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RESUMO

Estudos experimentais demonstraram que a mucosa coOlica exclusa de transito intestinal
desenvolve processo inflamatério crénico e modificacdes no contetdo e padrédo de expressao
tecidual dos diferentes tipos e subtipos de mucinas. O sucralfato (SCF) apresenta eficacia como
agente protetor do epitélio intestinal em diferentes formas de colite, além de aumentar a
producdo de muco pelas células caliciformes. Objetivo: Mensurar o conteddo de mucinas tipo
MUC-2 na mucosa cdlica sem transito intestinal submetida a intervencdo com SCF. Método:
Trinta e seis ratos foram submetidos a derivacdo do transito por colostomia proximal e fistula
mucosa distal. Os animais foram divididos em trés grupos que receberem enemas diarios
contendo solucgéo fisiolégica 0,9% (SF 0,9%), SCF 1,0 g/kg/dia e 2,0 g/kg/dia. Cada grupo
experimental foi dividido em dois subgrupos, sendo a eutandsia ser realizada apés duas ou
gquatro semanas. O diagnéstico de colite foi estabelecido por estudo histopatoldgico pela técnica
da hematoxilina-eosina (HE). A intensidade inflamatéria da mucosa coélica foi avaliada por
escala previamente validada. As mucinas tipo MUC-2 na mucosa exclusa de transito intestinal
foram identificadas por imuno-histoquimica. O conteldo tecidual da MUC-2 foi mensurado por
analise de imagem assistida por computador (morfometria computadorizada). O valor final para
o0 conteudo desta em cada animal foi determinado pela média da leitura de trés campos
distintos, onde existiam pelo menos trés glandulas célicas integras e contiguas. Para analise
dos resultados utilizou-se o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney e o teste ANOVA (analise
de variancia), adotando-se para ambos, nivel de significancia de 5% (p<0,05). Resultados: A
aplicacdo de enemas com SCF na concentragdo de 2,0 g/kg/dia reduziu o escore inflamatério
dos segmentos desprovidos de transito fecal. O conteddo de MUC-2 no célon desprovido de
transito fecal dos animais submetidos a intervencdo com SCF, independente do tempo de
intervencdo e da concentracdo utilizada, foi significativamente maior quando comparado aos
animais submetidos a aplicagdo de enemas contendo SF 0,9% (p<0,01). O conteudo tecidual
de MUC-2 apés a intervencdo com SCF na concentragdo de 2,0 g/kg/dia foi significativamente
maior quando comparado aos animais submetidos a aplicacao de enemas contendo SCF na
concentracdo de 1,0 g/kg/dia (p <0,01). O conteudo tecidual de MUC-2 atingiu os maiores
valores ap0s intervencdo com SCF na concentracdo de 2,0 g/kg/dia por quatro semanas
(p<0,01). Conclusé@o: A aplicagdo preventiva de enemas contendo SCF, principalmente em
concentracdes mais elevadas e por maior tempo de intervencgdo, reduz o escore inflamatério e
previne a reducdo do conteudo tecidual de MUC-2. Esses resultados sugerem que a aplicacao
preventiva de enemas com SCF é uma estratégia valida para a preservagdo da camada de
muco que recobre o epitélio intestinal.

Palavras-chave: Colon, Colite, Sucralfato, Mucinas, Mucina 2.
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ABSTRACT

Experimental studies demonstrated that the colonic mucosa without intestinal stream develops
chronic inflammatory process and modifications in content and tissue expression of the different
types and subtypes of mucins. The sucralfate (SCF) presents effectiveness as protective agent
of the intestinal epithelium in different forms of colitis, beyond increasing the production of
mucus by the caliciform cells. Objective: Measure the content of MUC-2-type mucins in the
colonic mucosa diverted from fecal stream submitted to the intervention with SCF. Method:
Thirty-six rats underwent derivation of intestinal transit through proximal colostomy and distal
mucous fistula.The animals were divided into three groups which were submitted to daily
application of enemas containing physiological saline, SCF 1.0 g/kg/day and SCF 2.0 g /kg /day.
Each experimental group was then divided into two subgroups, according to euthanization to be
carried through after two or four weeks. The colitis diagnosis was established by
histopathological study through the hematoxylin and eosin (H&E) technique. The inflammatory
intensity of the colonic mucosa was evaluated by previously validated scale. The MUC-2-type
mucins in the mucosa diverted from fecal stream were identified as immune-histochemistry
(IHC). The tissue content of the MUC-2-type was measured by analysis of computer assisted
image (computerized morphometry). The final value for the content of this in each animal was
determined by average of the reading in three distinct fields, where there were at least three
intact and contiguous colonic glands. For the results analysis, the non-parametric Mann-Whitney
test was used, as well as ANOVA test (analysis of variance), being adopted for both,
significance level of 5% (p<0.05). Results: The application of enemas with SCF in the
concentration of 2.0 g/kg/day reduced inflammatory score of the segments that were diverted
from fecal stream. The content of MUC-2-type in colon diverted from fecal stream of the animals
submitted to the intervention with SCF, independently of intervention period and the used
concentration, was significantly greater in comparison with the animals submitted to the
application of enemas containg saline (p<0.01). The tissue content of MUC-2-type after the
intervention with SCF in the concentration of 2.0 g/kg/day was significantly higher when
compared to the animals submitted to the application of enemas containing SCF in the
concentration of 1.0 g/kg/day (p <0.01). The tissue content of MUC-2-type reached the highest
values after intervention with SCF in the concentration of 2.0 g/kg/day for four weeks (p<0.01).
Conclusion: The preventive application of enemas containing SCF, mainly in increased
concentrations and for longer period of intervention, reduces inflammatory score and it prevents
the reduction of tissue content of MUC-2. These results suggest that the preventive application
of enemas with SCF is a valid strategy for the preservation of mucus layer that covers the
intestinal epithelium.

Key words: Colon, Colitis, Sucralfate, Mucins, MUC-2-type Mucin.
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1. INTRODUCAO

O epitélio do intestino grosso é uma estrutura anatémica fundamental para impedir a
penetracdo de substancias nocivas do interior do colon para as camadas estéreis internas do
intestino grosso (PEREIRA et al.,, 2013; CHAIM et al.,, 2014; BONASSA et al., 2015). Esta
estrutura é formada por um Unico estrato de células justapostas que formam a superficie
epitelial, um sistema de aderéncias intercelulares unindo uma célula a sua vizinha, pela
membrana basal que sustenta todas as camadas celulares superiores e por um importante e
complexo sistema de defesa imunolégica (PRAVDA, 2005; GAUDIER e HOEBLER, 2006). Além
de sua conhecida funcdo na digestédo e absorcdo de nutrientes, a mucosa do trato col6nico,
também assume papel relevante na resposta imunolégica, definindo a barreira funcional entre o
hospedeiro e 0 meio externo. Este sistema imunolégico, considerado o mais eficiente do
organismo humano, protege o hospedeiro da invasao da sua prépria flora dificultando a
disseminacdo de patdgenos e toxinas luminares pelo organismo. Dessa forma, a protecéo
conferida pelo epitélio colénico é imprescindivel a preservacao da vida humana.

As células epiteliais sdo cobertas por uma camada de muco de aspecto gelatinoso que
serve como primeira linha de prote¢cdo auxiliando a manter a permeabilidade seletiva do
restante da parede colénica (SWIDSINSKI et al., 2007; GAUDIER, HOEBLER, 2006; GAUDIER
et al., 2009). O muco que recobre a mucosa colénica é formado predominantemente por
mucinas, uma classe de glicoproteinas responsaveis por sua constituicdo e, principalmente,
pela funcdo protetora (FINNIE et al.,, 1995; DEPLANCKE e GASKINS, 2001). O muco é
produzido a partir de células caliciformes existentes em grande quantidade nas glandulas
colbnicas. A sintese das mucinas se d& a partir da fermentagéo das fibras e amidos ingeridos
na dieta. Os &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) representam o substrato mais importante
para que as células caliciformes produzam continuamente quantidades adequadas de muco
com objetivo de manter a integridade desta primeira linha de defesa mecanica (AUGENLICHT
et al., 2003; WILLEMSEN et al., 2003; GAUDIER et al., 2004, GAUDIER et al., 2009).

A molécula das mucinas apresenta em sua estrutura quimica uma porcéo glicidica e
outra proteica. A porcao glicidica, dependendo de seu pH, subdividlem-se em mucinas neutras,
mais abundantes no sistema digestorio superior, e em acidas, encontradas principalmente no
intestino grosso (FILIPE, 1969; FILIPE, 1979, NONOSE et al., 2009). O método histoquimico de

Alcian-blue (AB) em pH 2,5 identifica em azul as mucinas acidas enquanto o Periddico Acido de
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Schiff as neutras. As mucinas &cidas, por sua vez, se subdividem em sulfomucinas quando ha
predominio de radicais sulfato na sua estrutura molecular ou sialomucinas quando existe maior
teor de &cido sialico (DEPLANCKE e GASKINS, 2001; NONOSE et al., 2009; MARTINEZ et al.,
2010b). A diferenciacdo entre os dois subtipos de mucinas &cidas pode ser feita pelo método
histoquimico da diamina de ferro alto-alcian blue (MARTINEZ et al., 2010a). Com a técnica

sulfomicinas coram-se em marrom e as sialomucinas em azul.

Quanto a porcao proteica, existem mais de 15 subtipos de mucinas descritas mas as
glicoproteinas do subtipo MUC-2 sdo as mais abundantes no epitélio coldénico. Os subtipos
MUC-1, MUC-3, MUC-4 e MUC-5 também podem ser encontradas no muco colbénico, porém em
menor quantidade. Ao considerar a fragdo proteica das mucinas (MUC), estas se apresentam
em dois tipos: aquelas que quando secretadas formam um gel que recobre a mucosa (MUC-2,
MUC-5AC, MUC-5B e MUC-6) e as presentes nas membranas celulares (MUC-1, MUC-3 e
MUC-4). Com o advento das técnicas imuno-histoquimicas tornou-se facil identificar

corretamente cada um desses subtipos nos tecidos.

Estudando a porgcdo proteica das mucinas observou-se que haviam diferencas na
ordenacdo dos aminoacidos ao longo da proteina e que transcricdo destas poderiam ser
realizadas por pelo menos 15 tipos diferentes de genes (GAUDIER et al., 2006; GAUDIER et
al., 2009). Posteriormente, novas pesquisas estudando estes genes atestaram diferencas na
ordem com que os nucleotideos se alinham ao longo do gene codificador da proteina, podendo
assim, identificar nove principais subtipos de porgbes proteicas denominadas: MUC-1, MUC-2,
MUC-3, MUC-4, MUC-5A, MUC-5B, MUC-5AC, MUC-7 e MUC-8. No epitélio colbénico as
mucinas sao transcritas principalmente pelo gene MUC-2 e em uma menor intensidade pelos
genes MUC-1, MUC-3 e MUC-4. Entretanto, independente da porcéo glicidica achada, o MUC-2
€ 0 mais prevalente gene responsavel pela transcricdo das mucinas encontradas no epitélio
colonico (OGATA et al., 1992; WILLIAMS al., 1999). Da mesma forma que acontece com as
fracdes glicidicas, cabe frisar que os AGCC tém um papel importante na producdo das fracdes
proteicas das mucinas. Estudos mostraram que culturas celulares de colonécitos quando
acrescidas de butirato, a expressdo de MUC-2 aumenta cerca de 20 vezes (GAUDIER et al.,
2009). Esses achados mostram o papel fundamental do suprimento de AGCC para a adequada

sintese proteica de MUC-2 pelas células caliciformes do epitélio cdlico (MELLO et al., 2012).

Estudos encontraram alteragcdes no tipo e quantidade das mucinas que recobrem o

epitélio colénico em diferentes situacdes clinicas. Ja se descreveu importantes modificacdes na
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espessura e constituicdo da camada de muco nas colites bacterianas, retrocolite ulcerativa
inespecifica (RCUI), doenca de Crohn (DC), colite do colon excluso (CCE), pdlipos
adenomatosos e cancer colorretal (CCR) (KELI et al., 1997; DEPLANCKE e GASKINS, 2001;
FINNIE et al., 1995; NONOSE, 2009, NONOSE et al., 2009; MARTINEZ et al., 2010b; CHAIM,
2014; CHAIM et al., 2014; BONASSA et al., 2015; BONASSA, 2015). Merece destaque o fato
de que o estudo da expressao histoquimica ou imunoistoquimica das fracdes glicidicas e
proteicas das mucinas € um importante indicador do risco de transformagao maligna do epitélio
colénico. Mostrou-se que nos portadores de CCR existe aumento expressivo das mucinas
acidas, principalmente das sialomucinas, enquanto as sulfatadas praticamente desaparecem
(FILIPE, 1979). Vale a pena ressaltar que o epitélio do célon cronicamente inflamado, como nos
casos de RCUI, também existe maior expressao tecidual de sialomucinas. De modo intrigante,
no epitélio coldénico sem fluxo fecal que desenvolve CCE, identifica-se predominio marcante das
sulfomucinas. Essas diferencas s6 reforcam a importancia do conhecimento preciso da

distribuicdo das camadas de muco em diferentes enfermidades.

Em condigbes fisiolégicas normais, as células caliciformes produzem mucinas,
continuamente, com o objetivo de repor e manter o revestimento mucoso perdido durante a
passagem do bolo fecal (MELLO et al., 2012). Além de fazer parte dessa camada estavel, o
muco serve ainda como agente lubrificante, retarda a difusdo dos ions hidrogénios e de
pepsina, inibe a ativacdo do pepsinogénio e exerce uma acao antibacteriana contra bactérias e
virus presentes do interior do intestino grosso. Um grupo de horménios gastrointestinais, tais
como a gastrina, secretina, prostaglandina E2 e os agentes colinérgicos sdo capazes de
aumentarem a producéo de muco. No entanto, a producdo de muco pode estar comprometida
por diversos fatores. Bactérias, virus, antigenos, substancias téxicas, radicais livres de oxigénio
(RLO) e outros elementos nocivos presentes no limen do intestino grosso podem destruir a
camada de muco, modificar sua estrutura quimica e reduzir sua producdo ou secrecao
comprometendo seu efeito protetor. Alteragbes nessa camada protetora permitem o
desenvolvimento de diferentes enfermidades, particularmente representadas pelas doencas
inflamatorias e infecciosas que frequentemente atingem o ser humano (CORNICK, TAWIAH e
CHADEE, 2015).

Estudos clinicos e experimentais demonstraram que nos segmentos colbnicos
derivados, ou seja, em segmentos onde ndo existe a passagem de contetudo fecal,
desenvolvem um processo inflamatério que ficou conhecido como CCE (GLOTZER et al., 1981,
NONOSE, 2009; NONOSE et al., 2009; MARTINEZ et al., 2010a). Na CCE mostrou-se
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alteracdes histoquimicas significativas na camada de mucinas que recobre a mucosa coldnica
(GLOTZER et al., 1981; NONOSE, 2009; NONOSE et al.,, 2009; MARTINEZ et al., 2010a).
Mostrou-se que as porgdes glicidicas das mucinas neutras e acidas sofriam modificacdes tanto
na sua quantidade quanto na sua forma de expressao nas glandulas intestinais. Esses estudos
mostraram ainda que essas modificacbes se encontravam relacionadas ao tempo em que a
derivacéo fecal se mantinha (KELI et al., 1997; NONOSE et al., 2009; MARTINEZ et al., 2010a).
Acredita-se que as alteragbes no muco colonico encontrados na CCE possa ser resultado da
deficiéncia de AGCC, ocasionado pelo desvio do fluxo fecal. Posteriormente, demonstrou-se
que o desvio do fluxo fecal desencadeia no célon derivado modificacbes nos mecanismos de
respiragdo celular capazes de aumentarem a producdo de radicais livres de oxigénio (RLO)
pelos préprios colonécitos desnutridos. O estresse oxidativo resultante estaria diretamente
relacionado ao dano das células caliciformes produtoras das mucinas (MARTINEZ, 2010;
MARTINEZ et al., 2010a; MELLO et al., 2012). Com o progredir do tempo de desvio fecal, a
destruicdo progressiva da camada mucinosa de protecéo possibilitaria a infiltragdo de antigenos
e bactérias, iniciando assim a reacgdo inflamatoria que caracteriza a CCE (NONOSE, 2009;
NONOSE et al., 2009).

Com o objetivo de reduzir o estresse oxidativo identificado na CCE, uma sequéncia de
estudos experimentais avaliaram o efeito de substancias antioxidantes no tratamento da CCE
(CALTABIANO, 2010; CALTABIANO et al., 2011; CUNHA et al., 2011; ALMEIDA et al., 2012;
BONASSA, 2015; BONASSA et al., 2015; CHAIM, 2015; CHAIM et al., 2015). Dentre esses
estudos foi possivel demonstrar experimentalmente que a aplicagdo tépica de enemas com

sucralfato (SCF), substancia com boa agéo antioxidante, apresentava resultados promissores.

O SCF é uma molécula complexa composta por octassulfato de sacarose e hidroxido de
polialuminio. Devido a sua composicdo polibnica, esta se liga fortemente com proteinas de
cargas positivas do tecido exulcerado ou ulcerado, formando um complexo aderente que
protege a mucosa da acdo nociva das secrecdes digestivas e penetracdo de agentes externos.
A acdo terapéutica do SCF é exclusivamente tépica. A nomenclatura segundo a IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry): aluminio; 3,4,5-trisulfooxi-2- (sulfooximetil)
-6-[3,4,5-trisulfooxi 2 (sulfooximetil) oxolan-2-il] oxi-oxano; icosahidrato. Tem massa molar
2086,74 g/mol (SWEETMAN et al., 2009). A molécula de SCF contém 19-20% de aluminio,

principalmente na forma de hidréxido de aluminio.
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O mecanismo de agdo do SCF ndo esta totalmente estudado. Sabe-se que forma um
complexo aderente gelatinoso gerando uma verdadeira barreira contra a agdo do &cido
cloridrico, sais biliares e reduzindo a atividade da pepsina (CASPARY, 1980; MARKS et al.,
1980; YOSHIDA et al., 1980; HARRINGTON et al., 1981; NAKAZAWA et al., 1981; MCHARDY,
1981; NAGASHIMA, 1981a b; MARTIN et al., 1982; GRAHAM et al., 1984; ELSBORG et al.,
1984; SAMLOFF e O'DELL, 1985; SLOMIANY, HURTY et al., 1985; TARNAWSKI et al., 1986;
JENSEN e JENSEN, 1992; VOLKIN et al., 1993; COPEMAN et al., 1994; ISHIMORI, 1995;
PLETZ et al., 2003). A importante acéo citoprotetora do SCF reside da sua ac¢éo estimulante na
producdo de muco pelas células caliciformes e de bicarbonato, em aumentar a sintese de
prostaglandinas e diminuir a degradagédo do muco pelo &cido e a difusdo deste, garantindo a
renovacgado celular (NAKAZAWA et al., 1981; GUSLANDI et al., 1983; SLOMIANY, TAKAGI et
al., 1985; GUSLANDI, 1985; KONTUREK et al., 1986; TARNAWSKI et al., 1986; SHEA-
DONOHUE et al., 1986; CRAMPTON et al., 1987; CRAMPTON et al., 1988; NAGASHIMA et
al., 1988; SLOMIANY et al., 1989; COPEMAN et al., 1994; BANERJEE et al., 1996). Tais efeitos
ocorrem principalmente em meios acidos, mas ja tendo sido comprovada sua agdo em pH
préximos ao 7 (NAGASHIMA, 1981a b; GRAHAM et al., 1984; DANESH et al., 1988;
NAGASHIMA e YOSHIDA 1979, NAGASHIMA et al., 1988). O SCF também apresenta atividade
antioxidante, sendo capaz de reduzir a geracdo de RLO produzidos por neutréfilos presentes no
tecido inflamado (LAUDANNO et al., 1990; WADA et al., 1997).

As primeiras pesquisas realizadas para a avaliagdo do efeito do SCF foram realizadas
em ratos induzindo a uma colite por acido acético (ZAHARI et al.,, 1989). Sem saber
especificamente os mecanismos pelos quais a droga agia, observaram reducédo da atividade
inflamatéria e aumento do conteddo de PGE-2 nos animais infundidos com enemas de SCF.
Estudos em camundongos com les@es induzidas por alcool demonstraram que o SCF era capaz
de aumentar a sintese e liberacdo de PG-E2 (HOLLANDER et al., 1984; KONTUREK et al.,
1987), com potente acdo sobre receptores EP3 e consequente aumento da secrecdo de muco
(SCHEIMAN et al., 1992; DEVLIN, 1997), reduzindo microssangramento mucoso (KONTUREK
et al, 1986). Este fato foi confirmado apdés o bloqueio da agdo protetora do SCF com a
administracdo prévia de indometacina, um potente inibidor da cicloxigenase (HOLLANDER et
al., 1985). Outros estudos também demonstraram que o SCF era capaz de diminuir o grau de
inflamacdo no coélon de ratos com colite ulcerativa induzida por Sulfato de Dextrona (DSS)
(BJORCK et al, 1997; PEREIRA, 2016).
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O SCF associado ou ndo a corticéides ou mesmo ao 5-ASA, ja foi utilizado através de
enemas como uma opcao terapéutica no tratamento das DIl (CARLING, KAGEVI, BORVALL,
1986; SINGAL, ANAND, 1998; PIENKOWSKI et al., 1989). Em estudo comparativo entre a
utilizacdo enemas de SCF e corticoide isolado em pacientes portadores de RCUI distal, os
enemas de SCF obtiveram melhores beneficios terapéuticos, ja que os pacientes tratados com
enemas apresentaram diminui¢do tanto nas frequéncias das evacuacdes quanto nos episodios
de sangramento retal (RILEY, GUPTA, MANI, 1989; PEREIRA, 2016).

Estudos em animais com retite induzida por radiagcdo confirmaram que o SCF
estimulava a producdo de fator de crescimento tecidual e diminuia a apoptose celular,
garantindo a protecdo as células tronco no interior das criptas colicas (MATSUU-MATSUYAMA
et al., 2006). Outro estudo experimental com SCF utilizando animais com colites induzidas por
Perdxido de Hidrgénio (H,O,), mostrou que esta substancia evita o retardo da cicatrizagcao do
epitélio lesado, provavelmente ativando a expressdo de COX-2 e inibindo a apoptose. Esses
efeitos provavelmente encontram-se relacionados a ativagédo da via do fator de transcricdo NF-
kB (SHINDO et al., 2006).

Ja foi demonstrado o efeito antioxidante do SCF em lesGes gastricas ou colicas
induzidas quimicamente, porém poucos estudos, todos eles realizados por um mesmo grupo,
avaliaram o efeito desta droga em modelo experimental de CCE (PEREIRA et al., 2013; CHAIM,
2014; CHAIM et al., 2014; BONASSA, 2015; BONASSA et al., 2015; PEREIRA, 2016).

O estudo pioneiro realizado com modelo experimental de CEE constatou que a infusédo
de enemas diarios com SCF era capaz de melhorar o processo inflamatério na mucosa
desprovida de transito fecal (PEREIRA et al., 2013). Posteriormente, dando seguimento a essa
linha de pesquisa, observou-se se que a melhora do processo inflamatério na CCE estava
relacionada a sua acao antioxidante. Verificou-se que, nos animais tratados com SCF, os niveis
de peroxidacao lipidica e uma alteracdo de membranas sob estresse oxidativo eram menores e
a mucosa exposta ao SCF apresentava acentuada reducdo do processo inflamatério
(MARTINEZ et al., 2015b). Esses achados confirmaram que o SCF apresentava acdo
antioxidante no modelo experimental de CCE (MARTINEZ et al., 2015b). Subsequentemente,
outros dois estudos foram realizados com o objetivo de apurar se o SCF era capaz de preservar
o conteudo da fracéo glicidica das mucinas da mucosa coélica (CHAIM et al., 2014; BONASSA et
al., 2015). Os resultados mostraram que ap0s aplicacdo preventiva e diaria da substancia, o

conteudo tecidual das mucinas neutras, acidas e seus subtipos - sulfomucinas e sialomucinas -
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mantinha-se preservado no tecido submetido a exposicdo a droga. De modo diferente, os
animais submetidos a intervencdo com solucédo salina apresentavam o mesmo comportamento
encontrado em estudos anteriores (NONOSE, 2009; NONOSE et al., 2009). Havia acentuada
regressao no conteudo tecidual de todos os tipos e subtipos de mucinas (CHAIM et al., 2014,
BONASSA et al., 2015).

Resumidamente, os resultados encontrados nesses estudos experimentais mostraram
que o uso de clistéres com SCF, além de diminuir os niveis tissulares de RLO, melhoravam a
inflamacao da mucosa coldnica e aumentavam o conteldo das fracdes glicidicas das moléculas
de mucina (mucinas neutras e acidas), principalmente o de sialomucinas, justamente o subtipo
de mucina acida que sofre a maior redugao no epitélio sem passagem de fezes que desenvolve
CCE (NONOSE, 2009; NONOSE et al., 2009; MARTINEZ et al., 2010a; BONASSA, 2015;
BONASSA et al., 2015; CHAIM, 2015; CHAIM et al., 2015; PEREIRA et al., 2013; PEREIRA,
2016).

A facil disponibilidade do SCF, custo reduzido e pequena incidéncia de efeitos colaterais
seriam aspectos interessantes para utilizd-lo no tratamento da CCE, assim como em outras
doencas que cursam com lesdes ulceradas no epitélio colénico (DENTON et al., 2002a; LEIPER
e MORRIS, 2007; PEREIRA et al., 2013; CHAIM, 2014; CHAIM et al., 2014; BONASSA, 2015;
BONASSA et al., 2015; PEREIRA, 2016).

A quantidade e o padrédo de expresséo das por¢des glicidicas das mucinas na mucosa
coldnica ja foram avaliados em estudos anteriores em modelos de CCE. Porém, a expressao de
moléculas constituintes da porgéo proteica destas mucinas ainda ndo foi avaliada quer em
estudos experimentais, quer em portadores de CCE (NONOSE, 2009; NONOSE et al., 2009;
MARTINEZ et al., 2010a; BONASSA, 2015; BONASSA et al., 2015; CHAIM, 2015; CHAIM et al.,
2015). Sendo assim, apesar do SCF ser um potente estimulante da producdo das fragcbes
glicidicas das mucinas no epitélio do trato colénico, sua capacidade em estimular a producéo da
fracao proteica (em particular da MUC-2) é desconhecida, 0 que torna interessante a realiza¢éo

de um estudo experimental com este escopo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Principal

Mensurar o conteudo tecidual da proteina MUC-2 na mucosa do intestino grosso sem
transito fecal submetido a aplicacdo de enemas com SCF.

2.2 Objetivos Secundarios

Verificar a influéncia da concentracao de SCF no contetido tecidual de MUC-2 no epitélio
do intestino grosso sem transito fecal,

Verificar a influéncia do tempo de intervencdo com SCF no conteudo tecidual de MUC-2

no epitélio colénico sem transito fecal;

Verificar se a interven¢@o com SCF esta associada a melhora do processo inflamatorio

na mucosa do segmento colénico sem transito fecal.
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3. MATERIAL E METODO

Este estudo obedeceu a Lei Federal 11.794 (Lei Sérgio Arouca). Também esta de
acordo com as orientagcbes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). O
Projeto de Pesquisa que culminou com este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso
de Animal em Pesquisa (CEUA) da Universidade Sao Francisco, Braganca Paulista, Sao Paulo.
O Projeto foi aprovado com o parecer N°. 002.04.10 (ANEXO 1).

3.1 Animal de experimentacao

Utilizou-se 36 Rattus norvegicus albinus, machos, da linhagem Wistar, provenientes do
Biotério da Universidade S&o Francisco, Braganga Paulista. O peso dos animais variava entre

300 a 320g e tinham em média quatro meses de idade.

3.2 Grupos experimentais

Foram constituidos, aleatoriamente, trés grupos de estudo com 12 animais cada,
divididos segundo terem sido submetidos a aplicacdo diaria de enemas contendo solugéo
fisiolégica, solucdo de SCF na concentracdo de 1,0 g/kg/dia (SCF-1) ou solugcdo de SCF na
concentracdo de 2,0 g/kg/dia (SCF-2). Seis animais de cada um desses grupos de estudo foram
eutanasiados em duas semanas enquanto os 18 remanescentes, seis de cada grupo

experimental, em quatro semanas (Fig. 1).



22

_ 35 animais |
Contrale . SCF (1,0 gf/kg) SCF (2,0 g/Kg)
in=12) n=12) | (n=12)
Sacrificio E-an:lrifin:iu Sacrificio Cacrificio Sacrificio Sacrificio
2 semanas | | 4 semanas 2 =emanas 4 zemanas 2 zemanas | |4 semanas
(n=6) || (n=8) (n=6 (n =8} (n =86} (n =6}

FIGURA 1. Algoritmo da divisdo dos grupos experimentais. Fonte: PEREIRA, 2016.

3.3 Periodo pré-operatorio

Durante o periodo pré-operatério (sete dias), os animais foram isolados em gaiolas
individuais, mantidos em estantes climatizadas, com controle de temperatura, luminosidade,
umidade e ruidos. Permaneceram em jejum por 24 horas, exceto para agua, antes da
intervengdo cirdrgica. Cada gaiola foi marcada com o numero do animal, grupo e subgrupo
experimental a que pertencia. Esses mesmos dados foram tatuados com tinta nanquim na

cauda de cada animal.

3.4 Anestesia

No dia da intervencdo, os animais foram pesados para célculo da dose anestésica a ser
utilizada. A anestesia foi administrada utilizando-se o cloridrato de xilazina 2% (Anasedan®) e
cloridrato de quetamina (Dopalen®) na dose de 0,1ml/100g, administrados por via intramuscular

na pata traseira esquerda.



23

3.5 Técnica operatoéria

Depois de anestesiados, foram colocados na prancha cirargica em decubito dorsal
horizontal, sendo realizada tricotomia de toda a regido abdominal. A degermacao cutanea foi
feita com aplicacdo de polivinilpirolidona-iodo sobre area depilada que posteriormente foi
isolada por campo cirargico estéril. A celiotomia foi realizada por meio de incisdo no plano
sagital mediano com trés centimetros de extensdo. ApoOs aberta a cavidade abdominal, o ceco
foi identificado. Com o auxilio de um paquimetro se mediu no intestino grosso o local escolhido
para a seccado do colon direito, situado a quatro centimetros apos a papila ileocecal. Apos
ligadura dos vasos da arcada coélica marginal, seccionou-se o0 c6lon no ponto pré-determinado e
exteriorizou-se o intestino grosso proximal, como colostomia terminal, através de incisdo
circular, com trés milimetros de didmetro, na fossa iliaca direita. A colostomia foi fixada a pele
com pontos separados de fio absorvivel monofilamentar 4-0 (Monocryl®) nos quatro pontos

cardinais, e depois entre eles, amarrando com trés nos.

FIGURA 2. Corte cirargico parede abdominal.



FIGURA 3. Hemostasia de arterias e veias coélicas.

FIGURA 4. Colostomia proximal.

24
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FIGURA 6. Colostoma proximal e fistula distal.

Terminada a confeccdo do estoma proximal, canulou-se 0 segmento caudal do intestino
grosso seccionado com sonda de polivinil medindo 12 F de diametro interno. Apos isso, o célon
cateterizado foi irrigado com 80 ml de solucéo fisiol6gica aquecida a 37°C, até que o efluente
drenado pelo anus ndo apresentasse a saida de sibalos fecais. Terminada a limpeza do
intestino grosso, o cateter foi removido e o colon caudal foi exteriorizado como uma fistula

mucosa distal, localizada na face lateral superior direita da parede abdominal. Fixou-se a
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colostomia distal com a mesma técnica utilizada na colostomia proximal. A sintese da parede
abdominal foi feita em dois planos de sutura: peritbnio e aponeurose com pontos continuos de
fio de acido poligliclico 4-0 (Vicryl®) e a pele com pontos separados de nylon 4-0 (Mononylon®).

3.6 Pds-operatorio

Concluida a operacao, os animais foram mantidos por 10 minutos sob aquecimento por
meio de lampada incandescente e, ao recobrarem a vigilia, alojados nas gaiolas individuais
previamente identificadas, sendo liberada a ingestdo de agua e racdo padronizada (Nuvilab
CR1°).

Os animais permaneceram em gaiolas individuais até a data da eutanasia (duas ou
guatro semanas) nas mesmas condi¢cdes ambientais de umidade, luminosidade e temperatura
do periodo de vigilancia epidemiolégica. Apos a operagdo de desvio do fluxo fecal, ndo foi
tomado qualquer cuidado adicional com relagdo a ferida operatéria ou aos estomas, nem

utilizados analgésicos ou antimicrobianos.

3.7 Intervencdo com as solucdes propostas

Os animais foram submetidos a aplicagcdo de enemas diarios com as solucbes de
intervencdo padronizadas para o experimento. A aplicacdo das substéncias foi sempre
realizada com o uso de cateter de polietileno graduado em centimetros, com diametro interno
de 14 F. O cateter foi introduzido cuidadosamente pelo anus do animal numa profundidade
padronizada em 3 cm a partir da borda anal. A seguir, aplicava-se o clister contendo a solucao
de intervencdo proposta para cada grupo experimental, & temperatura ambiente, até que a
mesma drenasse pela fistula mucosa distal (colostomia exclusa de transito fecal). As solugdes
de intervencdo foram aplicadas com auxilio de uma bomba de infusdo numa velocidade

padronizada em 20 mL/min.

3.7.1 Coleta do material
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Na véspera da eutandsia (sete ou 14 dias), os animais foram novamente pesados e
mantidos em jejum por 24 horas, exceto para agua. Todos receberam a aplicacao do clister com
a solucao de intervencdo na manha da data programada para a eutandsia, sempre no periodo
da tarde. Para a remocéo dos fragmentos do intestino grosso a serem estudados, 0s animais
foram anestesiados com a mesma técnica anteriormente descrita, realizando-se, laparotomia
ampla. Apos liberacdo das aderéncias, caso presentes, removeu-se todo o célon, incluindo a
colostomia, desprovida de transito fecal e o a&nus. Os animais anestesiados foram sacrificados

com dose letal de tiopental.

Depois de removidos, abriu-se longitudinalmente os segmentos colbnicos, pela borda
contra-mesenterial e lavou-se com soro fisiol6gico a 0,9 % aquecido a 37°C para remocao de
residuos fecais, muco ou tampao de SCF eventualmente formado. Foi retirado um fragmento,
medindo 30 mm de comprimento, interessando toda a parede intestinal. O fragmento foi
removido do segmento célico derivado, submetido as solu¢des de intervencao. Desprezou-se
um segmento de 10 mm do célon a partir da fixagcdo do estoma ao peritdnio parietal, bem como
um segmento de 4 cm acima do anus, que incluia o canal anal. O fragmento colhido foi
encaminhado para estudo histolégico através da técnica de coloracao hematoxilina-eosina (HE)

e imuno-histoquimico.

3.8 Técnica histoldgica

3.8.1 Fixagao e processamento dos tecidos

Para o estudo histopatologico, dispés-se e fixou-se com alfinete o fragmento com 30 mm
de extensdo, retirado do colon submetido a intervencdo com as solugbes propostas, em
superficie plana de cortica com a face mucosa voltada para cima. O material foi acondicionado
em frasco contendo solucdo de formaldeido tamponado a 10%, com a superficie mucosa
voltada para baixo. Os fragmentos de célon permaneceram imersos totalmente em formaldeido
por 72 horas. Em seguida os espécimes foram acondicionados e identificados individualmente
em recipientes adequados e foram processados na seguinte ordem: lavados em agua corrente

e agua destilada para, em seguida, serem desidratados em sucessivas concentracdes
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crescentes de alcool, diafanizados em xilol e impregnados em banhos de parafina liquida a uma
temperatura prévia e constante de 60°C. Apos, o material foi incluido em blocos parafina. Cada
bloco foi submetido a microtomia onde foram realizados seis cortes longitudinais, com 5um de

espessura, para confeccdo das laminas destinadas ao estudo histolégico e imuno-histoquimico.

Para a avaliagc&o histolégica da presenca de colite, as laminas foram coradas com HE e

montadas com laminulas e resina.

3.8.2 Técnica de coloragao hematoxilina-eosina

Para avaliacdo da atividade inflamatéria utilizou-se a técnica de coloracdo HE. Os
espécimes depois de coletados, processados, cortados e identificados foram colocados em
laminas de vidro especificas e expostos a temperatura de 60°C por doze horas. Concluido este
periodo para desparafinizacdo foram submersos em dois banhos de xilol, ali permanecendo por
dez minutos em cada banho. Em seguida as laminas foram submetidas a trés banhos de alcool
absoluto por passagem e hidratadas em agua corrente por cinco minutos. Apos a hidratacgéo,
todas as laminas foram submersas em corante Hematoxilina de Harris por um minuto,
realizando-se em seguida a lavagem das |aminas com &gua corrente para a remocgado do
excesso do corante. Terminada esta etapa, as laminas foram expostas ao corante Eosina por
dois minutos, novamente lavadas com agua corrente e, logo a seguir, desidratadas através de
trés banhos de alcool absoluto, um banho com xilol/alcool e trés banhos de xilol. Em seguida

foram montadas utilizando-se laminulas e resina para a avaliagcdo do escore inflamatorio.

3.9 Avaliacao histologica da presenca de colite

A andlise das laminas foi feita com microscopio 6ptico comum, Nikon Eclipse DS-50,
com magnificacdo final de 200x, por patologista experiente em doencas colorretais que
desconhecia a origem do material e os objetivos do estudo. As fotomicrografias foram feitas
com camera de video-captura (DS-Fi-50), acoplada ao microscopio. As imagens capturadas
foram posteriormente digitalizadas em computador que continha o programa de processamento

de imagem.
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Para confirmar o diagnéstico histopatolégico de colite, consideraram-se 0s seguintes
parametros histoldgicos: presenca de ulceracdes no epitélio e escore inflamatério, segundo
escala anteriormente proposta (GUPTA et al., 2007), modificada (Quadro 1).

QUADRO 1. Escala de graduagédo do escore inflamatério.

Grau de Escore Caracteristicas histopatolégicas
inflamacéo
Ausente 1 Sem infiltragdo neutrofilica tecidual

Infiltrag@o neutrofilica (£50% das criptas)

ou
Leve 1-2 Infiltragao neutrofilica (£50% dos campos)
+
Auséncia de perda epitelial
Infiltrac@o neutrofilica (>50% das criptas)
ou
Moderado 3-4 Infiltracdo neutrofilica (>50% dos campos)
+
Auséncia de perda epitelial
Intenso >5 Perda epitelial + Infiltracdo neutrofilica

Fonte: Baseada em Gupta et al. (2007) - Mount Sinai Hospital — Modificada.

3.10 Técnica imuno-histoquimica

Para realizacdo da técnica de imunoistoquimica para pesquisa da proteina MUC-2 nos
blocos previamente confeccionados, foram realizados cortes histolégicos com 5um de
espessura em todas as amostras colhidas dos animais dos diferentes grupos experimentais
(segmentos submetidos as solucdes de intervencdo) nos dois periodos propostos. Os cortes

foram dispostos em laminas de vidro com extremidades foscas previamente silanizadas e
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identificadas com o grupo experimental, subgrupo, numero do animal e local de onde o
fragmento tinha sido removido. Apds esses procedimentos foram submersas em solucdo de
Trilogy em uma diluicdo de 1:100 (Trilogy, Marca Cell Marque). A exposi¢cao das laminas ao
Trilogy teve como objetivo promover a desparafinizagdo, hidratacdo e recuperacdo antigénica.
Essa exposicéo foi realizada em uma temperatura de 95°C em banho-maria por 45 minutos. Em
seguida as laminas foram transferidas para uma segunda cuba também contendo a solucdo de
Trilogy, previamente aquecida a mesma temperatura, permanecendo em incubag¢é@o por 10
minutos. Posteriormente, retirou-se a cuba com a solucdo de Trilogy com as laminas do banho-
maria mantendo a solugcdo em temperatura ambiente por 30 minutos. Em seguida as laminas
foram lavadas com dois banhos de agua destilada por dois minutos cada e submetidos,
posteriormente, a dois banhos com solucdo tampéao fostato alcalino (PBS) com duragéo de dois
minutos cada. O bloqueio das peroxidases endogenas foi realizado através da incubacédo das
laminas em uma solug&o de agua oxigenada 10 volumes a 3% por dez minutos em temperatura
ambiente. Terminada esta fase as laminas foram novamente lavadas com dois banhos de agua
destilada por dois minutos e dois banhos com tampéo PBS, também por dois minutos cada.
Para pesquisa da proteina MUC-2 utilizou-se o anticorpo primario Anti-MUC2, (Dako do Brasil,
S&o Paulo, Brasil; Clone: NCH-38) na diluicdo de 1:100. Foi realizada pela adi¢ao de 100 yL do
anticorpo primario sobre os cortes em uma camara Umida onde ficaram expostos por uma hora
em temperatura ambiente. Posteriormente realizou-se a incubacdo com sistema de avidina-
biotina (anticorpos secundarios) do Kit LSAB+System-HRP (Dako do Brasil, Sdo Paulo, Brasil)
com um tempo de exposi¢cdo das laminas por um periodo de 35 minutos em cada reagente.
Terminado este tempo, os cortes foram lavados com dois banhos em solugdo de tampéao de
PBS, e revelados através da utilizacdo do Kit Liquid DAB + Substrate (Dako do Brasil, Sao
Paulo, Brasil) na diluicdo de 1 gota de cromégeno em 1 mL de solugdo tampao, sendo
adicionado 100 pyL do cromdgeno sobre os cortes, por um periodo de incubagéo entre trés a
cinco minutos a temperatura ambiente. ApGs a revelagéo, os cortes foram lavados em agua
corrente e realizada a contra-coloragcdo com hematoxilina de Harris por 30 segundos. Depois,
as laminas foram lavadas novamente com agua corrente até a remocao total do excesso de
hematoxilina. Por fim, foram desidratadas em trés banhos de alcool absoluto, um banho de

xilol/&élcool e dois banhos de xilol, para serem montadas com laminulas e resina.
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3.11 Medida do conteudo tecidual de MUC-2

A expressdo das proteinas foi avaliada segundo o local e o conteudo da
imunocoloracdo. O contetdo tecidual total de MUC-2 foi mensurado por analise de imagem
assistida por computador (morfometria computadorizada), quantificando-se o conteudo de
ambas em trés criptas cdlicas contiguas, em trés campos aleatoérios. A imagem selecionada,
apos adequadamente focada, foi capturada por videocamera acoplada ao microscépico 6ptico.
A seguir a imagem captada foi processada e analisada pelo programa NIS-Elements instalado

em um computador com boa capacidade de processamento de imagens (Fig. 7).

FIGURA 7. Programa e equipamento de informatica utilizado para mensurag¢&o do contetdo
tecidual das proteinas MUC-2.

A quantificacdo da proteina foi sempre realizada apés a calibragdo do programa para o
aumento selecionado. A calibragdo era refeita ap6s a leitura de cada lamina. Para a
quantificacdo da densidade de cor encontrada em cada campo selecionado, utilizou-se o filtro
RGB adotando-se todo comprimento de onda que continha a cor parda-acastanhada (cor que
identificava a imunoexpressao tecidual de ambas as proteinas). Com o programa, transformou-
se a coloragdo parda-acastanhada, onde havia a imunoexpressdo, na cor branca e o restante
do campo de visdo capturado, sem imunocoloracdo, em preto. Os valores encontrados para o

contetdo tecidual das proteinas estudadas foram sempre expressos em porcentagem das
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proteinas por campo analisado (%/campo). O valor final adotado para os animais dos
subgrupos controle e experimento (segmentos providos e desprovidos de transito intestinal) foi
sempre representado pelo valor médio, com o respectivo desvio padrdo. Todas as imagens
selecionadas foram arquivadas para posterior documentacgao fotografica.

3.12 Método estatistico

Os resultados foram sempre descritos pela média com respectivo erro padrdo. Adotou-
se sempre nivel de significAncia de 5% (p<0,05). Foi utilizado o teste de Mann-Whitney para
analisar o escore de graduacdo inflamatéria e o conteddo tecidual das proteinas MUC-2,
comparando o0s animais do grupo controle e experimental (sendo os segmentos irrigados com
solucao fisiologica e SCF nas concentracfes de 1,0 g/Kg/dia e 2,0 g/Kg/dia). Empregou-se o
teste ANOVA para analise de variancia do conteudo tecidual da proteina MUC-2 com relagao ao
tempo de intervencao. Para o estudo estatistico utilizou-se o programa SPSS (versédo 13.0). Os
valores significantes quando se comparou 0os segmentos irrigados com SF 0,9% e SCF (1,0
g/kg/dia ou 2 g/kg/dia) foram marcados com um asterisco (*) quando o nivel de significancia
encontrado era menor que 5% e com dois (**) qguando esse nivel era menor que 1%. Da mesma
forma, os valores significantes encontrados quando se comparou 0s animais submetidos a
intervengdo com SCF na concentracdo menor (1.0g/kg/dia) com os submetidos a irrigacdo com
concentracdo maior (2.g/kg/dia) foram marcados com um boleto (¢) quando o nivel de

significancia era menor que 5% ou dois boletos (se) quando menor que 1%.
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4. RESULTADOS

A Figura 8 mostra segmento obtido do célon irrigado com SF 0,9% por quatro semanas,
enquanto a Figura 9 mostra o colon irrigado com SCF na concentracdo de 2,0 g/kg/dia pelo
mesmo periodo de tempo. Verifica-se que nos animais do grupo controle existe nitida perda
epitelial, desarranjo na arquitetura e no alinhamento das glandulas colicas, enquanto nos
animais submetidos a intervencdo com SCF 2,0 g/kg/dia, a superficie epitelial encontra-se
preservada, as criptas intestinais apresentam-se alinhadas, com padréo de distribuicdo normal
e preservacdo da populacdo de células caliciformes. E possivel observar uma fina camada de
SCF recobrindo a superficie epitelial da mucosa colica traduzida histologicamente por um

aumento na intensidade de coloracdo sobre a porgdo luminal das células epiteliais.

FIGURA 8. Corte histoldégico da mucosa do segmento cdlico derivado apds irrigacdo com SF 0,9%
por quatro semanas (HE-100x).
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FIGURA 9. Corte histolégico da mucosa do segmento célico derivado ap0s irrigacdo com SCF na
concentracdo de 2,0 g/kg/dia por quatro semanas. Observa-se fino revestimento de SCF
recobrindo a superficie da mucosa (HE-200x)

A Tabela 1 mostra os escores inflamatérios encontrados nos segmentos desprovidos de
transito fecal apds a intervengdo com SF 0,9%, SCF 1,0 g/kg/dia e 2,0 g/kg/dia, por duas e
quatro semanas. Os resultados mostram que a intervencdo com SCF na concentracdo de 2,0
g/kg/dia no segmento célico derivado reduz o escore inflamatério apds quatro semanas de
irrigacdo quando comparado aos animais do grupo controle (p=0,03).

Tabela 1- Escore inflamatério no segmento célico derivado dos animais dos grupos controle (SF 0,9%),
SCF1 (SCF 1,0 g/kg/dia) e SCF2 (2,0 g/kg/dia) submetidos a intervencao por duas e quatro semanas.

Média + EP
SF 0,9% SCF 1,0 g/kg/dia SCF 2,0 g/kg/dia p
2 semanas 3,56+0,25 3,3+0,32 3,1+0,29 NS
4 semanas 3,10,20 2,80,25 2,4+0,31 0,03

E.P = Erro padréo; *p<0,05 (SCF 2.0g/kg/dia x SF 0,9%), Teste de Mann-Whitney.
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A Figura 10 mostra a expressao tecidual de MUC-2 no célon irrigado com SF 0,9% por
gquatro semanas, enquanto a Figura 11 mostra o colon irrigado com SCF na concentracdo de
1,0 g/kg/dia pelo mesmo periodo de tempo. A Figura 12 mostra o célon irrigado com SCF na
concentracdo de 2,0 g/kg/dia pelo mesmo periodo de tempo. Verifica-se que nos animais
submetidos a intervencdo com SF 0,9% existe reducdo no conteuddo de MUC-2 nas células
caliciformes, desarranjo na arquitetura e alinhamento das glandulas cdlicas. Nos animais
submetidos a intervengcdo com SCF com 1 e 2,0 g/kg/dia a superficie epitelial encontra-se
preservada e as criptas intestinais apresentam-se alinhadas, com padréo de distribuicdo normal
e a preservacdo do contetdo de MUC-2 estd mais evidente nas células caliciformes dos

animais tratados com concentragdo de SCF de 2g/kg/dia
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Figura 10. Secc¢éo histologica de segmento colico derivado onde observa-se a relevancia
de MUC-2 apés irrigacdo com SF 0,9% por quatro semanas (100x).
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Figura 11. Seccdo histoldgica de segmento célico derivado onde observa-se a relevancia
de MUC-2 apds irrigacdo com SCF na concentracdo de 1,0 g/kg/dia por quatro semanas
(100x)

Figura 12: Secc¢ao histoldgica de segmento colico derivado onde observa-se a relevancia
de MUC-2 ap6s irrigacdo com SCF na concentracdo de 2,0 g/kg/ dia por quatro semanas
(100x).
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A Figura 13 mostra o conteddo de MUC-2 encontrado nos segmentos desprovidos de
transito fecal apds a intervencdo com SF 0,9%, SCF 1,0 g/kg/dia e 2,0 g/kg/dia, por duas e
quatro semanas. Os resultados mostram que a intervengdo com SCF, na concentragédo de 1,0
g/kg/dia e 2,0 g/kg/dia no segmento célico derivado, permitiu contetdo significantemente maior
de MUC-2 ap6s duas e quatro semanas de irrigacdo quando comparado aos animais do grupo
controle. O maior conteudo das MUC-2 encontrado é diretamente proporcional a dose de SCF
administrada (p<0,01).

e
*%

&% *%

Contetido de MUC-2 (%/campo)

2 semanas 4 semanas 2 semanas 4 semanas 2 semanas 4 semanas

Sucralfato Sucralfato
Controle
1.0g/kg/dia 2.0g/kg/dia

FIGURA 13. Conteudo tecidual de MUC-2 nos animais dos grupos controle, SCF1 e SCF2
submetidos a intervencdo diaria com SCF por duas e quatro semanas. **p<0,01
(SCF1xControle; SCF2 x Controle); eep<0,01 (SCF1 x SCF2). Teste de Mann- Whitney.
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A Tabela 2 mostra a variacdo no contetdo de MUC-2 segundo a concentracdo de SCF
utilizada e ao tempo de uso do SCF, em relacdo ao grupo controle. O conteddo das mucinas
neutras e 4cidas nos grupos experimentais mostrou-se superior ao grupo controle, nas
concentracdes de 1,0 g/kg/dia e 2,0 g/kg/dia de SCF e em ambos os periodos de intervencéo

avaliados (p<0,01).

Tabela 2 — Variagdo no contetdo tecidual médio de MUC-2 segundo o tempo de intervencdo nos

animais submetidos a intervencdo com SF 0,9%, SCF 1,0 g/kg/dia e 2,0 g/kg/dia por duas e quatro

semanas.
SF 0,9% SCF 1,0 g/kg/dia SCF 2,0 g/kg/dia

2 semanas 4 semanas 2 semanas 4 semanas 2 semanas 4 semanas

3,68+0,14 2,27+0,20 5,20+0,65 5,76+0,35 5,22+0,75 7,45%0,49**

**p<0,01; Teste ANOVA.
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5. DISCUSSAO

A urgéncia da realizacdo de um estoma de desvio intestinal (colostomia ou ileostomia) é
uma das situagfes cirargicas mais frequentes na pratica diaria do cirurgido. As operacdes de
desvio intestinal passaram a ser cada vez mais realizada apés a lla. Guerra Mundial, ao
constatar-se que os soldados vitimas de ferimentos colorretais graves que foram abordados
com desvios intestinais apresentavam menores indices de mortalidade e morbidade quando
comparados a aqueles onde se realizava o reparo do ferimento por sutura primaria sem desvio
do transito fecal (CHO et al., 2010). Apesar dessas evidéncias atualmente serem motivo de
muita controvérsia, desde entdo a realizagdo de colostomias ou ileostomias para o desvio do
transito intestinal ganhou grande popularidade entre os cirurgides, especialmente entre aqueles

que trabalham na cirurgia de urgéncia e emergéncia (CHO et al., 2010).

Apoés a década de 1930, as colostomias passaram a fazer parte do arsenal terapéutico
rotineiro do cirurgido, sendo utilizadas para o tratamento dos ferimentos colorretais por arma
branca ou arma de fogo, traumatismos contusos do célon e reto, lacera¢cdes anoperineais,
infeccbes graves da pelve e do perineo, tratamento cirirgico da endometriose pélvica profunda,
da diverticulite aguda complicada do célon sigmoide, nas complicagcbes das DIl e tumores
obstrutivos do célon descendente (HABR-GAMA, 1997). A realizacdo de estomas derivativos,
particularmente as ileostomias, aumentou ainda mais quando se constatou que sua confeccdo
sistematica, apesar de ndo evitar, reduzia significativamente a gravidade de fistulas oriundas de
anastomoses colorretais apos ressecc¢des intestinais. Assim, a realizacdo de colostomias ou
ileostomias ditas de “protecdo” passou a ser utilizada em todo o mundo como parte da
estratégia cirargica adotada para o tratamento dos portadores de cancer do reto extra-peritoneal

submetidos a radioquimioterapia pré-operatéria (HERRLE et al., 2016; MRAK et al., 2016).

Levando-se em conta 0 aumento da populacdo mundial, os maiores indices de violéncia
urbana, a melhora da expectativa de vida aumentando a probabilidade do surgimento de
afeccbes degenerativas colorretais como a diverticulite, colite isquémica, volvo de sigmoide e
considerando-se ainda o aumento significativo da incidéncia do CCR em todo o mundo, a
realizacdo de cirurgias de desvio intestinal vem apresentando um crescimento proporcional
(HABR-GAMA, 1997; GOUDET, et al., 1998; DAVID et al., 2009).
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A obrigacdo de convivéncia com um estoma, mesmo que temporario, representa um
grande problema de saude publica. Os portadores de estomas apresentam um significativo
impacto negativo na qualidade de vida (HERRLE et al., 2016). Dentre os fotores que impactam
na qualidade de vida desses doentes, merecem destaque a alteracdo da estética corporal, a
interferéncia no relacionamento sexual, o temor do doente de que ocorram acidentes
relacionados a adesado da bolsa coletora na pele, tais como o descolamento com consequente
extravasamento dos dejetos coletados ou a necessidade da troca da mesma numa situacdo
social desfavoravel. Todos esses infortinios fazem com que os portadores de estomias se

afastem do convivio social, tornando-se reclusos e depressivos.

Além das dificuldades acima descritas, a presen¢ca de um estoma de derivagdo nédo é
uma situacao isenta de riscos. Uma série de complicagfes relacionadas a sua presencga pode
surgir merecendo destaque: o aparecimento de dermatites periestomais, traumatismo do
segmento de intestino exteriorizado, infec¢des cutaneas periestomais, sangramento, estenoses
do orificio externo, retragdo com invaginacao para o interior da cavidade abdominal, prolapsos e
o desenvolvimento de hérnias paraestomais que dificultam, ou até mesmo impedem, a
adaptacdo da bolsa coletora. Cabe lembrar que a totalidade dos doentes submetidos a
estomias derivativas que preservam um segmento de intestino grosso sem transito fecal
desenvolvem CCE, a principal e mais frequente complicacdo identificada nesses doentes.

Todas essas condi¢des clinicas fazem da vida desses doentes um verdadeiro martirio.

Assim, ndo € surpresa constatar que um dos maiores desejos desses doentes é a
restauracdo do transito intestinal no menor tempo possivel. Todavia, 0 restabelecimento do
transito s6 é possivel apenas em parte desses doentes (HABR-GAMA et al., 1997; FLOODEEN;
LINDGREN e MATTHIESSEN, 2013; HERRLE et al., 2016). As comorbidades clinicas
associadas, a idade avancada do doente, as dificuldades técnicas e até mesmo a caréncia de
estrutura hospitalar para atendé-los faz com que muitos desses enfermos sejam condenados a

conviver com o estoma para o resto de suas vidas.

No Brasil, um estudo clinico demonstrou que o desvio intestinal s6 pode ser
reconstituido em 57% dos pacientes submetidos a cirurgias temporarias do transito fecal,
condenando o resto dos enfermos a conviverem para sempre ndo sé com o estoma, mas com a
CCE (HABR-GAMA et al., 1997). Naqueles onde desvio foi restaurado, a média de tempo para
a restauracdo € de oito meses, tempo este mais do que razodvel para desencadear a CCE
(HABR-GAMA et al., 1997). Mesmo em paises desenvolvidos estima-se que mais de 25% dos

estomas realizados de forma temporaria tornem-se permanentes e que 5% dos doentes
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submetidos a tentativa de restauracdo intestinal necessitem realizar um novo estoma por
insucesso cirtrgico durante a reconstrucdo intestinal (DAVID et al., 2009; SIER et al., 2015).
Pesquisas demonstraram altos indices de morbidade e mortalidade relacionados a restauracdo
do transito intestinal, particularmente apds as cirurgias de derivacdo do célon descendente e
reto (CHIU et al., 2014; AQUINA et al., 2016). Estudo mostrou que a restauragdo do transito
intestinal s6 foi possivel de ser realizada em 35,2% dos casos as custas de indices de
morbidade e mortalidade de 45,2% e 3,5%%, respectivamente (ROIG et al., 2011).
Recentemente, mostrou-se que apenas 63% dos doentes conseguiram restabelecer o transito
intestinal um ano depois da derivacao intestinal e que todos os doentes apresentavam CCE de
intensidade variada (AQUINA et al., 2016). A média estimada para a restauracdo do transito
intestinal varia segundo as condi¢fes do atendimento médico oferecidas nos diferentes paises.
Em locais mais desenvolvidos esse tempo varia de um a dois anos, enquanto nos paises com
maiores dificuldades sécio-econdmicas esse tempo pode ultrapassar trés anos (DAVID et al.,
2009; ADAM; RAHBAR e SKINNER, 2015). Esses dados permitem estimar a quantidade de

doentes que terdo que conviver com a CCE.

Talvez, o problema mais comum e que mais afeta a qualidade de vida dos portadores de
um estoma derivativo por longo periodo de tempo é o desenvolvimento da CCE. A quase
totalidade dos doentes que sofreram um desvio do transito fecal vai desenvolver evidéncias
endoscopicas ou histologicas da CCE (KABIR et al.,, 2014). A acao inflamatéria na mucosa
colénica ou retal sem fluxo fecal ja pode ser identificada em mais da metade dos doentes, 90
dias depois a confeccdo da estomia, mostrando que a permanéncia do estoma, mesmo por um
curto periodo de tempo, j4 determina o aparecimento da CCE. Estudo polonés confirma essas
suspeitas ao identificar a CCE em 90% de um total de 145 pacientes, ndo encontrando relacdo
com sexo, idade, tipo do estoma ou da via de acesso pela qual a cirurgia foi realizada,
laparoscopia ou laparotomia (KABIR et al., 2014). Frequentemente esses pacientes queixam-se
de sintomas moderados, tais como a eliminagdo constante de secre¢do mucosanguinolenta
pelo reto, além de dor retal e tenesmo (HABR-GAMA et al., 1997; DAVID et al., 2009). Uma
parte menor dos doentes evolui com as formas graves da doenca, apresentando sangramento
de maior monta, perda continua de secre¢cdo mucoide anal, mal odor, dor pélvica, febre e, mais
raramente, formacdo de microabscessos e fistulas perianais graves. Essas formas com
evolugdo clinicas mais graves geralmente estdo associadas a agdo do desvio intestinal nos
portadores de DII, indicando que a expressividade do processo inflamatoério do célon excluido
de transito esteja relacionado ao quadro clinico da doenca (FRISBIE e AHMED, 2000). A

verdadeira incidéncia da CCE ainda ndo esta bem estabelecida pela literatura. Estima-se que
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sua prevaléncia esteja aumentando em todo mundo pela maior necessidade de se realizar
cirurgias de desvio de transito intestinal, porém nenhum estudo epidemiolégico com bom

desenho metodoldgico avaliou esses dados.

Considerando-se a necessidade crescente de realizacbes de operagdo de desvio de
transito fecal, assim como a alta prevaléncia da CCE, o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas para a doenca representa uma grande preocupacao na Saude Publica.

A CCE foi inicialmente descrita como o surgimento de processo inflamatoério crénico nos
segmentos desprovidos do transito intestinal (GLOTZER et al., 1981). Pesquisas procurando
esclarecer a etiopatogenia da CCE mostraram que ela é uma sindrome de desnutricdo das
células constituintes da mucosa do provocada pelo desvio do intestino (AGARWAL e
SCHIMMEL, 1989). Foi observado que os AGCC produzidos a partir da fermentacéo de fibras e
amidos provenientes da dieta alimentar sdo responsaveis pelo maior conteldo de substrato
energético para que os colondcitos possam manter seu metabolismo oxidativo e produzir
energia para os diferentes processos metabolicos (AGARWAL e SCHIMMEL, 1989). O
processo inflamatério que se desenvolve na mucosa do coélon desprovido de transito intestinal
vem sendo, portanto, atribuido a falta do suprimento frequente de AGCC, e particularmente do
acido butirico (GERAGHTY e TALBOT, 1991; AGARWAL e SCHIMMEL, 1989; EDWARDS,
GEORGE e WARREN, 1999; BROMBERG et al., 1993; KIELY et al., 2001). Essas suspeitas
ficaram ainda mais reforcadas a partir dos resultados de estudos mostrando que a utilizacdo de
clisteres contendo solu¢Bes abundantes em AGCC foi capaz de reduzir e até mesmo reverter a
inflamacdo da mucosa do coélon derivado (NASRRI et al.,, 2008; LAMEIRO et al.,, 2011).
Modelos experimentais mostraram de forma distinta do que se pensava inicialmente, que as
modificagBes histologicas na CCE ndo estdo restritas ao epitélio colonico e que 0s outros
revestimentos da parede célica apresentam alteragfes histologicas relacionadas a falta do
suprimento nutricional adequado (SOUSA et al.,, 2008; SOUSA, 2009). Essas alteracfes
também ocorrem nas camadas submucosa muscular propria do célon excluso (SOUSA et al.,

2008), portanto, a CCE compromete direta ou indiretamente toda a parede intestinal.

Diante dessas evidéncias, certamente a maior incidéncia de deiscéncias nas
anastomoses realizadas apds a restauracdo do transito intestinal em um doente com CCE
provavelmente esteja relacionada tanto ao processo inflamatério existente na mucosa do colén
excluso, quanto as modificagdes estruturais que ocorrem nas demais camadas que compde a
parede intestinal (FLEMING e GILLEN, 2009). Estudos experimentais mostraram que a

irrigagcdo do segmento do célon derivado com AGCC, foi capaz de diminuir a incidéncia de
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deiscéncia de sutura possibilitando a constituicdo de uma linha de anastomose mais forte e
resistente (ROLANDELLI et al., 1986; KRIPKE et al., 1989; AGUILAR-NASCIMENTO et al.,
1997; MATHEW et al., 2010). Do mesmo modo, provou-se que o retardo para restauracdo do
transito intestinal com a progressiva piora da inflamagéo no colon derivado é uma das variaveis
relacionadas a maior probabilidade de complicagbes da linha de sutura apos a restauracdo
intestinal (FLEMING e GILLEN, 2009). E provavel que o processo inflamatorio crénico
determinado pela falta do fornecimento de AGCC e a atrofia da parede do célon sem transito
fecal possam ser responsabilizadas por esses maiores indices de complicacdo (SOUSA et al.,
2008). Dessa forma, a probabilidade de se encontrar uma opc¢ao terapéutica que possa reduzir
a inflamacdo da mucosa do colon derivado e melhorar o trofismo das demais estruturas desse
segmento é interessante, tanto para reduzir a sintomatologia dos doentes com CCE quanto as

complicacdes apos a reconstituicdo do transito intestinal.

Como a intencdo de encontrarem-se estratégias terapéuticas eficazes para o tratamento
da CCE, inicialmente seria interessante compreender melhor os mecanismos moleculares que
fazem a caréncia dos AGCC ocasionarem a inflamag¢éo da mucosa do célon sem transito fecal.
Desde 2006, estudos experimentais mostram que 0s mecanismos moleculares que danificam a
mucosa do colon dos fragmentos derivados de transito intestinal, permitindo a passagem de
antigenos e bactérias através da estrutura de defesa da mucosa colbnica, possam estar
associados ao maior nivel de dano oxidativo tecidual & parede célica, ocasionado pela mudanca
no metabolismo energético dos colondcitos privados do fornecimento regular de AGCC
(MARTINEZ, 2010). Verificou-se que a maior produgdo de RLO pode deteriorar as diversas
camadas da estrutura de defesa do epitélio, tais como a camada de muco que recobre o epitélio
intestinal, as membranas citoplasmaticas e as junc¢des intercelulares (MARTINEZ et al., 2008;
NONOSE, 2008; NONOSE et al.,, 2009; MARQUES et al.,, 2010; MARTINEZ, C.A.R. 2010;
MARTINEZ et al., 2010a; MARTINEZ et al., 2012; KADRI et al., 2013; MARTINEZ et al., 2015a).
Além de provocar a ruptura da barreira morfofuncional representada pela camada de muco, o
processo inflamatério decorrente do estresse oxidativo determina alteragbes nas demais
estruturas da parede (SOUSA et al., 2009).

A relevancia do papel com que o estresse oxidativo relaciona-se a etiopatogenia da CCE
ficou ainda mais evidente quando se demonstrou experimentalmente que drogas com acao
terapéutica antioxidante melhoram as alteracdes inflamatérias identificadas na mucosa sem
transito fecal (CALTABIANO, 2010; CALTABIANO et al., 2011; ALMEIDA et al., 2012; CHAIM,
2014; CHAIM et al., 2014; BONASSA, 2015; BONASSA et al., 2015; MARTINEZ et al., 2015b).
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A aplicac@o dessas drogas, além de diminuir o processo inflamatoério e os niveis de estresse
oxidativo tecidual, preservou a producao de muco pelas células caliciformes do epitélio colénico
e manteve a integridade das diferentes proteinas constituintes das jun¢fes de adesao e oclusédo
intercelular (CALTABIANO, 2010; CALTABIANO et al., 2011; CUNHA et al., 2011; ALMEIDA et
al., 2012; CHAIM, 2014; CHAIM et al.,, 2014; BONASSA, 2015; BONASSA et al., 2015;
PEREIRA et al., 2013; KADRI, 2015; PEREIRA, 2016). Considerando esses resultados, a droga
ideal para o tratamento da CCE, além de possuir atividade antioxidante, deveria proteger a
estrutura de defesa da mucosa cdlica contra a lesdo epitelial melhorando a protecdo
proporcionada pelo revestimento mucoso, membranas celulares e sistemas de juncdo
intercelular, com o objetivo de impedir a migragéo de antigenos e bactérias do lumen intestinal
para o interior da parede célica e a consequente resposta inflamatéria (MARTINEZ, 2010). Além
disso, a droga deveria estimular o trofismo intestinal. Caso 0 uso de antioxidantes possa
reduzir o processo inflamatorio e, consequentemente, favorecer o processo de cicatrizacao,
talvez possam ser Uteis para reduzir os altos indices de fistulas quando se reconstitui o transito

intestinal em doentes com CCE. Todavia, essa avaliagdo ainda nao foi feita.

Véarias substancias foram testadas para o tratamento da CCE. Experimentalmente
certificou-se que aquelas com atividade antioxidante, anti-inflamatéria ou o uso de solu¢des
nutricionais ricas em AGCC foram as que apresentaram melhor resultado (AGUILAR-
NASCIMENTO et al., 1997; NASRRI et al., 2008; CALTABIANO, 2010; CALTABIANO et al.,
2011; LAMEIRO et al., 2011; ALMEIDA et al., 2012, KADRI, 2015). Ha pouco mostrou-se que
aplicacdo via retal de antioxidantes como a mesalazina (4cido 5-aminosalicilico) associado a
administragdo sistémica de corticoides e solutos ricos em AGCC sdo capazes de reverter 0s
achados clinicos e endoscoépicos nos portadores de CCE (PAL et al., 2015; MATSUMOTO e
MASHIMA, 2016). Os efeitos dessas drogas mostram-se mais eficazes quando aplicadas de
forma tépica sob a forma de clisteres e quanto permanecerem em contato com a mucosa do

colon derivada por um maior periodo de tempo (PEREIRA et al., 2013).

Esse aspecto torna-se fundamental quando ha décadas se mostrou que a administracédo
do SCF vem sendo empregada com exito como opg¢ao terapéutica para o tratamento topico de
diferentes tipos de inflamag6es do aparelho digestorio, que cursem com lesdo epitelial em
virtude da sua alta capacidade de adesdo com superficie cruenta das mucosas (CARLING;
KAGEBI e BORVALL, 1986; SINGAL e ANAND, 1988; PIENKOWSKI et al., 1989). Pelo
destacado efeito citoprotetor, o SCF foi inicialmente utilizado no tratamento ou na prevencao de

enfermidades do trato gastrointestinal superior, principalmente representadas pelas Ulceras
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péptica, Ulceras agudas de estresse e lesdes agudas da mucosa gastrica apdés a ingestao de
irritantes gastricos (SZABO et al., 1991).

O mecanismo de ac¢do do SCF ainda ndo esta suficientemente esclarecido. E provavel
gue um dos mecanismos mais importante se relaciona a grande capacidade que a substéancia
possui de aderir-se firmemente a proteinas presentes na superficie cruenta das lesbes
epiteliais. Todavia, nos Ultimos anos, estudos vém mostrando que a acao citoprotetora do SCF
€ mais complexa e esta relacionada a outros mecanismos de acdo (ROBERT, 1979; REES,
1991). Estudos mostraram que a administracdo oral do SCF aumenta a geracdo de
prostaglandina E-2 (PGE-2) nas células, estimulando a producdo de mucinas pelas células
caliciformes (SLOMIANY et al., 1994). O SCF age estimulando a secrecdo de fatores de
protecdo da mucosa gastrica pois aumenta significativamente a producdo de muco, fluxo
sanguineo a mucosa gastrointestinal e colaborando com a renovagdo de células epiteliais
(HOLLANDER, 1984). Também verificou-se que o SCF induz a maior producdo do fator do
crescimento epitelial (EGF) favorecendo a cicatrizagéo epitelial (MASUELLI et al., 2010). Além
dessas propriedades, o SCF possui atividade antibacteriana, anti-inflamatéria e antioxidante
atuando no processo inflamatdrio do epitélio da mucosa do TGl lesado (SLOMIANY et al., 1994;
MASUELLI et al., 2010). Todas essas propriedades tornam o SCF uma droga potencial para o
tratamento das DIl e, em particular, da CCE.

A primeira referéncia ao uso do SCF nas doencas inflamatérias do aparelho digestivo
inferior (intestino delgado, colon e reto) foi publicada na década de 1980 (CARLING; KAGEVI e
BORVALL, 1986). Desde entdo, uma série de autores publicaram os efeitos do uso do SCF
para o tratamento de diferentes doencas do colon que evoluem com inflamacao,
particularmente a RCUI e a retite actinica (KOCHHAR et al., 1990; HIDALGO et al., 1990;
KOCHHAR et al., 1991; VALLS et al., 1991; HENRIKSSON; FRANZEN e LITTBRAND, 1992;
ARDIZZONE et al., 1996; STOCKDALE e BISWAS, 1997; O'BRIEN et al., 1997; SASAI et al.,
1998; ZIMMERMANN e FELDMANN, 1998; KOCHHAR et al., 1999; MELKO et al.,, 1999;
KNEEBONE et al., 2001; DENTON et al., 2002a; GUL et al., 2002; SANGUINETI et al., 2003 ;
MANOJLOVIC e BABIC, 2004; HOVDENAK; SOGRBYE e DAHL, 2005; SEO, 2006; LEIPER e
MORRIS, 2007; PARADES et al., 2008; HENSON, 2010; RUSTAGI e MASHIMO, 2011;
NELAMANGALA RAMAKRISHNAIAH et al., 2012; HAWKINS; BILLINGHAM e BASTAWROUS,
2012; HANSON; MACDONALD e SHAUKAT, 2012; CHRUSCIELEWSKA-KILISZEK et al.,
2013; SARIN e SAFAR, 2013; STACEY e GREEN, 2013; MC ELVANNA; WILSON e IRWIN,
2014; MENDENHALL et al., 2014). Os achados desses estudos ainda sdo conflitantes, pois
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apesar da maioria mostrar que a infusdo de clisteres com SCF melhora a sintomatologia e os
achados endoscopicos em portadores de retite actinica, outros ndo demonstraram beneficios
significantes.

A utilizacdo do SCF para o tratamento da CCE foi proposta, de maneira inédita, a partir
dos resultados de estudos experimentais realizados no Laboratério de Investigacao Médica
(LIM) da Universidade Sao Francisco (PEREIRA et al., 2013; CHAIM et al., 2014; BONASSA et
al., 2015; PEREIRA, 2016). Durante o levantamento bibliografico, notamos que nenhum outro
grupo tinha avaliado os beneficios da utilizacdo da droga na CCE. Os resultados iniciais
confirmaram que a aplicacdo preventiva de enemas com SCF em ratos submetidos a derivagéo
intestinal diminuiu a inflamacdo e a intensidade do estresse oxidativo no epitélio colénico
derivado, avaliados pela dosagem tecidual de mieloperoxidase e malondialdeido,
respectivamente (PEREIRA et al., 2013). Quando se sabe que o aumento dos RLO se encontra
relacionada a leséo e ruptura da estrutura de defesa da mucosa coldnica e o desencadeamento
da CCE, a melhora desses parametros confirma a acdo antioxidante do SCF previamente
sugerida (LAUDANNO et al., 1990).

Pesquisas realizadas com modelos experimentais de CCE indicaram que ocorre uma
diminuicdo significativa na produgéo da porgéo glicidica das mucinas no epitélio desviado de
transito fecal (NONOSE, 2009; NONOSE et al., 2009; MARTINEZ et al., 2010a). A diminuicdo
da quantidade desse importante mecanismo de defesa do epitélio intestinal estava relacionada
a piora do grau de inflamacdo e a intensidade do estresse oxidativo no local. Quando se
constata que o SCF apresenta acdo estimulante para a sintese de mucinas, seria interessante
verificar se a aplicacdo topica da substancia seria capaz de preservar essa importante camada
protetora epitelial. Estudos aplicando um modelo de CCE em ratos confirmou que a aplicacao
tépica de SCF foi capaz de manter a quantidade das mucinas neutras e acidas existentes no
epitélio intestinal confirmando a propriedade da droga em estimular a geragéo de muco (CHAIM
et al., 2014; BONASSA et al.,, 2015). De um modo ainda mais peculiar denotou-se que a
aplicacéo preventiva de clisteres com SCF preservou o conteudo tecidual dos dois subtipos de
mucinas &cidas, sulfomucinas e sialomucinas, que apresentam diminuicdo importante na
mucosa do célon cronicamente inflamada. Vale a pena ressaltar que a utilizagdo de enemas
com SCF preserva o conteudo de sialomucinas, o subtipo de mucina que apresenta maior
reducdo no epitélio excluso de transito (MARTINEZ et al., 2010). Esses estudos, contudo,
avaliaram apenas a porcdo glicidica da molécula das mucinas, ndo trazendo qualquer

contribuicdo com relagdo a eficacia do SCF em manter o conteudo da porcdo proteica da
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molécula de mucina na mucosa do c6lon com derivacédo fecal e que o SCF possa estimular a
producdo da proteina. No entanto, essa possibilidade ainda n&o tinha sido avaliada até a
presente data.

No presente estudo observou-se reducéo significativa do contetido da fragcdo proteica da
MUC-2 no epitélio dos animais submetidos a intervencdo com soro fisiolégico e que esta
reducdo era ainda mais evidente com o avanc¢o do tempo de exclusdo. Os animais submetidos
a intervengdo com SF 0,9% por quatro semanas apresentavam menor conteudo tecidual de
MUC-2. Diferentes explicacdes poderiam ser dadas para justificar a diminuicdo do contetdo de
MUC-2 nesses animais. E plausivel que essa reducdo talvez pudesse estar relacionada a
menor expressao do gene produtor da proteina MUC-2 em virtude do menor suprimento de
substrato energético (AGCC) necessario para o correto metabolismo celular. Entretanto, quando
consideramos que 0s animais submetidos a intervencdo com SCF também possuiam seus
colons derivados de transito fecal e mesmo assim o contelido tecidual de MUC-2 ficou mantido,
essa probabilidade torna-se menos provavel. Em estudos anteriores, nesse mesmo grupo de
ratos, certificou-se que os animais submetidos aplicagdo de enemas com SF 0,9% cursavam
com maiores niveis estresse oxidativo celular e, paralelamente, menor expressdo do contetdo

das fragdes glicidicas das mucinas (PEREIRA et al., 2013; PEREIRA, 2016).

Pode ser que esse maior nivel de estresse oxidativo tecidual danificando e diminuindo a
populacao das células do epitélio colénico possa estar associado ao menor contetdo de MUC-2
no epitélio. E bom ressaltar que esses animais submetidos a intervencdo com SF 0,9%
apresentavam maior escore inflamatério quando confrontado aos animais irrigados com SCF na
maior concentracdo (2g/kg/dia) por maior periodo de tempo (4 semanas). Ao ponderar esses
resultados, fica evidente a a¢édo anti-inflamatéria da aplicacao do SCF principalmente quando se
utilizam concentragbes mais elevadas e por tempo mais prolongado de intervencdo. Esses
mesmos achados ja tinham sido encontrados em estudos anteriores (CHAIM, 2014; CHAIM et
al., 2014; BONASSA, 2015; BONASSA et al., 2015; PEREIRA, 2016).

De modo diferente, os animais submetidos & intervengdo com SCF apresentavam maior
conteudo tecidual de MUC-2 quando confrontado aos animais submetidos & intervencdo com
SF 0,9%, independente do tempo de intervencdo assim como da concentracdo utilizada. Esses
resultados indicam que a aplicagcdo preventiva de clisteres com SCF pode preservar a
integridade epitelial, por proteger mecanicamente o epitélio do célon, sua atividade antioxidante
ou por sua agao estimulante na geracado de mucinas pelas células caliciformes. Sendo assim é

possivel levantar a possibilidade de que o SCF, de alguma maneira, favorega a transcricdo do
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gene MUC-2, determinando a maior sintese da proteina andloga. Essa possibilidade ainda
carece de confirmac&o. No momento o grupo do LIM estuda a expressao do gene MUC-2 nesse
mesmo grupo de animais para verificar se 0 SCF apresenta essa propriedade adicional.

Ha muito tempo ja se sabia da relevancia da expressdo aumentada do gene MUC-2
para a preservagéo da integridade da mucosa do célon cronicamente inflamado (WEISS et al.,
1996). Foi demonstrado que nos tecidos inflamados de pacientes que sofrem de RCUI e DC o
conteddo de mRNA para MUC-2 e MUC-3 apresenta um valor normal independente da
inflamacdo estar em atividade ou quiescente (WEISS et al.,, 1996). No entanto, diferentes
trabalhos sugerem que em pacientes com RCUI, apesar do gene MUC-2 apresentar expressao
normal, a maior expressao tecidual da proteina homaéloga sugere que possa estar ocorrendo um
fendbmeno pés-transcripcional (HANSKI et al.,, 1999). Alteracdes na expressdo tecidual da
proteina MUC-2 também foram evidenciadas em estudos experimentais de colite causada por
DSS (RENES, et al.,, 2002; DHARMANI, LEUNG e CHADEE, 2011). Os resultados desses
estudos confirmam o valor das células caliciformes na geragdo de MUC-2 e na protecdo do
epitélio inflamado. Estudo com camundongos silenciados (knockout) para o gene MUC-2
confirmou a relevancia da presenca da proteina MUC-2 na prevengéo da inflamag&o da mucosa
do célon e que a sua auséncia esta relacionada a perpetuacédo do processo inflamatério (VAN
DER SLUIS, et al., 2006). Esse mesmo grupo demonstrou que camundongos silenciados para
0 gene MUC-2 e para o gene produtor da citocina anti-inflamatéria IL-10 cursavam com altos
indices de mortalidade por translocag¢édo bacteriana, confirmando o mérito da proteina MUC-2
na preservacao da integridade da barreira epitelial (VAN DER SLUIS et al., 2008).

Outros autores confirmaram esses achados ao mostrar que animais silenciados para o
gene MUC-2 apresentam menor contetdo tecidual de MUC-2, que leva a um aumento da
permeabilidade epitelial da camada de muco, tornando esses animais mais suscetiveis ao
desencadeamento de colite e, até mesmo, do CCR (AN et al., 2007; PETERSSON et al., 2011,
LU et al., 2011; WENZEL et al., 2014). Foi apontado que a conservag¢do do contetdo tecidual
da proteina MUC-2 apresenta outras fun¢des na prevengdo da colite. Estudo em humanos
expds que a preservacdo da camada de muco rica em MUC-2 sobre o epitélio coldnico separa
de maneira mais eficaz as bactérias da luz do célon do contato com as células do epitélio,
mostrando ainda que quando h& diminuicdo do conteddo da proteina pode aumentar a chance
do desencadeamento de colite (JOHANSSON et al., 2008). Ao acreditar que na CCE exista
perda do conteudo das mucinas, possibilitando a infiltracdo bacteriana da mucosa colbnica,

qualquer substancia que mantenha o contetdo da MUC-2 ¢é interessante também no tratamento
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da CCE. As conclus@es deste estudo mostrando que o SCF foi capaz de preservar o conteudo
tecidual de MUC-2, o que torna a droga uma substancia interessante para o tratamento da
CCE.

Apesar de estudos in vitro e em animais de experimentagcdo terem sugerido que a
administracdo de butirato € capaz de mudar a expressao tecidual do gene MUC-2 e aumentar o
contetdo desta na mucosa, apenas um estudo mensurou por imuno-histoquimica a expressao
tecidual da proteina MUC-2 na mucosa do célon confrontando pacientes voluntérios normais e
doentes com RCUI em remissdo clinica (HAMER et al., 2010). O estudo evidenciou que a
utilizacdo de enemas com AGCC ndo modificou os principais parametros considerados quanto
a camada de muco. Entretanto, outros autores, de modo distinto, verificaram que os AGCC,
particularmente o butirato e a enzima acido graxo sintetase, tem a capacidade de complementar
a protecdo da camada de muco do epitélio intestinal por aumentar a expresséo tecidual da
proteina MUC-2 (HATAYAMA et al., 2007; GAUDIER et al., 2009; WEI et al., 2012).

Ao levar em conta que no modelo experimental escolhido para esta pesquisa o célon
desviado estava desprovido do fornecimento de AGCC, € provavel que ocorra diminuigcdo do
conteudo da proteina MUC-2. No entanto, observou-se que ela sé ocorria nos animais
infundidos com SF 0,9%. De modo contrario, notou-se que existia um aumento no contetdo
tecidual de MUC-2 nos animais irrigados com SCF, sobretudo em concentracdes mais elevadas
e por maior periodo de tempo. Esses achados sugerem que o SCF de alguma maneira
aumenta, ou ao menos preserva, 0o conteaddo da MUC-2 na mucosa célica, conferindo maior
protecdo contra a inflamacdo como mostrou a analise do escore inflamatoério. Assim, é bom
ressaltar que o processo inflamatério foi menos intenso no grupo tratado com SCF na maior
concentracdo e apés o maior tempo de intervencdo, justamente no grupo de animais onde o
conteudo de MUC-2 atingia seus maiores valores. Esses desfechos indicam que o SCF deve ter
uma acgdo prépria independente da presenca do suplemento de substrato energético. Estudos
comparando o0 uso isolado ou associado do SCF com AGCC ainda s8o necessarios para

confirmar esta possibilidade.

Os efeitos antioxidantes do SCF no epitélio gastrointestinal ja foram descritos
anteriormente (LAUDANO et al., 1990; WADA et al., 1997). Outros projetos seguindo o mesmo
modelo de CCE aplicado neste estudo destacaram que a utilizacdo de enemas com SCF reduz
0s niveis de estresse oxidativo tecidual melhorando o processo inflamatério (MARTINEZ et al.

2015b; PEREIRA, 2016). Estudos anteriores também mostraram que h& reducdo no conteudo
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das fracdes glicidicas das mucinas neutras e acidas associadas aos maiores niveis teciduais de
RLO (NONOSE, 2009; NONOSE et al.,, 2009; MARTINEZ et al., 2010a). Constatou-se
posteriormente que a aplicacdo preventiva de enemas com SCF preservava o contetdo tecidual
dessas fragbes da molécula de mucina (CHAIM, 2014; CHAIM et al., 2014; BONASSA et al.,
2015; BONASSA et al., 2015). Dessa forma, nos parece 6bvio que a infusdo de enemas com
SCF possa preservar o conteddo dessas mucinas também por uma acdo antioxidante,
preservando a integridade epitelial. Os achados deste estudo associados aos menores niveis
de estresse oxidativo encontrados nesses mesmos animais (objeto de outra publicacéo)
preconizam que a atividade antioxidante do SCF poderia também estar contribuindo para a
preservacdo do conteudo de MUC-2 no coélon submetido a intervencdo com a droga
(MARTINEZ et al., 2015b).

Resumidamente, os resultados obtidos neste estudo mostram que, possivelmente pelos
diferentes mecanismos de acgéo, a aplicacdo preventiva de clisteres contendo SCF seja capaz
de proteger o contetdo MUC-2 e, consequentemente, o conteldo das mucinas que revestem o
epitélio intestinal. Essa possibilidade representa uma importante protecdo contra o
desenvolvimento das etapas iniciais do desenvolvimento da CCE. E licito conjecturar que a
infusdo de enemas com SCF, conferindo reducao da inflamac&o no célon derivado, possa se
tornar uma estratégia interessante para ser utilizada antes das cirurgias de restauracdo do
transito intestinal, com a finalidade de reduzir as complica¢fes relacionadas a cicatrizacdo das
anastomoses colorretais. E possivel que pelos diferentes mecanismos de acéo, a utilizacéo do
SCF em conjunto com drogas antioxidantes e solutos ricos em AGCC possam abrir novos
caminhos para o tratamento da CCE. Esta possibilidade fica mais evidente ao considerarmos
artigo recentemente publicado onde os autores utilizaram a associacdo do SCF com o acido 5-
ASA, um potente antioxidante, para o tratamento das DIl (ISPAS-SZABO et al., 2016). Os
resultados observados mostraram-se promissores com a associacdo das duas drogas, abrindo
perspectivas para o uso de uma nova classe de substancias para o tratamento das DIl (ISPAS-
SZABO et al., 2016). Com o objetivo de testar essa nova opgao terapéutica no tratamento da
CCE, pretendemos continuar com a presente linha de pesquisa em uma futura tese de

doutorado.
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6. CONCLUSAO

A metodologia utilizada no presente estudo possibilitou a mensuragdo do conteudo
tecidual de MUC-2 no modelo de CCE proposto.

A aplicacdo de enemas com SCF foi associada a um aumento dos niveis de MUC-2 na
mucosa do intestino grosso sem transito fecal, independente da concentracdo utilizada, porém

com maior aumento nos animais submetidos a intervengcéo com concentra¢cdo mais elevada.

A aplicacdo de enemas com SCF foi associada ao aumento dos niveis de MUC-2 na
mucosa do célon sem transito fecal, independente do tempo de interveng@o proposto, porém

com maior aumento nos animais submetidos a intervengéo por periodo de tempo maior.

A aplicacdo de enemas de SCF na concentracdo de 2,0 g/kg/dia por quatro semanas

reduziu o processo inflamatdrio na mucosa colbénica sem transito intestinal.
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