificio.
Permaneceram no biotério da Universidade Sao Francisco em ambiente climatizado e
com controle de luminosidade. Foram avaliados e irrigados diariamente pelo anus com
soro fisiolégico ou 5-ASA, dependendo do grupo experimental a que pertenciam, e
pesados, semanalmente, por um unico bioterista em uma mesma balanca. Nao houve
necessidade de sedar os animais para realizagdo da irrigagéo colica. Registramos o
peso semanal, assim como as caracteristicas macroscoépicas das fezes eliminadas
pelos estomas em planilhas apropriadas. Durante o pds-operatério os animais

receberam agua e ragao padronizada a vontade.
3.7 - Sacrificio dos animais

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

dos fragmentos cdlicos a serem estudados, anestesiamos os animais com a mesma

® Nuvilab CR1™ Nuvital Nutrientes AS, Brasil



técnica anteriormente descrita e realizamos incisdo xifopubica. Apds liberacdo das
aderéncias removemos o coélon provido, incluindo a colostomia, e todo o segmento
caudal do célon desprovido de transito fecal, incluindo o anus. Os animais anestesiados

foram sacrificados com dose inalatoria letal de éter etilico.

Depois de removidos, abrimos longitudinalmente os segmentos do colon pela
borda anti-mesocdlica, e os lavamos com soro fisioldgico a 0,9% aquecido a 37°C para
remogao dos residuos fecais ou muco. Retiramos fragmentos, medindo cada um deles
10 mm de extensao, interessando toda a parede intestinal. Eram quatro do cdlon
provido e quatro do desprovido de transito intestinal. Os fragmentos do segmento
provido de transito foram colhidos a um centimetro da fixacdo do estoma no peritbnio
parietal, desprezando a regiao da colostomia. Colhemos, nos grupos experiemento, os
fragmentos dos segmentos sem transito, 10 mm a partir da fixacdo do estoma ao
peritbnio parietal e 5 mm acima do anus, desprezando o canal anal. Isolamos nos
fragmentos destinados a mensuragdo dos niveis de estresse oxidativo a mucosa das
demais camadas da parede, por micro-dissecacdo, realizada com o auxilio de lupa
entomolégica e os acondicionamos em frasco com solugdo tampao de congelamento,

propria para o ensaio do cometa e, apos identificagao, refrigeramos a -80°C .

3.8 - Técnica histologica

Todos os fragmentos colicos retirados durante o sacrificio foram seccionados no
sentido longitudinal pelas bordas anti-mesocdlica e mesocdlica. Os fragmentos
seccionados longitudinalmente foram lavados com solucdo fisiologica a 0,9% e

dispostos e presos sob superficie plana de cortiga com a superficie mucosa voltada
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para cima e submersos em solugdo de formaldeido a 10%, tamponado, para estudo

histopatologico.
3.9 - Confeccéo dos blocos de parafina e laminas

Dispusemos para a realizacdo do estudo histopatolégico e fixamos com alfinetes
fragmentos com 20 mm de extensédo, retirados dos colons com e sem transito, em
superficie plana de cortica com a face mucosa voltada para cima. Apds identificacdo o
material foi acondicionado em frascos contendo solugdo de 20 ml de solugcdo de
formaldeido tamponado a 10%. Colocamos os espécimes nos frascos com o0s
fragmentos de colon totalmente imersos na solugdo onde permaneciam por 72 h.
Depois deste periodo foram retirados e lavados em agua corrente e agua destilada
para, em seguida, serem desidratados em sucessivas concentragdes crescentes de
alcool e clarificados em xilol. Apds essa etapa o material foi incluido em parafina. Cada
bloco foi submetido a dois cortes longitudinais, com 5u de espessura, para confec¢ao
das laminas destinadas ao estudo histolégico. As laminas foram coradas com
hematoxilina-eosina (HE) e montadas em laminulas com resina. Todas as laminas
foram confeccionadas por um mesmo técnico e analisadas em microscépio O6ptico

comum (Nikon Eclipse DS-50) com magnificagao final de imagem de 200 vezes.

Para o diagndstico da doenga considerou-se a presencga de atrofia das criptas
colicas, ulceracbes epiteliais, infiltrado inflamatério, edema da camada mucosa e
submucosa, congestdo vascular e hiperplasia linféide nodular quando presente. O
diagnéstico de colite foi firmado por patologista experiente em afecgdes colorretais, que

desconhecia os objetivos do estudo, bem com a origem do material. .
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As Figuras 6 e 7 mostram a parede célica em segmentos providos e desprovidos
de transito fecal em animais submetidos a derivagéo intestinal por duas e quatro

semanas.

Figura 6 — Fotomicrografia da parede cdlica no segmento provido de
transito fecal de animal submetido a derivagédo intestinal por 4
semanas (HE — 100x). c=criptas; MM= muscular da mucosa; sm =
submucosa; mp= muscular proépria.

Figura 7 — Fotomicrografia da parede célica no segmento desprovido
de transito fecal de animal submetido a derivagao intestinal por 4
semanas (HE — 100x). mc = muco; c=criptas; MM= muscular da
mucosa; sm = submucosa; mp= muscular propria.
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3.10 - Eletroforese em gel de célula isolada (ensaio cometa)

O ensaio do cometa foi realizado na Unidade de Farmacologia e

Gastroenterologia da Universidade Sao Francisco, Braganga Paulista (UNIFAG).

Realizamos a quantificacdo dos niveis de estresse oxidativo pela eletroforese
em gel de células isoladas (ensaio do cometa) segundo padronizagao técnica proposta
por Pool-Zobel et al. (1994). Resumidamente, utilizamos para a detecg¢ao dos niveis de
estresse oxidativo amostras provenientes dos animais do grupo controle e experimento
da regiao célica provida e desprovida de transito intestinal. Todas as amostras foram
colhidas e analisadas em ftriplicata. Os espécimes foram incubados em 3 mL de solugao
tamp&o de Hank’s” contendo 5,5 mg de proteinase K® e 3 mg de colagenase'® por 45
min a 37°C para a o isolamento das células da mucosa colica. Aliquotas foram retiradas

e a viabilidade celular avaliada.

Realizamos o ensaio do cometa apenas nas amostras que apresentassem
viabilidade celular maior que 75%. Avaliamos a viabilidade celular usando o método do
diacetato de fluoresceina (FDA) / brometo de etidio (EtBr)’. Resumidamente, a solugao
de coloragéao celular foi preparada imediatamente antes da sua utilizagao e continha 30
ml de FDA em acetona (5mg/mL), 200 ml de EtBr em tampao fosfato (PBS; 200
mg/miLe 4,8 mL de PBS . A suspensdo contendo células isoladas foi entdo misturada
com 25 mL da solugdo corante, colocada sobre lamina e recoberta com laminula. As

laminas foram lidas no microscépio de imunofluorescéncia. O nucleo das células viaveis

" Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

8 Sigma Chemical, CO, St. Louis, MO, USA
® Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

19 |nvitrogen, Carlsbad, CA, USA
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corava-se em verde, e em vermelho o das células inviaveis. Apds analise das laminas,
selecionamos 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 Miranda et al. (2008). Em resumo, 15 uL da suspensdo celular
previamente obtida foram misturados & agarose low melting point 0.5%°, postos sobre
uma lamina e cobertos com laminula. Essas foram imersas em solugao 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
tampéo alcalino (1 mM EDTA e 300 mM NaOH, pH=13,4) por 40 min. a 4°C. A
eletroforese foi realizada nesse tampéo, no interior da geladeira a 4°C, por 30 min a
25V e 300 mA. Adicionalmente, o dano oxidativo também foi induzido “ex vivo” pelo
desafio das células isoladas a 100 uM de H»O,, em gelo, por 30 minutos antes da
incorporacdo em agarose. Depois dissso, as laminas foram colocadas em tubos com
PBS (pH 7,4) antes da lise alcalina, e incubadas por 1 hora a 37°C. Apos a incubagéao
foram lavadas em PBS frio, submetidas a lise alcalina, realizando a desnaturacéo e
eletroforese com a mesma técnica acima descrita. Apds a corrida da eletroforese, as
laminas foram neutralizadas (0,4 M Tris, pH 7,5), coradas com Sybr Safe'®, e
analisadas ao microscopio de fluorescéncia. Todo material foi processado e analisado
simultaneamente por um mesmo profissional, para evitar variagbes da técnica
empregada. Duzentas células foram aleatoriamente selecionadas (100 de cada

segmento intestinal, provido e desprovido de transito) e analisadas usando o programa

39



Komet 5.5"". 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 migracdo da cauda do cometa, e reflete a extensao
das rupturas das hélices de DNA (estresse oxidativo), podendo ser quantificado por
métodos de intensificagdo de imagem e analise computacional (Ribeiro et al., 2008)
(Figura 8). Para cada animal, utilizou-se a média dos valores obtidos com a leitura de
100 células de cada segmento colico realizada pelo mesmo biomédico, que

desconhecia a origem do material e os objetivos do estudo.

Figura 8 — Avaliagdo dos niveis de estresse oxidativo (Tail Moment), pelo ensaio do cometa.
A — Célula normal; B — Célula com dano oxidativo moderado; C — Célula com dano oxidativo
intenso.

3.11 - Método estatistico

Os resultados obtidos fooam descritos adotando-se sempre os valores médios
encontrados com o respectivo desvio padrao. Utilizamos os testes t de Student pareado

para comparar os resultados encontrados nos coélons com e sem transito fecal para

1 Kinetic Imaging, NY,USA



cada solugdo de intervengao utilizada, independente do periodo de irrigagdo adotado
(duas ou quatro semanas) no mesmo animal. Adotamos o teste de ANOVA e Newman
Keuls para avaliar a variagao nos niveis de dano oxidativo ao DNA comparando, em um
mesmo segmento colico (com ou sem transito fecal) as diferentes solugdes de irrigagao,
em cada grupo experimental constituido (duas ou quatro semanas). Empregamos o
teste de Friedman para verificar a variacdo dos niveis de dano oxidativo ao DNA apods
duas e quatro semanas analisando de maneira pareada as solugbdes de intervencao e
0s segmentos colicos analisados.

Para todos os testes adotou-se nivel de significancia de 5% (p<0,05) com os
respectivos intevalos de confianca a 95%. Todos os dados obtidos foram analisados

pelo programa estatistico SPSS'2 for Windows (vers&o 13.0).

2 SPSS Inc., Chicago, USA
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4. RESULTADOS
4.1 - Diagnostico de colite

As figuras 9,10,11,12,13 e 14 mostram as alteragbes histopatoldgicas
encontradas nos segmentos providos e desprovidos de transito, que permitiram o
diagnéstico de CE, em todos os animais, independente do grupo ou subgrupo
experimental a que pertenciam. Verificou-se que os segmentos exclusos de transito
fecal dos animais submetidos a intervengcdo com acido 5-ASA apresentavam menor
inflamacao tecidual quando comparado aos animais irrigados com solugao fisoldgica,

independente do tempo de irrigagao considerado.

Figura 9 — Fotomicrografia do segmento provido de ftransito apds duas
semanas de derivacédo fecal e irrigagdo com solugéo fisiolégica 0,9%. (HE-
200x)



Figura 10 — Fotomicrografia das alteragbes histologicas encontradas no
segmento provido de transito apds quatro semanas de derivagdo fecal e

lugéo fisioldgica a 0,9%. (HE-200x)

irrigacao com so

histolégicas encontradas no

Figura 11 - Fotomicrografia das alteragdes

segmento desprovido de transito apds duas semanas de derivagdo fecal e

lugéo fisioldgica 0,9%. (HE-200x)

irrigacao com so



Figura 12 — A — Fotomicrografia do segmento provido de transito apés duas

ido 5-ASA. B

irrigacdo com Aaci

e

semanas de derivagdo fecal

Fotomicrografia do segmento provido de transito apds quatro semanas de

derivacgao fecal e irrigagdo com acido 5-ASA. (HE-200x)

Figura 13 — Fotomicrografia do segmento desprovido de transito apds duas
semanas de derivagao fecal e irrigagdo com acido 5-ASA (HE-200x)



Figura 14 — Fotomicrografia do segmento desprovido de transito apds quatro
semanas de derivagao fecal e irrigagdo com acido 5-ASA. (HE-200x)

4.2 — Niveis de dano oxidativo apés duas semanas de irrigacao

A figura 15 mostra os niveis de dano oxidativo de DNA nos célons providos e
desprovidos de transito fecal nos animais sacrificados apés duas semanas. Nos animais
irrigados com solugao fisiolégica a 0,9% encontramos niveis de dano oxidativo ao DNA
no coélon com transito fecal, em média, com o respectivo desvio padrao, de 2,590+0,54
enquanto, nos irrigados com 5-ASA de 1,807+0,05 (Anexo). No célon sem transito fecal
os niveis de dano nos animais irrigados com solugao fisiologica foram de 3,280+0,62
enquanto nos irrigados com acido 5-ASA de 2,074+0,15 (Anexo). Verificamos que nos
animais irrigados com solugao fisioldgica os niveis de dano oxidativo ao DNA nos

segmentos sem transito fecal foram significativamente maiores quando comparados aos
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dos segmentos com transito preservado (p = 0,02; I.C.: 95%: -1.831 a -0,1969; teste t
pareado). Nos animais irrigados com acido 5-ASA os niveis de dano oxidativo ao DNA
nos segmentos exclusos de transito, também foram maiores quando comparados aos
dos segmentos com transito preservado (p=0,0001; I.C.: 95%: -0,3517 a -0,1839; teste t

pareado).

4.5

35
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Tail Moment

1.5

0.5

Solugéo fisioldgica Acido 5-ASA

] com transito Bl sem transito

Figura 15 - Valor médio, com o respectivo desvio padrao, dos niveis de dano oxidativo ao DNA nuclear
nos célons irrigados com solugao fisioldgica ou acido 5-ASA por duas semanas comparando segmentos

com e sem transito fecal. Teste t pareado; * = significante.

4.3 — Niveis de dano oxidativo apés quatro semanas de irrigacao

A figura 16 mostra os niveis de dano oxidativo de DNA nos célons providos e
desprovidos de transito fecal nos animais sacrificados apds quatro semanas. Nos

animais irrigados com solucéo fisioldgica a 0,9%, encontramos niveis de dano oxidativo
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ao DNA no célon com transito fecal, em média, com o respectivo desvio padrao, de
2.59040,54 enquanto, nos irrigados com 5-ASA de 2,066+0,13 (Anexo). No colon sem
transito fecal os niveis de dano nos animais irrigados com solugéo fisiolégica foram de
3,20+0,27 enquanto nos irrigados com acido 5-ASA de 2,453+0,17 (Anexo). Verificamos
que nos animais irrigados com solugao fisioldgica os niveis de dano oxidativo ao DNA
nos segmentos com transito fecal foram semelhantes aos dos segmentos sem transito
(p=0,14; teste t pareado). De modo diferente, nos animais irrigados com acido 5-ASA os
niveis de dano oxidativo ao DNA nos segmentos exclusos de transito foram maiores
quando comparados aos dos segmentos com transito preservado (p=0,001; teste t

pareado).
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Figura 16 - Valor médio, com o respectivo desvio padrao, dos niveis de dano oxidativo ao DNA nuclear
nos colons irrigados com solugdo fisiolégica ou acido 5-ASA, por quatro semanas comparando

segmentos com e sem transito fecal. Teste t pareado; * = significante.



A figura 17 mostra a variagdo dos niveis de dano ao DNA nos célons providos e
desprovidos de transito, apdés uso das solugdes de intervengcdo por duas ou quatro
semanas. Ao analisarmos a variagéo dos niveis de dano ao DNA, nos segmentos com e
sem transito fecal, verificamos que nos animais irrigados com 5-ASA, os niveis de dano
foram menores sempre, independente do tempo de irrigagdo, quando comparados aos

animais irrigados com solugao fisiologica (p<0,01; ANOVA, poés-teste de Newman-

Keuls).
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Figura 17 - Variagdo dos niveis de dano oxidativo ao DNA nuclear nos cdlons providos e
desprovidos de transito fecal nos animais submetidos a intervengao por duas ou quatro semanas
com solugao fisiolégica a 0,9% e acido 5-ASA. Teste de ANOVA com pds-teste de Newman-Keuls;

* = significante.
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A figura 18 mostra a variagdo dos niveis de dano ao DNA nos segmentos
providos e desprovidos de transito fecal comparando os diferentes tempos de irrigacao
(duas e quatro semanas) irrigados com solugéo fisioldgica ou acido 5-ASA. Verificamos
que os niveis de danos nos segmentos com e sem transito fecal nos animais irrigados
com solugao fisoldgica ndo apresentavam variagao, mantendo-se elevados durante o
experimento. Os niveis de dano ao DNA nos segmentos providos e desprovidos de
transito fecal dos animais irrigados com acido 5-ASA apesar de aumentarem com o
progredir do experimento mantinham-se menores que os niveis dos animais irrigados

com solugdo fisioldgica.
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Figura 18 - Variacao dos niveis de dano oxidativo ao DNA nuclear nos célons providos e desprovidos de

transito fecal comparando animais submetidos a intervengédo por duas quatro semanas, irrigados com

*

solugéo fisiolégica a 0,9% ou acido 5-ASA. Teste de ANOVA, pés-teste de Newman-Keuls;

significante.
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4.4 - Niveis de dano oxidativo apds desafio com H,O, (duas semanas)

A figura 19 mostra os niveis de dano oxidativo de DNA em células da mucosa
colica apos o desafio com H,O, nos animais submetidos a irrigagao por duas semanas.
Verificamos que nos animais submetidos a intervengdo com solugao fisioldgica a 0,9%
os niveis de dano oxidativo ao DNA no colon com transito preservado foram, em média,
com o respectivo desvio padrdo, de 2.910%£0,36, enquanto nos submetidos a
intervencdo com acido 5-ASA de 1,896+0,07. Ao mensurarmos os niveis de dano
oxidativo no colon sem transito fecal verificamos que os niveis nos animais irrigados
com solugao fisioldgica foram de 3,555+0,43 enquanto nos animais irrigados com acido

5-ASA de 2,441+0,35.

Constatamos que nos animais irrigados com solucao fisiolégica os niveis de
dano oxidativo ao DNA nos segmentos sem transito fecal, apos desafio com H,O; foram
significativamente mais elevados quando comparados aos dos segmentos onde o
transito fecal encontrava-se preservado (p=0,005; I.C.: 95%: -1,0028 a -0,2872; teste t
pareado). De modo semelhante verificamos que nos animais irrigados com acido 5-ASA
os niveis de dano oxidativo ao DNA nos segmentos exclusos de transito, também foram
maiores quando comparados aos segmentos com transito preservado (p=0,0007; I.C.:

95%: -0,7802 a -0,3109; teste t pareado).

51



45

35

25

Tail Moment

1.5 -

0.5

Solugéo fisiologica Acido 5-ASA

. Com fransito . Sem transito

Figura 19 - Valores médios, com o respectivo desvio padrao, dos niveis de dano oxidativo ao DNA nos
colons providos e desprovidos de transito fecal, apdés desafio com H,O,, comparando animais
submetidos a intervengédo com solugao fisiolégica e acido 5-ASA por duas semanas. Teste t pareado; *

= significante

4.5 - Niveis de dano oxidativo apds desafio com H,O, (quatro semanas)

A figura 20 mostra os niveis de dano oxidativo de DNA em células da mucosa
cOlica apdés o desafio dom H,O, nos animais submetidos a irrigacédo por quatro
semanas. Constatamos que os niveis de dano ao DNA nos segmentos com transito
fecal dos animais irrigados com solucao fisiolégica a 0,9%, foram de 4,158+0,12,
enquanto nos submetidos a intervengcdo com acido 5-ASA de 2,581+0,34. Verificamos
que os niveis de dano ao DNA no colon sem transito fecal dos animais irrigados colm
solugéo fisiolégica foram de 4,520+0,34, enquanto nos irrigados com acido 5-ASA de

3,254+0,41.
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Constatamos que nos animais irrigados com solugdo fisioldgica os niveis de
dano oxidativo ao DNA nos segmentos com transito, apos o desafio, foram semelhantes
quando comparados aos dos segmentos sem transito fecal (p = 0,14; I.C.: 95%: -
0,9551 a 0,2201; teste t pareado). De modo diferente, verificamos que nos animais
irrigados com acido 5-ASA os niveis de dano oxidativo ao DNA nos segmentos exclusos
de transito, apos o desafio foram mais elevados quando comparados aos dos
segmentos com transito preservado (p=0,001; I.C.: 95%: -0,9935 a -0,3532; teste t

pareado) (Anexo).

Tail Moment

Solucio fisiolbgica Acido 5-ASA

I com transito B sem transito

Figura 20 - Valores médios, com o respectivo desvio padrao, dos niveis de dano oxidativo ao DNA nos
célons providos e desprovidos de transito fecal, apdés desafio com H,O,, comparando animais
submetidos a intervengao com solugao fisioldgica e acido 5-ASA por quatro semanas. Teste t pareado; *

= significante
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A figura 21 mostra a variagdo dos niveis de dano ao DNA nos célons providos e
desprovidos de transito apds uso das solugdes de intervencdo por duas ou quatro
semanas, nos animais submetidos ao desafio com H,0O,. Ao analisarmos a variagdo dos
niveis de dano ao DNA, nos segmentos com e sem transito fecal, verificamos que nos
animais irrigados com 5-ASA, os niveis de dano foram menores independente do tempo

de irrigagao (p<0,01; ANOVA, pés-teste de Newman-Keuls). (Anexo).
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Figura 21 - Variagao dos niveis de dano oxidativo ao DNA nuclear nos cdlons providos e desprovidos
de transito fecal nos animais submetidos a intervencéo por quatro semanas com solugao fisiologica a
0,9% e acido 5-ASA, desafiados com H,0,. Teste de ANOVA, pds teste de Newman-Keuls; * =
significante.

A figura 22 mostra a variagao dos niveis de dano ao DNA nos segmentos providos
e desprovidos de transito fecal comparando os diferentes tempos de irrigagéo (duas e

quatro semanas) em animais com solugao fisioldgica ou acido 5-ASA, apos desafio com
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H,O,. Encontramos aumento nos niveis de dano oxidativo do DNA apds intervencéao

com solugédo fisiolégica ou acido 5-ASA, independente do periodo de irrigacéo

considerado. Todavia, os niveis de dano ao DNA nos segmentos providos de transito

fecal e irrigados com acido 5-ASA no segmento excluso variavam menos quando

comparados aos dos animais irrigados com solugéo fisioldgica.

Tail Moment

Solugdo salina 5-ASA
Comtransito Comtransito

I:l 2 semanas I:l 4 semanas

Solugdosalina
Sem transito

. 2 semanas

5-ASA
Sem transito
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GRAFICO 22 - Variagdo dos niveis de dano oxidativo ao DNA nuclear nos célons providos e desprovidos de

transito fecal comparando animais submetidos a intervengdo por duas quatro semanas, irrigados com

solugéo fisiolégica a 0,9% ou acido 5-ASA, apds desafio com H,0,. Teste de ANOVA, pds-teste de

Newman-Keuls; * = significante.
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5. DISCUSSAO

5.1 - Quanto ao método

5.1.1 - Aspectos éticos da pesquisa

A utilizacao de animais de experimentacao tém sido de grande importancia para
a ciéncia. Isso é percebido ndo apenas pelos avangos no conhecimento dos processos
vitais, mas também para a evolugdo nos métodos de prevencdo, diagnostico e
tratamento de doengas (Sousa et al.,, 2008). Entretanto, € de responsabilidade do
pesquisador o manuseio destes animais, garantindo-lhes ndo apenas um tratamento
livre de dor, mas também bem estar durante o experimento. Da mesma forma, o
numero de animais empregados deve ser o menor possivel evitando-se o emprego de
grandes grupos experimentais. Ao final da pesquisa o sacrificio destes animais deve

respeitar a metodologia recomendada para cada espécie pela legislagéo atual.

Respeitando estes principios obedecemos as orienta¢des da Lei Federal 11.794
de 08/102008, tendo cuidado de elaborar grupos experimentais com o menor numero
de animais possivel e com especial atengao para que os mesmos fossem manuseados

e sacrificados segundo as recomendagdes do COBEA.

5.1.2 — Animal de experimentacao
Os ratos sdao os animais mais frequentemente utilizados em modelos
experimentais de colite (Filmann, 2007; Martinez et al., 2008; Reis, 2008; Sousa et al.,
2008; Hayashi et al., 2009; Martinez, 2009; Nonose et al., 2009). Os poucos estudos

que avaliaram a CE em modelos experimentais também adotaram o rato como animal
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de experimentagao (Keli et al., 1997; Biondo-Simdes et al., 2000; Lopes-Paulo, 2002;
Margarido et al., 2003; Pinto Junior et al., 2007; Sousa et al., 2008; Nasrri et al., 2008;
Martinez et al., 2008; Nonose et al., 2008; Martinez, 2009). Embora a maioria dos
autores proponha que o desenvolvimento da CE no animal apresente paralelismo com
0 que ocorre no homem, outros acreditam que os ratos nao representam um bom
animal de experimentacdo para o estudo da CE, pois a freqliéncia com que
desenvolvem as lesbes histologicas nos segmentos sem transito € discreta e néao
relacionada ao tempo de exclusdo (Biondo-Simdes et al., 2000). E possivel que esse
conflito de opinides esteja diretamente relacionado a diferentes aspectos técnicos nos
modelos experimentais empregados.

Utilizamos ratos albinos (Rattus Norvegicus Berkenhout), SPF (Specific
Pathogen Free), da linhagem Wistar, fornecidos por um unico biotério que é centro de
referéncia nacional para criacdo de animais de experimentacdo. Tais cuidados foram
tomados para assegurarmos melhor qualidade e uniformidade na amostra estudada.
Utilizamos apenas animais SPF com o objetivo de evitar que parasitoses intestinais
pudessem determinar o aparecimento de colite infecciosa. Essa mesma precaugao ja
havia sido adotada anteriormente em modelos experimentais de CE (Sousa et al., 2008;
Martinez et al., 2008; Nonose et al., 2008; Martinez, 2009)

Assim como outros selecionamos apenas animais pertencentes ao género
masculino com o objetivo minimizar os efeitos das mudancas fisioldgicas que ocorrem
durante o ciclo hormonal das fémeas que poderiam interferir nos resultados (Sousa et
al., 2008; Martinez, 2009; Nonose et al., 2009). O emprego de um unico género também
possibilitou eliminar quaisquer variagdes significantes com relagdo ao reparo anatdémico

adotado na padronizacdo do local no colon esquerdo aonde seria confeccionada a
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colostomia. Estudos vém demonstrando que existem variacdes na localizacdo da placa
de Peyer em relacdo a reflexdo peritonial ao compararem-se animais pertencentes a
diferentes géneros (Priolli et al., 2009).

Pesquisas recentes mostraram que o modelo experimental de CE no rato
determina modificagbes histolégicas comparaveis com as encontradas nos seres
humanos (Lopes-Paulo, 2002; Margarido et al.,, 2003; Oliveira-Neto e Aguilar-
Nascimento, 2004; Sousa et al., 2008; Nasrri et al., 2008; Martinez, 2009). Os
resultados encontrados no presente estudo confirmaram que o rato é animal de
experimentagcdo adequado, pois desenvolveu alteragcbes no segmento excluso de
transito que permitiram o diagnostico histopatoldgico de CE em todos os animais do

grupo experimento, independente do tempo de exclusido proposto.
5.1.3 — Fase pré-operatoria

Durante todo o periodo do experimento mantivemos os animais em gaiolas
individuais até a data do sacrificio, mantendo-os em ambiente com temperatura
variando entre 20°C e 30°C, umidade relativa do ar entre 40% e 60% e exposi¢cao a
luminosidade por 12 horas/dia. A manutencdo em ambientes climatizados e o
manuseio cuidadoso sdo medidas importantes uma vez que estudos ja demonstraram
que o estresse fisico pode provocar dano oxidativo ao DNA celular, o que poderia

interferir nos resultados do presente estudo (Konig et al., 2001; Mayr et al., 2002).

Optamos por iniciar o jejum 12 horas antes do procedimento, exceto a oferta de
agua, com intuito de reduzir o conteudo fecal no interior do célon. Com este cuidado

tinhamos com objetivo facilitar a manipulagéo intestinal e diminuir o volume de solugéo
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fisioldgica quando realizamos a limpeza mecanica intra-operatéria para eliminagao de
eventuais residuos fecais ainda presentes no célon a ser excluso de transito.

O acondicionamento em gaiolas individuais permitiu acompanhamento pré e pés-
operatério, com identificacdo do numero do animal e o grupo experimental a que
pertenciam, assim como as anotacdes em ficha individualizada tornaram possivel o
controle adequado das caracteristicas das evacuagdes, consumo de racdo, aspectos
relacionados a ferida cirurgica, estoma e evolugdo ponderal. O isolamento também
evitou que um animal agredisse o estoma do outro, fato que observamos durante a
elaboragéo de grupo piloto para padronizagédo das etapas experimentais desenvolvidas
no presente estudo.

Revisando a literatura recente a maioria dos autores ndo faz mencado aos
cuidados dispensados no preparo pré-operatorio (Keli et al., 1997; Biondo-Simbes et al.,
2000; Lopes-Paulo, 2002; Pinto Junior et al., 2007). Um estudo relata que os animais
foram isolados uma semana antes do procedimento cirurgico em gaiolas individuais,
porém ndo adotou o regime de jejum pré-operatério empregado em nossa pesquisa
(Keli et al., 1997). De modo semelhante ao anteriormente proposto isolamos os animais
nos dias que antecederam a intervengdo cirurgica em um periodo de vigilancia
epidemioldgica (Keli et al., 1997; Sousa et al., 2008; Nonose et al., 2009). Acreditamos
que o jejum, iniciado 12 horas antes do procedimento cirurgico, evita a privagao
prolongada de substrato fecal no célon provido de transito, que poderia interferir nos
resultados histolégicos e bioquimicos caso adotassemos periodo mais prolongado.
Cabe lembrar que um dia de vida nos ratos Wistar corresponde a maior periodo

aproximado de 360 dias no homem (de Araujo, 2007).
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De modo semelhante ao anteriormente proposto optamos pelo fornecimento de
ragao padronizada nos dias que antecederam a intervengao cirurgica (Keli et al.,1997).
Desta forma foi possivel o controle das fezes de cada roedor, diminuindo as chances de
se selecionar para o experimento animal com qualquer tipo de doencga intestinal prévia.
Durante o periodo pré-operatoério ndo observamos diarréia, presenca de parasitas ou
outro sinal que sugerisse a presenca de colite em qualquer dos animais selecionados. A
padronizagdo da dieta também assegurou que todos recebessem o mesmo conteudo
de fibras dietéticas, mantendo uniforme o fornecimento de AGCC para o célon provido

de transito.

5.1.4 — Anestesia

Optamos por utilizar como agente anestésico solugéo de xilazina a 2% associada
ao cloridrato de quetamina na dose de 0,1ml/100g, administradas por via intramuscular.
Em estudo semelhante foi utilizado o éter inalatério como agente anestésico, porém, os
autores descrevem complicacbes pulmonares que levaram a morte de um animal
durante o procedimento cirurgico (Keli et al., 1997).

Outros autores, apesar de utilizarem anestesia inalatéria com éter etilico, ndo
encontraram complicagbes, mas também ndo expressam quaisquer beneficios
relacionados ao veiculo anestésico empregado (Biondo-Simdes et al., 2000). Um autor
empregou a anestesia geral intraperitoneal com tiobarbiturato de sédio na dose de 50
mg/kg de peso, sem relato de complicagao relacionada a droga (Lopes-Paulo, 2002). A
via de administracdo adotada e as drogas empregadas no presente estudo foram bem
toleradas por todos os animais, sendo a recuperacido anestésica pos-operatoria rapida

e sem Obitos. Evitamos a administragdo intraperitoneal pelo receio de que as drogas
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anestésicas pudessem ocasionar inflamacao da parede cdlica interferindo na sintese de
proteinas. Este tipo de padronizagao anestésica ja tinha sido utilizado em modelos de
colite de exclusdo que avaliaram, experimentalmente os niveis de dano oxidativo
tecidual e que nao referiram interferéncia do meétodo anestésico nos resultados

(Martinez et al., 2008; Martinez, 2009)

5.1.5 - Técnica operatoria

Realizamos a abertura da cavidade através de incisao mediana infra-umbilical
longitudinal de trés centimetros de extensao para a identificagao do colon distal e reto.
A extensdo e a localizagdo mediana da incisdo na parede abdominal permitiram, com
facilidade, a localizagao do célon esquerdo, a identificagdo da placa de Peyer - o reparo
anatébmico adotado para a secg¢do do célon - bem como a confecgao dos estomas
proximal e distal distante da incisdo cirurgica. A extensdo da incisdo também foi
suficiente para permitir a colocacado do paquimetro para a medida do ponto exato onde
foi realizada a secgdo do colon esquerdo. A padronizacdo do local da colostomia
possibilitou que o estoma fosse sempre realizado no mesmo local em todos os animais.
Dessa forma tivemos seguranga de que os espécimes removidos para o estudo cometa
foram sempre retirados do mesmo local. Confeccionamos a colostomia proximal e a
fistula mucosa distal no hipocéndrio esquerdo e fossa iliaca esquerda, respectivamente,
para evitar que o animal pudesse alcangar o estoma com a boca o que poderia gerar
complicagdes poés-operatorias. Quando padronizavamos a técnica operatéria nos
animais do grupo piloto verificamos que um deles roeu o estoma proximal realizado, a

principio, no abdémen inferior.
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Optamos pela confecgao de dois estomas terminais separados com o objetivo de
evitar a migragcao de material fecal da colostomia proximal para fistula mucosa distal, o
que poderia manter o fornecimento de nutricdo ao coélon desfuncionalizado. Modelos
experimentais que realizaram a colostomia em alga ndo podem assegurar a completa
excluséo fecal (Keli et al., 1997). Acreditamos que a opgao técnica que adotamos no
presente estudo mostrou-se valida, a medida que ndo encontramos em nenhum animal
residuos fecais no segmento excluso de transito quando da coleta dos espécimes para
analise histologica. Outros autores preferem utilizar a exclusdo do colon distal com a
operagao de Hartmann, todavia, esta técnica dificulta a localizagdo e remog¢ao do célon
excluso, aumentando a possibilidade de que o cdélon ndo seja retirado em um unico
segmento dificultando a obtengdo de material suficiente para o estudo histolégico
(Biondo-Simdes et al., 2000).

A técnica empregada para fixagdo cutanea da colostomia e da fistula mucosa
assegurou boa cicatrizagdo das bordas do estoma a pele e ndo observamos, em

nenhum animal, necrose ou deiscéncia da fixagao da colostomia.

5.1.6 — Preparo mecéanico do co6lon excluso
Acreditamos que a limpeza mecanica do cdélon excluso, em modelos
experimentais propostos para CE, é etapa fundamental e imprescindivel para assegurar
a completa eliminacdo de todo conteudo fecal residual no segmento cdlico a ser

excluso.

A limpeza mecanica do segmento excluso de transito em modelos experimentais
de CE ja havia sido recomendada anteriormente (Margarido et al., 2003) e vem sendo

utilizada rotineiramente nos estudos mais recentes (Nasrri et al., 2008; Sousa et al.,
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2008; Martinez et al., 2008; Nonose et al.,, 2008; Martinez, 2009). Todavia, poucas
pesquisas realizadas com modelos experimentais de CE mencionam que tal cuidado
tenha sido tomado (Pinto Junior et al., 2007; Nassri et al., 2008; Sousa et al., 2008;
Martinez, 2009; Nonose et al., 2009). No presente estudo, assim que a colostomia
proximal foi terminada, o segmento distal foi irrigado com soro fisiolégico 0,9%, até que
o efluente drenado pelo &4nus do animal ndo mais apresentasse saida de material fecal.
Com o preparo mecanico intra-operatdrio asseguramos a inexisténcia de residuos
fecais no colon desprovido de transito. Cabe destacar que, em todos os animais de
ambos os grupos, quando realizamos a limpeza mecénica do coélon distal houve saida

de fezes pelo anus.

A maior parte dos modelos experimentais para o estudo de CE adotados nao faz
mencé&o a limpeza mecanica do colon distal antes da confecgédo da colostomia em alga,
fistula mucosa distal ou fechamento do coto retal (Biondo-Simdes et al., 2000, Keli et
al., 1997, Lopes-Paulo, 2002). E importante ressaltar que a presenca de fezes no
segmento intestinal excluso altera os resultados encontrados, pois mantém o substrato
rico em AGCC que continua servindo de combustivel energético para a por¢ao exclusa
do cdélon, minimizando as altera¢des histoldgicas. Sendo assim, os estudos que né&o
realizaram a limpeza mecanica prévia no segmento excluso de transito, e que nao
encontraram as alteragbes histologicas compativeis com desenvolvimento da CE,

provavelmente ndo levaram em conta essa possibilidade.

5.1.7 — O reparo anatémico para a seccao do colon
Para determinar o ponto de secg¢do célica para confeccdo dos estomas,

adotamos a placa de Peyer como reparo anatdbmico. Outros estudos utilizaram a
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reflexdo peritonial como reparo anatdémico ou confeccionaram a colostomia em local
determinado pela introducdo de cateter graduado por via anal marcando a distancia
para confeccionar a colostomia (Biondo-Simdes et al., 2000; Lopes-Paulo, 2002;
Kissmeyer-Nielsen et al., 1994). A adogao da reflexdo peritonial com reparo anatémico
faz com que no momento da remogado do segmento excluso de transito a placa de
Peyer possa estar incluida no espécime.

A placa de Peyer é estrutura linféide singular, localizada na transigao
retossigmoideana no rato. Foi descrita entre nds, pela primeira vez em 1947, como
estrutura linféide na porgéo terminal do coélon de ratos (Junqueira, 1947). Encontra-se
anteriormente ao epididimo, em machos, ou ao utero, em fémeas. Pela facilidade de
sua localizagdo, ja que aparece sempre como area de conformagdo ovalada,
esbranquigada, ligeiramente espessada, facilmente identificada na parede anterior do
célon, contralateral a linha de insercdo do mesentério € mais cranial a reflexao
peritoneal, permite que a medida das distancias intracavitarias seja mais facilmente
obtida quando comparada a mesma medida aferida adotando outro reparo anatémico
(Nonose et al., 2009; Priolli et al., 2009). Acreditamos que a adogéo da placa de Peyer
como reparo anatébmico, em detrimento a reflexdo peritoneal, reduziu a extensdo da
incisdo cirurgica e o tempo necessario para as medidas intracavitarias. Sua
identificagcao foi feita em todos os animais com facilidade e o auxilio do paquimetro foi
util para uniformizar o ponto exato para sec¢ao do célon esquerdo. .

A introducdo de cateter via anal, para determinar o ponto de sec¢ao do célon
apresenta como desvantagem o fato de que pode provocar traumatismos a mucosa

reto-colica levando ao aparecimento de solugbes de continuidade na mucosa com
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consequiente processo infamatério mucoso que pode interferir, posteriormente, na
interpretacao das alteragdes histologicas.

Entretanto, é importante salientar que a placa de Peyer é estrutura linféide que
substitui parte do epitélio mucoso cdlico. Para o estudo dos niveis de estresse oxidativo
sempre tivemos o cuidado de coletar os fragmentos fora da regido cdlica que continha a
placa. Com isso acreditamos que os niveis dano oxidativo ao DNA nuclear foram
mensurados sempre em células epiteliais obtidas da mucosa cdlica, e ndo sobre uma

estrutura linféide capaz de alterar os resultados encontrados.

5.1.8 — Grupos experimentais

Revisando os poucos estudos experimentais em modelos de CE verificamos
variagdo entre os autores com relagdo ao tempo ideal para promover a exclusao
intestinal (Biondo-Simdes et al., 2000; Keli et al., 1997; Lopes-Paulo, 2002; Pinto Junior
et al., 2007, Sousa et al., 2008). Esta falta de uniformidade dificulta a comparagao dos
resultados histolégicos encontrados nos diferentes estudos. Entretanto, estudos
experimentais ja demonstraram que as alteragdes histologicas que caracterizam a CE
podem ser encontradas apos duas semanas da derivagao fecal. Optamos por excluir o
transito fecal por duas e quatro semanas para reduzir o tempo do experimento, evitando
dessa forma a realizagdo de procedimento invasivo por longos periodos. Da mesma
forma, reduzimos o inconveniente de manter os animais colostomizados por maior
tempo. Mesmo assim, com esta padronizagdo encontramos alteragdes histolégicas nos
segmentos desprovidos de transito compativeis com a CE em todos os animais,

independente do tempo de exclusao.
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Optamos por constituir dois grupos experimentais com duas e quatro semanas
de excluséo fecal com o objetivo de verificar a eficacia antioxidante das solugbes de
intervencdo utilizadas com o progredir do tempo de exclusdo. Estudos anteriores
demonstraram que os niveis de dano oxidativo ao DNA de células obtidas da mucosa
colica exclusa de transito aumentam com o decorrer do tempo de exclusdo (Martinez et
al., 2008; Martinez, 2009). Optamos por constituir subgrupo experimental irrigado com
apenas com solugéo fisiolégica a 0,9%, com o objetivo de estabelecer um parametro de
comparagao com o grupo submetido a intervengao com o acido 5-ASA. Este cuidado se
deve ao fato de que a solugao fisioldgica, habitualmente, é o veiculo onde o principio
ativo é dissolvido nas preparagbes comerciais. Dessa forma poderiamos avaliar a
influéncia da solugéo fisiolégica a 0,9% nos niveis de dano oxidativo. Nao idealizamos
um grupo experimental de animais nao submetidos a intervengao, por termos verificado
no grupo piloto para padronizagédo técnica de nosso estudo, que os niveis de dano
oxidativo em ambos os segmentos célicos eram semelhantes aos dos animais irrigados
com solugdo fisioldgica. Além do mais, acreditamos que a cateterizagao retal diaria,
sem a infusdo de qualquer substancia nao representa uma situagao clinica observada.

A padronizagédo do local de coleta dos espécimes para o estudo histolégico e
bioquimico é determinante para comparagdo entre diferentes grupos e animais de
experimentacdo. Quando nao se define o local da coleta, retirando-se material de
diferentes regides do coélon pelas variacbes existentes, ndo é possivel estabelecer
comparagao adequada. Para minimizar esse viés de coleta, padronizamos n&o sé o
local onde o coélon seria seccionado como também de onde seria retirado o fragmento
destinado as avaliagdes histologicas e niveis de dano de DNA. Dessa forma,

encaminhamos para as duas avaliagdes os fragmentos obtidos sempre da mesma
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regido, independente do animal ou do grupo experimental estudado. Poucos estudos
experimentais descrevem tal cuidado (Kissmeyer-Nielsen et al., 1994; Sousa et al.,

2008; Martinez, 2009; Nonose et al., 2009).

5.1.9 - Técnicas histoldgicas

As técnicas histolégicas e de coloragédo utilizadas no presente estudo foram
realizadas pelo mesmo técnico e em bateria unica. Acreditamos que a realizagao das
coloracbes por uma mesma pessoa € em uma mesma série permitiu maior
uniformidade entre os grupos e evitando interferéncias relacionadas ao meio ambiente
(luz, temepratura, umidade).

Para o diagnéstico histopatologico de CE, todos os espécimes foram corados
pela HE. Optamos pela coloracédo pela HE pelo seu uso rotineiro, uma vez que é a
técnica de coloragdo habitualmente usada para o diagndstico de colite em modelos
experimentais, bem como em seres humanos. A técnica da HE permitiu a confecgao
de laminas com boa qualidade de coloragdo que possibilitou o diagnostico de CE em
todos os segmentos exclusos de transito independente do tempo considerado. Em
nenhum momento o patologista que analisou as Iaminas foi informado sobre a origem
do material, bem como demais aspectos relacionados ao estudo. Assim, acreditamos

ter tornado a interpretagdo mais fidedigna.

As alteragbes histolégicas encontradas (reducdo da espessura das criptas
cOlicas, presenga de ulceragdes epiteliais, infiltrado inflamatoério, congestdo vascular da
camada submucosa e areas com hiperplasia nodular focal) foram encontradas em
todos os segmentos exclusos de transito, permitindo confirmar os resultados de

estudos anteriores demonstrando que o modelo experimental adotado foi capaz de
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desencadear o aparecimento de colite (Sousa et al., 2008; Martinez, 2009; Nonose et
al., 2009). N&o nos preocupamos em avaliar a resposta histolégica comparando
animais irrigados com solugéo fisolégica ou acido 5-ASA, pois n&o era objetivo do
presente estudo. Porém, em estudo recentemente concluido utilizando o mesmo grupo
de animais, que avaliou a resposta terapéutica utilizando escala histologica de
graduacao inflamatéria, e analise de imagem, assistida por computador, encontramos
melhora significativa do grau de inflamagao na mucosa dos segmentos desprovidos de

transito fecal, irrigados com acido 5-ASA (Maximo et al., 2010).

5.1.10 - Ensaio em cometa

Um dos principais mecanismos de destruigdo tecidual nas colites € decorrente da
excessiva sintese e liberagdo dos RLO pelos neutréfilos e pelas células da mucosa
célica com alteragdes metabdlicas (McCord, 2000; Liu et al., 2001; Nieto et al., 2002;
Damiani et al., 2007; Fillmann, 2007; Fillmann et al., 2007). Embora a formagao desses
radicais seja essencial para a defesa do hospedeiro no combate a infeccéo bacteriana,
sua continua superproducdo, durante o processo inflamatoério, pode causar extensa
destruicao tecidual pelo estresse oxidativo (Liu et al., 2001; Pravda, 2005; Mgller, 2006;
Damiani et al., 2007; Roessner et al., 2008; Martinez, 2009).

A mensuragcdo dos niveis de estresse oxidativo até poucos anos envolvia
técnicas bioquimicas sofisticadas que necessitavam consideravel quantidade de tecido
para a sua correta quantificagdo. Dessa forma, em virtude dos limites relacionados com
a obtencao de material suficiente para analise, ndo era possivel aplicar essas técnicas
em pequenas quantidades de tecidos, como aqueles obtidos durante procedimentos

endoscopicos (Ribeiro et al., 2007; Ribeiro et al., 2008). Por esta razédo, poucos estudos
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que quantificaram os niveis de dano oxidativo DNA em portadores de colite,
comparando os tecidos normais e inflamados (Longatti et al., 2010). O desenvolvimento
de uma técnica que possibilitasse a avaliagdo dos niveis de estresse oxidativo em
pequenas quantidades de tecido foi conquistado quando em 1984 demonstrou-se pela
primeira vez a possibilidade de se determinar os niveis de dano oxidativo ao DNA de
uma unica célula por meio da técnica de microeletroforese em gel de célula isolada
(Ostling e Johanson, 1984). Com o advento da técnica da microeletroforese em gel de
célula unica, também conhecida como ensaio em cometa, tornou-se possivel quantificar
0s niveis de danos oxidativos ao DNA em pequenos fragmentos de tecido,
possibilitando o estudo comparativo entre células normais, em diversos estagios do
processo inflamatorio e, até mesmo, no tecido neoplasico (Ribeiro et al., 2007; Ribeiro
et al., 2008). A técnica permite a identificagdo de quebras simples e duplas nas fitas do
DNA oxidadas por RLO, e vem sendo utilizada na quantificacdo dos niveis de estresse
oxidativo em diferentes enfermidades (Pool-Zobel, 1994; Ladeira et al., 2005; Ribeiro et

al., 2007; Ribeiro et al., 2008; Martinez, 2009).

O principio técnico baseia-se na constatacdo de que os RLO determinam
quebras nas fitas do DNA nuclear (Ribeiro et al., 2008). Para a realizagdo do ensaio os
fragmentos de tecidos a serem estudados s&o, inicialmente, submetidos a acdo de
colagenase especifica para tecido célico que tem a funcéo de isolar as células epiteliais
em uma suspenséo liquida. A suspensao é entdo cuidadosamente centrifugada e as
células isoladas sao submetidas a lise alcalina, que tem como objetivo destruir a
membrana citoplasmatica, citosol, organelas citoplasmaticas e a primeira camada da

carioteca, preservando a segunda camada da carioteca integra mantendo, em seu
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interior, o DNA nuclear. Estes nucleos, contendo apenas a segunda camada da
carioteca e o DNA, sdo submetidos a eletroforese em gel a -4°C, com o objetivo de
inativar as proteinas de reparo existente no interior do nucleo celular impedindo que
corrijam as fitas do DNA fragmentadas pelo estresse oxidativo. A seguir os nucleos sao
neutralizados, corados com corante fluorescente e analisados, individualmente, em
microscopio de imunofluorescéncia. Os fragmentos de DNA oxidados por apresentarem
menor peso molecular migram, durante a eletroforese, de modo diferente do restante do
DNA integro existente no interior da membrana intacta. A migracdo dos fragmentos de
DNA oxidados e corados forma imagens semelhantes a cauda de um cometa, dai o
nome da técnica. Quanto maior for a intensidade de estresse oxidativo, maior sera a

migragao de fragmentos do DNA e, conseqlientemente, maior a cauda do cometa.

No presente estudo, para o calculo dos niveis de estresse oxidativo, utilizamos o
programa de analise de imagem Komet 5.0. Mensuramos, em 100 células obtidas da
mucosa colica provida e desprovidas de transito fecal, a distancia média da migragao
da cauda do cometa em relagdo ao seu corpo, o que refletia a extensao das rupturas
das hélices de DNA, traduzindo os niveis de dano (estresse oxidativo). O programa
estabelece unidades arbitrarias, denominadas de Tail Moment (momento de cauda), a
essa medida que representa os niveis de dano oxidativo em cada célula. Adotou-se
como valor final para cada tecido analisado a média dos valores encontrados na leitura

de 100 células.

O ensaio do cometa ja havia sido anteriormente utilizado para a quantificagao dos
niveis de estresse oxidativo em modelos experimentais de colite quimicamente induzida e

CE (Abrahanse et al., 1999; Reis et al., 2008; Martinez et al., 2008; Martinez, 2009). A
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técnica também vem sendo utilizada para estudar os efeitos genotéxicos dos RLO nos
mecanismos envolvidos na carcinogénese colorretal (Rosignoli et al., 2001; Ribeiro et al.,
2007; Ribeiro et al., 2008). Contudo, o ensaio cometa so tinha sido empregado duas
vezes pelo nosso grupo para quantificar os niveis de estresse oxidativo em modelos

experimentais de CE (Martinez, et al., 2008; Martinez, 2009).

Com o objetivo de avaliar os efeitos do acido 5-ASA na protegcédo contra o dano
oxidativo ao DNA induzido in vitro por RLO, realizamos pelo desafio das células com
H.O,. Esta etapa tinha como objetivo verificar se o acido 5-ASA apresenta efeitos
residuais preventivos contra o dano provocado pela maior exposicao aos RLO. Outros
estudos também avaliaram os efeitos protetores ex vivo contra o estresse oxidativo

utilizando a mesma metodologia descrita (Miranda et al., 2008).

Os resultados encontrados mostraram que o ensaio do cometa revelou-se
metodologia util, fidedigna, e de baixo custo para avaliagdo dos niveis de dano ao DNA
de células isoladas da mucosa cdlica. Atualmente estamos utilizando o ensaio do
cometa para avaliagdo comparativa dos efeitos de diferentes agentes antioxidantes nos

modelos experimentais de CE proposto no presente estudo.
5.2 - Quanto aos resultados

Ja se encontra bem determinado que os RLO 0O,"°, OH, H,O, e o &cido
hipocloroso sdo produzidos em excesso pela mucosa colica inflamada em enfermos
com DIl (Ferreira e Matsubara, 1997). A producdo exagerada de RLO, associada a
menor capacidade antioxidante das células epiteliais, torna a mucosa cdlica,
particularmente, vulneravel ao estresse oxidativo (Babbs, 1992; Simmonds et al., 1993;

Sedghi et al., 1993; Grisham, 1994; Fillmann, 2007). As principais fontes produtoras de
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RLO na mucosa codlica cronicamente inflamada sao: os neutréfilos e macréfagos
ativados, os episodios de isquemia de reperfusdo que acompanham as crises de
exacerbagado da doenca e as modificagbes no metabolismo energético das ceélulas
epiteliais. (Repine et al., 1979, Pravda, 2005).

A teoria de indugdo da RCUI por RLO ja aventava a possibilidade de que
deficiéncias no fornecimento de AGCC a mucosa cdlica poderiam aumentar a producao
de RLO pelas préprias células epiteliais desprovidas do seu substrato energético
(Pravda, 2005). Essa possibilidade ficou ainda mais evidente quando estudos
demonstraram que o emprego de substancias que inibiam a B-oxidagdo dos AGCC era
capaz de provocar inflamagado na mucosa colica (Agarwal e Schimmel, 1989; Roediger,
1990). Contudo, a maioria dos modelos experimentais de colite ndo permitia verificar se
modificagbes do metabolismo energético das células epiteliais da mucosa colica eram
capazes, isoladamente, de aumentar a producao de RLO desencadeando o surgimento
da colite (Sousa et al., 2008; Nonose et al., 2009). Nos modelos de colite utilizados a
quebra da barreira epitelial da mucosa célica, que possibilita a infiltracdo neutrofilica, é
provocada pela instilagdo de substancias quimicas toxicas na luz do colon ou
administradas por via oral. Assim sendo, ndo permitiam confirmar se a deficiéncia
isolada do suprimento de AGCC poderia aumentar a produ¢cdo de RLO pela mucosa
colica desprovida de transito fecal (Sheehan e Brynjolfsson, 1960; Pravda, 2005).

Com o objetivo de verificar se as células epiteliais do coélon, submetidas a
privacdo do fornecimento regular de AGCC, eram capazes de aumentar a produgao de
RLO, recente estudo avaliou a importancia do estresse oxidativo na etiopatogénia da
CE (Martinez, 2009). Os resultados encontrados mostraram que células da mucosa

colica, desprovidas do suprimento normal de AGCC, sofrem modificagcbes no seu
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metabolismo energético aumentando, significativamente, a produgdo de RLO e que o
dano oxidativo tecidual resultante encontrava-se relacionado as altera¢des histologicas
e bioquimicas encontradas na CE (Martinez, 2009). O estudo mostrou ainda, que a
maior capacidade de produg¢do de RLO pelas células da mucosa desprovida de AGCC
aumentava com o decorrer do tempo de exclusao fecal. Dessa forma, pela primeira vez,
confirmou-se experimentalmente, que o estresse oxidativo tecidual, ocasionado pela
maior producdo de RLO, pode ser um dos mecanismos relacionados ao
desenvolvimento da CE (Martinez, 2009).

Essa possibilidade ja havia sido anteriormente suspeitada, quando resultados de
ensaios clinicos demonstraram que substancias com atividade antioxidante, tais como a
sulfassalazina e o acido 5-ASA eram capazes de reduzir a producdo dos RLO O;° e
OH" pelos neutrdfilos ativados (Hiller e Wilson, 1983; Myiachi et al.,1987; Naito et al.,
2007). Era de se esperar entdao que as substancias apresentassem efeito terapéutico na
CE devolvendo o equilibrio a mucosa colica alterada no seu metabolismo oxidativo.
Estudos experimentais também demonstraram que a associacdo do acido 5-ASA a
outras substancias com atividade antioxidante apresentava melhores respostas clinicas
e histoldégicas quando comparada a seu uso isolado, sugerindo que a redugdo dos
niveis de RLO é proporcional a intensidade do efeito antioxidante oferecido (Simmonds
et al., 1992; Millar et al., 1996; Simmonds et al., 1999; Ancha et al., 2008; Guijarro et al.,
2008; Ancha et al., 2009).

Ha varias décadas os derivados aminosalicilatos s&o os farmacos mais
utilizados para o tratamento da colite ulcerativa leve e moderada, em especial a

sulfassalazina. Inicialmente acreditava-se que a melhora do quadro era devido ao

74



efeito antimicrobiano da mesma, mas hoje se sabe que existe uma atividade
farmacolégica multipla (inibicdo da sintese de prostaglandinas, inibicdo de enzimas
proteoliticas e imunossupressao); é utilizada na dose de 2 a 4 g por dia. Possui como
efeitos colaterais: “rash” cutaneo, depressdo da medula 6ssea, nauseas, cefaléia,
hemolise em pacientes com deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase, anorexia,
deficiéncia de &cido fdlico, hepatite, pancreatite, pneumonite, eosindfilia, alveolite
fibrosante, colite e anormalidades nos espermatozdides, podendo levar a infertilidade
masculina. Esses efeitos podem ser dose-dependentes ou devido a reacao
idiossincrasica. A clivagem da sulfassalazina por agdo das bactérias da flora intestinal
forma os radicais sulfapiridina e mesalazina. A fracdo ativa mais importante da
sulfassalazina é o acido 5-aminosalicilico (5-ASA).

Dos derivados aminosalicilicos, a principio, a sulfassalazina foi a droga mais
empregada para o tratamento das diferentes formas de colite sendo utilizada na RCUI,
colite de crohn, colite actinica, colite bacteriana e CE. Todavia, devido as inumeras
reagdes adversas causadas, sobretudo, pelo radical sulfapiridimico, a droga foi
progressivamente substituida pelo acido 5-ASA, também conhecido como mesalazina
ou mesalamina, a fracdo da molécula com atividade antioxidante (Miyashi et al., 1987;
Rilley et al., 1988; Riley, 1998). Os menores efeitos adversos e a maior eficacia
terapéutica fizeram com que o acido 5-ASA rapidamente substituisse a sulfassalazina
no tratamento dos portadores de RCUIl e outras enfermidades. Assim sendo, a
administracdo oral do acido 5-ASA tornou-se a opg¢ao medicamentosa mais utilizada
nos doentes que apresentavam formas leves ou moderada da doenca, principalmente

localizadas nas porgdes proximais do colon (Bresci et al., 2007). Desde sua introducéo
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na pratica clinica o acido 5-ASA tem-se mostrado efetivo no tratamento das crises de
agudizacdo e na manutengcdo da remissdo da doenga, prevenindo recaidas e
mostrando boa tolerdncia quando administrado por longos periodos (Bresci et al.,
2007).

O mecanismo de agao do acido 5-ASA ainda nao esta totalmente esclarecido. A
droga inibe a migracao de leucdécitos polimorfonucleares e a lipoxigenase das células
com as concentragdes alcangadas no intestino grosso durante o tratamento. A
producao dos leucotrienos pro-inflamatorios pelos macrofagos da parede intestinal €
também inibida. Além disso, o acido 5-ASA inibe, em condicbes experimentais, a
cicloxigenase, e desta forma a liberagcdo da tromboxano B2 e da prostaglandina E2,
mas o significado clinico deste efeito ndo é claro. A droga inibe a formagao do fator de
agregacao plaquetario (PAF), tendo ainda atividade antioxidante, o que diminui a
formagao de produtos contendo oxigénio reativo, favorecendo a captagédo de radicais
livres. O acido 5-ASA reduz a produgdo de citocinas, diminui a atividade da forma
induzivel da oxido nitrico sintase (INOS) e a via de ativagdo do NFkB que sé&o
importantes mecanismos responsaveis pela iniciagdo e progressdao do processo
inflamatorio e capazes de aumentar a produgao de RLO (Bantel et al., 2000; Hollenbach
et al., 2005). Ja se demonstrou que o acido 5-ASA inibe a formagdo de RLO pelos
polimorfonucleares, reduz a formacédo do perdxido nitrito, importante radical livre de
nitrogénio, determinando decréscimo ou completa inibigdo do dano oxidativo ao DNA,
fendbmeno envolvido na etiopatogenia da RCUI, CE e até do cancer colorretal
(McKenzie et al., 1999; Miyashi et al., 1997; Pravda, 2005; lkeda et al., 2007; Ribeiro et

al., 2008; Ancha et al., 2009; Martinez, 2009).
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Estudos avaliando os beneficios terapéuticos do acido 5-ASA, em modelos
experimentais de colite quimicamente induzida, demonstraram que a substancia, assim
como no homem, apresentava bons resultados terapéuticos. (Pearson et al., 1996;
Siddiqui et al., 2006; Aslan et al., 2007; Ancha et al., 2008; Guijarro et al., 2008).
Todavia, por ser um radical instavel e rapidamente absorvido nas por¢des iniciais do
intestino delgado, apenas uma pequena quantidade do acido 5-ASA atinge as
concentragdes ideais nas porgdes terminais do ileo e, principalmente, no colon. Esta
menor biodisponibilidade reduz sua eficacia terapéutica, principalmente nos doentes
com retite ou colite distal (Naganuma et al., 2001). Estudo comparando a concentragéo
tecidual do 5-ASA, o principio ativo da molécula da sulfassalazina, mostrou que a
administracao retal de sulfassalazina era associada a maior concentragao tecidual do
principio ativo na mucosa colica quando comparada a administracdo oral do préprio
acido 5-ASA (Naganuma et al., 2001). Esses achados sugerem que a molécula da
sulfassalazina, por sofrer degradacao nas por¢gdes mais caudais do intestino delgado
faz com que o acido 5-ASA seja liberado préximo ao ileo terminal. Essas suspeitas
foram confirmadas quando estudos de metanalise demonstraram maior eficacia
terapéutica do acido 5-ASA quando utilizado por enemas quando comparado a
administracdo oral (Lakatos e Lakatos, 2008). Este aspecto torna-se particularmente
relevante ao considerarmos que a maioria dos enfermos com RCUIl e CE apresenta
maior comprometimento das porgdes finais do intestino grosso (Lakatos e Lakatos,
2008). Cabe lembrar ainda que, embora 30% do acido 5-ASA possam ser absorvidos
pela mucosa intestinal, a administracdo da substancia por via retal, quando comparada
a administragdo oral, resultou em menor exposi¢cado sistémica com redugdo da sua

toxicidade.
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Nos doentes submetidos a exclusdao do transito fecal, como acontece nas
operagdes de derivacdo intestinal, é provavel que a biodisponibilidade da droga,
quando administrada por via oral seja ainda menor. Este fato torna-se mais relevante ao
considerar-se que o reto € o segmento intestinal mais frequentemente excluido de
transito, em virtude da maior prevaléncia de estomas confeccionados por doencas
localizadas no colon distal e reto. Acrescente-se ainda que a cirurgia de Hartmann para
o tratamento em carater de urgéncia, da diverticulite, do cancer obstrutivo do cdlon
sigmoide e dos traumatismos anorretocélicos e perineais é o procedimento mais
utilizado nessas enfermidades. (Habr-Gama et al., 1997).

Nao obstante os crescentes esforgos para se encontrar mecanismos capazes de
fazer como que a liberacdo do acido 5-ASA, administrado por via oral ocorra nas
porcbes terminais do colon, estudos sugerem que nas colites com grande
comprometimento distal a substancia apresenta melhor eficacia terapéutica quando
administrada por via retal (Naganuma et al., 2001). Estudos comparando a aplicagéo
diaria intrarretal do acido 5-ASA sob a forma de espuma ou enemas mostraram que as
remissdes clinicas e histologicas foram mais evidentes quando o acido 5-ASA era
administrado diluido em veiculo aquoso, sob a forma de enemas (Cortot et al., 2008).
Essa foi a principal razao para termos escolhido a realizacido da intervencao através de
enemas contendo o acido 5-ASA dissolvido em veiculo aquoso ou solugao fisiolégica.
Acreditamos que com a administragdo por enemas estariamos infundindo o principio
ativo diretamente sobre o colo excluso, permitindo avaliar melhor seu efeito antioxidante
na forma ideal de administracdo. Aplicamos os enemas com o acido 5-ASA a partir do
dia seguinte a derivagéo intestinal, com o objetivo de avaliar sua eficacia ndo s6 na

reducao, mas na prevencao dos danos oxidativos ao DNA tecidual.
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Apesar do acido 5-ASA vir sendo utilizado de forma empirica, poucos estudos
clinicos avaliaram os efeitos terapéuticos da substancia em doentes com CE (Lai et al.,
1997; Triantafillidis et al., 1991). Da mesma forma, até a presente data nenhum estudo,
do melhor do nosso conhecimento, avaliou os efeitos antioxidantes do acido 5-ASA em
modelos experimentais de CE. Quando se considera que o estresse oxidativo encontra-
se relacionado aos mecanismos moleculares que levam ao aparecimento da CE, e que
o acido 5-ASA apresenta atividade antioxidante, torna-se relevante a avaliagdo da
eficacia da substancia no tratamento da doenca.

Os resultados encontrados no presente estudo parecem confirmar a importancia
do regular fornecimento de AGCC para a manutengcdo da homeostase do metabolismo
oxidativo das células do epitélio coélico. Verificamos que apesar dos niveis de dano ao
DNA reduzirem nos animais submetidos a intervengao com acido 5-ASA, sempre foram
mais elevados nos segmentos exclusos, demonstrando a importancia da deficiéncia do
suprimento de AGCC no desenvolvimento da CE. Encontramos reduc&o significativa
dos niveis de dano ao DNA nos segmentos providos de transito fecal apds duas
semanas de irrigacdo com o acido 5-ASA em relagdo aos animais irrigados com
solugao fisiologica. Estes resultados confirmam que a aplicagdo de enemas com acido
5-ASA no segmento excluso de transito apresenta efeitos sistémicos, provavelmente
pela absorgao da droga pela mucosa colorretal.

Constatamos que apds duas semanas de aplicacéo diaria de enemas com acido
5-ASA no célon excluso de transito, os niveis de dano ao DNA tanto nos segmentos
providos quanto nos desprovidos de transito foram menores quando comparados aos
irrigados com solugao fisioldgica (Figura15). Verificamos que o colon sem transito ndo

obstante apresentar maior nivel de dano ao DNA quando comparado ao célon com
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transito, os niveis reduziam nos animais irrigados com o acido 5-ASA. Estes resultados
confirmam os efeitos antioxidantes tdpicos do acido 5-ASA.

Nos animais irrigados por quatro semanas com solugdo fisiolégica verificamos
que os niveis de dano oxidativo ao DNA nos segmentos com transito foram
semelhantes aos dos segmentos sem transito, mostrando que a irrigagdo com solugao
fisiologica ndo reduz os niveis de dano quer por efeito local quer por efeito sistémico
(Figura 16). De modo diferente, nos animais irrigados com acido 5-ASA, apesar dos
niveis de dano oxidativo ao DNA no cdlon excluso serem maiores aos do cdlon com
transito preservado, em ambos os segmentos foram menores quando comparados aos
irrigados com solucéo fisioldgica. Esses resultados confirmam que o acido 5-ASA
mantém efeito antioxidante local e sistémico apds a aplicacdo por quatro semanas nos
ratos, o que no homem, corresponderia a, aproximadamente, 28 anos. Entretanto, os
efeitos sistémicos parecem nao serem tao evidentes quando comparados aos animais
irrigados por duas semanas. E possivel que esses resultados estejam relacionados a
redugdo na capacidade de absorgdo da droga pela mucosa cdlica exclusa em virtude
da reducado na superficie de absor¢do ocasionada pela atrofia das criptas intestinais
(Keli et al., 1997; Pinto Jr et al., 1999; Biondo-Simdes et al., 2000; Lopes Paulo, 2002;
Sousa et al., 2008).

Quando analisamos a variagao dos niveis de dano ao DNA nos coélons com e
sem transito fecal nos animais irrigados por duas ou quatro semanas, comparando as
duas solugdes de intervencgao, verificamos que, a intervencdo com acido 5-ASA reduz,
significativamente, a variacdo dos niveis de dano ao DNA, independente do tempo de
irrigacdo (Figura 17). Encontramos redug¢ao nos colons com e sem transito mostrando

que o acido 5-ASA apresenta atividade antioxidante tanto local quanto sistémica.
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Quando avaliamos os niveis de dano nos segmentos célicos com e sem transito,
irrigados com solugao fisologica ou acido 5-ASA, comparando os dois periodos de
irrigacao, verificamos que os niveis de dano, apesar de aumentarem com progredir do
tempo, sempre foram menores apds quatro semanas nos animais irrigados com acido
5-ASA (Figura18). Estes resultados mostram que os efeitos antioxidantes do acido 5-
ASA sao capazes de manter os niveis de dano ao DNA em niveis significativamente
menores quando comparados a solugéo fisiolégica com o decorrer do tempo.

Com o objetivo de avaliarmos os efeitos protetores do acido 5-ASA contra o dano
oxidativo DNA induzido pela superexposicdo a RLO, realizamos o desafio das células
da mucosa colica com o H;O, nos animais derivados por duas e quatro semanas
(Figura 19 e Figura 20). Verificamos que nos segmentos célicos com e sem transito, a
intervencdo com o acido 5-ASA diminuia os niveis de dano mesmo apds o desafio,
demonstrando que os efeitos protetores residuais contra o dano do DNA, apesar de
serem mais evidentes no local da aplicacdo, também ocorrem de modo sistémico
(Figura 19). Quando realizamos o desafio das células isoladas da mucosa colica com o
H>O, nos animais derivados por quatro semanas, com o objetivo de avaliarmos os
efeitos do acido 5-ASA contra o dano induzido, encontramos resultados semelhantes,
confirmando os efeitos protetores, mesmo com o desafio, apds longos periodos de
aplicagao (Figura 20).

Ao analisarmos a variagdo dos niveis de dano ao DNA nos segmentos com e
sem transito fecal, apds desafio com H,O,, verificamos que nos animais irrigados com
acido 5-ASA os niveis de dano variavam menos, em ambos os segmentos célicos,
quando comparados aos irrigados com solugao fisiolégica, independente do tempo de

irrigacao (Figura 21).
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Quando avaliamos os niveis de dano nos segmentos célicos com e sem transito,
irrigados com solugao fisologica ou acido 5-ASA, comparando os dois periodos de
irrigacao apods desafio com Hy0,, encontramos aumento nos niveis de dano ao DNA
apos intervencao com solugao fisioldgica ou acido 5-ASA, independente do periodo de
irrigacao considerado (Figura 22). Todavia, os niveis de dano ao DNA em ambos os
segmentos irrigados com acido 5-ASA aumentavam menos quando comparados aos
irrigados com solugéo fisioldgica. Estes resultados sugerem que o acido 5-ASA
apresente efeito antioxidante residual mantendo protecdo as células epiteliais da
mucosa colica por quatro semanas, mesmo apos desafio com H;0s.

Os resultados encontrados no presente estudo confirmam achados anteriores
demonstrando que o estresse oxidativo provocado por RLO, formados pelas células
deficientes no suprimento de AGCC, encontram-se relacionados a etiopatogenia da CE
(Martinez, 2009). Reforgcam as propriedades antioxidantes e os beneficios tanto topicos
quanto sistémicos da aplicacao intrarretal de enemas com acido 5-ASA no tratamento
da CE. Finalmente, demonstram que o uso do acido 5-ASA através de enemas € uma
alternativa valida para o tratamento e prevengao da CE. Estudos em seres humanos e
com maior numero de doentes, ainda devem ser realizados como objetivo de verificar
se o0s resultados encontrados no modelo experimental proposto podem ser

extrapolados para o homem.

82



6. CONCLUSOES

Os resultados encontrados, nas condigcdes experimentais do modelo de colite de

exclusao adotado no presente estudo, permitem concluir que:

1. As células epiteliais da mucosa colica desprovida de transito fecal mantém
maiores niveis de dano oxidativo ao DNA nuclear, quando comparadas as
obtidas da mucosa codlica com transito preservado, independente do uso de
enemas com 5-ASA;

2. A irrigacdo do cdlon excluso de transito fecal com acido 5-ASA por duas
semanas reduz, significativamente, os niveis de dano oxidativo ao DNA nuclear
de células epiteliais isoladas da mucosa cdlica provida e desprovida de transito
fecal,

3. A irrigagdo do célon excluso de transito fecal com acido 5-ASA por quatro
semanas reduz, significativamente, os niveis de dano oxidativo ao DNA nuclear
de células epiteliais isoladas da mucosa célica desprovida de transito fecal;

4. ApOs a exposicao ao H,O, células obtidas de animais submetidos a irrigacéao
diaria com acido 5-ASA apresentam menores niveis de dano oxidativo ao DNA

independente de serem provenientes de segmentos com ou sem transito fecal.
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ANEXO

Niveis de dano oxidativo ao DNA

(Tail moment - UA)

Duas Semanas

Quatro semanas

Com transito

Sem transito

Com transito

Sem transito

Rato | S.F.0,9% | 5-ASA | S.F.0,9% | 5-ASA | S.F.0,9% | 5-ASA | S.F. 0,9% | 5-ASA
1 2,60 1,78 3,74 1,93 3,21 1,87 3,59 2,56
2 3,32 1,87 3,81 2,20 2,97 2,02 3,01 2,50
3 2,43 1,85 3,08 217 3,02 2,30 3,20 2,66
4 2,01 1,83 2,49 2,23 2,78 1,93 3,02 2,40
5 - 1,73 - 1,87 - 2.09 - 2,23
6 - 1,82 - 2,00 - 2,04 = 2,31
7 - 1,86 - 2,30 - 1,98 - 2,22
8 - 1,77 - 1,99 - 2,13 = 2,53
9 - 1,75 - 1,98 - 2,23 - 2,67
M 2,59 1,80 3,28 2,07 2,99 2,06 3,20 2,45

DP 0,54 0,05 0,62 0,15 0,17 0,13 0,27 0,17
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