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RESUMO:

Estudos anteriores demonstraram que existe reducdo no contetdo total de mucinas
acidas e de seus principais subtipos - sulfomucinas e sialomucinas - ha mucosa colica
desprovida de transito intestinal. Também se demonstrou que a administracdo de
sucralfato (SCF) aumenta o conteudo de mucinas na mucosa do célon excluso de
transito fecal. OBJETIVOS: Mensurar o contetdo tecidual de mucinas acidas totais,
sulfomucinas e sialomucinas na mucosa colica sem transito fecal submetida a
intervencdo com SCF e verificar a influéncia da concentragao utilizada e do tempo de
intervencdo. METODOS: Trinta e seis ratos foram submetidos & derivagéo do transito
por colostomia proximal e fistula mucosa no célon distal. Os animais foram divididos em
trés grupos segundo receberem enemas diarios com solucao fisioldgica 0,9%, SCF nas
concentracOes de 1,0 g/kg/dia ou 2,0 g/kg/dia, respectivamente. Cada grupo foi dividido
em dois subgrupos, segundo a eutanasia ser realizada apés 2 ou 4 semanas. A
intensidade inflamatéria foi avaliada por escala previamente validada. As mucinas
acidas na mucosa foram identificadas por histoquimica pela técnica do Azul de Alcian.
A expressao tecidual de sulfomucinas e sialomucinas foi identificada pela técnica da
diamina de ferro alto alcian-blue (HID-AB) e seu conteudo tecidual mensurado por
analise de imagem assistida por computador. Para andlise dos resultados utilizou-se os
testes de Mann-Whitney e ANOVA, adotando-se nivel de significancia de 5% (p<0,05).
RESULTADOS: A intervencdo com SCF diminuiu o escore inflamatorio e relacionou-se
com a concentracdo empregada e com o tempo de intervencédo (p<0,05). A intervencao
com SCF em ambas as concentracfes utilizadas, aumentou o contetdo tecidual de
mucinas acidas totais (p<0,001) relacionando-se com a concentracdo utilizada. O
conteddo de mucinas &cidas totais relacionou-se com a melhora do escore inflamatorio.
Houve aumento no conteudo de sulfomucinas nos animais submetidos a intervencao
com SCF ap6s duas semanas de intervencao (p<0,01), ndo havendo relacdo com dose
ou tempo de aplicacdo. Ocorreu aumento no conteddo de sialomucinas relacionando-se
com a concentracgéo utilizada e com o tempo de intervencdo (p<0,01). CONCLUSAO:
Clisteres com SCF aumentam o conteudo tecidual de mucinas acidas totais no célon
excluso de transito fecal, principalmente as custas das sialomucinas onde existe relacao
com a dose e o tempo de intervencao, sugerindo que a substancia tenha efeito protetor
na manutencao da barreira de muco que recobre o epitélio célico.

DESCRITORES: Codlon. Colite. Sucralfato. Acidos graxos de cadeia curta. Mucinas.
Sialomucinas. Processamento de imagem assistida por computador. Ratos
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ABSTRACT:

Previous studies have shown that there is a reduction in the total content of acidic
mucins and its major subtypes - sulphomucins and sialomucins - in colonic mucosa
deprived of intestinal transit. It was also demonstrated that the administration of
sucralfate (SCF) increases the rate of mucins in the mucosa of colon excluded of fecal
stream. OBJECTIVE: To measure the tissue content of total acid mucins, sulphomucins
and sialomucins the colonic mucosa without fecal stream submitted to intervention with
SCF and the influence of the concentration used and the intervention time. METHODS:
Thirty-six rats were submitted to a proximal right colostomy and a distal mucous fistula.
They were divided into two groups according to sacrifice to be performed two or four
weeks after intervention. Each group was divided into three subgroups according daily
application of enemas containing saline, sucralfate (SCF) at 1.0 g/kg/day or 2.0
g/kg/day. Colitis was diagnosed by histological analysis and neutral and acid mucins by
Periodic Acid Schiff and Alcian Blue techniques, respectively. The contents of mucins
were quantified by computer-assisted image analysis. Student’s t paired and ANOVA
test were used to compare the contents of both types of mucins among groups, and to
verify the variance with time, establishing level of signification of 5% for both (p<0.05).
RESULTS: Intervention with SCF decreased the inflammatory score and was related to
the concentration used and the duration of the intervention (p <0.05). Intervention with
SCF at both concentrations, increased tissue content of total acid mucins (p <0.001)
relating to the concentration used. The content of total acidic mucins was related to the
improvement of the inflammatory score. There was an increase in the content of
sulphomucins in animals undergoing intervention with SCF after two weeks of
intervention (p <0.01), with no relationship to dose or duration of application. There was
an increase in the content of sialomucins being related to the concentration used and
the duration of the intervention (p <0.01). CONCLUSIONS: Enemas with SCF increased
the tissue content of total acidic mucins in the exclusion of fecal colon, mainly at the
expense of sialomucin which exists dose related and time of intervention, suggesting
that the substance has protective effect in maintaining the barrier of mucus covering the
colonic epithelium.

Keywords: Colon. Colitis. Sucralfate. Volatile fatty acids. Mucins. Sialomucins. Image
processing computer-assisted. Mice.
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1. INTRODUCAO

A mucosa do colon é considerada a mais perfeita barreira do ser humano, pois
protege o meio interno contra invasao de bactérias, antigenos e toxinas provenientes da
luz intestinal (Keli et al, 1997). O muco recobre o epitélio constitui-se na primeira linha
de defesa e a maior parte de seu efeito protetor é conferido pela presenca de mucinas,
glicoproteinas predominantes em sua composicao (Keli et al, 1997; Deplancke e
Gaskins, 2001). A principal funcdo do muco é servir de protecdo as células epiteliais
durante a progressdo do conteudo pelo lumen intestinal (Gaudier et al, 2009). A
viscosidade caracteristica conferida pela mucina funciona com um lubrificante,
facilitando a progressao as fezes, principalmente pelos segmentos mais caudais do
intestino grosso. Essa propriedade dificulta o traumatismo mecanico a superficie
epitelial provocada pela progressdo do bolo fecal (Finnie et al, 1995). O muco,
secretado pelas células caliciformes localizadas nas criptas intestinais ao longo da
superficie mucosa, forma uma camada gelatinosa que, aderida ao epitélio mucoso,
também confere uma protecado quimica contra a agressdo ocasionada por antigenos,
toxinas e enzimas digestivas existentes no interior da luz intestinal. A camada de muco,
por apresentar propriedades bactericidas, reduz a populacdo bacteriana dificultando a
translocacao para o meio interno (Gaudier et al, 2009; Finnie et al, 1995).

As células epiteliais produzem dois tipos de mucinas: as neutras e acidas (Keli et
al, 1997; Deplancke e Gaskins, 2001). As mucinas acidas, por sua vez, sao constituidas
por dois subtipos, segundo a predominancia de radicais sulfato (sulfomucinas) ou de
acido sialico (sialomucinas) em sua molécula (Keli et al, 1997; Deplancke e Gaskins,
2001). No homem as mucinas neutras expressam-se em maior quantidade nas porcoes
craniais do tubo digestivo, enquanto as acidas predominam nas regides caudais
(Nonose et al, 2009). Na mucosa colica normal, a propor¢cdo entre mucinas neutras e
acidas se mantém constante ao longo do tubo digestivo, mas podem sofrer

modificacdes nas diferentes enfermidades que ocasionam inflamacdo na superficie
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mucosa epitelial da parede cdélica (Keli et al, 1997; Deplancke e Gaskins, 2001). Essas
enfermidades alteram a producdo, modificam a composicao, interferem na secrecao e
no padrao de distribuicAo das mucinas no epitélio intestinal. Demonstrou-se que
doencas inflamatérias intestinais representadas, principalmente, pelas colites
bacterianas, retocolite ulcerativa inespecifica (RCUI), doenca de Crohn, colite de
exclusdo (CE) e doencas neoplasicas como os polipos adenomatosos e o cancer
colorretal (CCR) sao capazes de modificarem o padrdo de expressao o tipo e o
conteudo das mucinas presentes no epitélio do tubo digestivo (Keli et al, 1997;
Deplancke e Gaskins, 2001; Finnie et al, 1995, Martinez et al, 2010)

J& foi demonstrado que a capacidade do epitélio do intestino grosso em produzir
mucinas depende do adequado suprimento de acidos graxos de cadeia curta (AGCC)
formado a partir da fermentacéo de fibras ingeridas na dieta (Finnie et al, 1995; Gaudire
et al, 2009). Demonstrou-se que o fornecimento de AGCC as células mucosas, em
particular o acido butirico, € fundamental para a expressdo de genes relacionados a
transcricdo da fracdo proteica das mucinas (Gaudier et al, 2009). A producdo das
mucinas diminui a medida que a expressdao dos genes responsaveis pela sua
transcricdo também se reduz, consequente ao menor suprimento de matriz energética
(AGCC) as células epiteliais da mucosa célica (Gaudier et al, 2009; Martinez et al,
2010).

Estudos realizados pelo nosso grupo, ha quase uma década mostrou que
derivacao intestinal, impedindo o suprimento de ACGG para o célon excluso de transito,
reduz a capacidade de producdo de mucinas pelas células caliciformes que se agrava
com o tempo de exclusdo (Nonose et al, 2009; Martinez et al, 2010). Demonstrou-se
que apoés a derivacdo do transito coélico, ocorre reducdo no contetdo total de mucinas
neutras e acidas (Nonose et al, 2009; Martinez et al, 2010). Essa reducdo é mais
evidente a0 mesurar-se o conteudo de mucinas acidas, principalmente as custas de
sialomucinas (Martinez et al, 2010). A reducédo no conteudo de mucinas acidas além de
ser mais evidente encontra-se relacionado ao agravamento do processo inflamatério

gue compromete a mucosa colica desprovida do suprimento habitual de AGCC.



Pesquisas utilizando modelos experimentais de colite de exclusédo (CE)
mostraram que existe aumento na producao de radicais livres de oxigénio (RLO) pelas
células desprovidas de transito fecal. Essa producdo aumentada de RLO se agrava
com o decorrer do tempo de exclusdo, provoca estresse oxidativo e morte das células
mais especializadas que compdem o epitélio colico. E possivel que o dano celular
resultante desse dano oxidativo possa estar relacionado a reducdo no conteudo dos
diferentes tipos de mucinas vistas nos modelos experimentais de CE (Kelli et al, 1997;
Nonose et al, 2009; Martinez et al, 2010). Os resultados sugerem que o dano epitelial
provocado pelos RLO, com o objetivo de substituir as células superficiais mortas,
estimule a proliferacao de células situadas na zona germinativa das glandulas mucosas.
Acredita-se que essas células formadas para substituir as células superficiais
especializadas danificadas pelo estresse oxidativo sejam imaturas e expressem um
subtipo especifico de mucina &cida, explicando as diferencas encontradas no tipo e
conteddo de mucina &cida encontrada (Nonose et al, 2009; Martinez et al, 2010).

Corroboram essas suspeitas evidéncias mostrando que aplicacdo de enemas
contendo substancias, naturais ou sintéticas, com efeito antioxidante, ou solucdes ricas
em AGCC, melhora as alteracdes inflamatérias teciduais encontradas nos modelos de
CE (Kelli et al, 1997; Deplencke e Gaskins, 2001; Gaudier et al, 2009; Finnie et al,
1995, Nonose et al, 2009). Recentemente demonstramos que a aplicacao de clisteres
contendo sucralfato (SCF), substancia que apresenta propriedades antioxidantes foi
capaz de minimizar as modificagdes no contetdo e no padréo de expressao de mucinas
na mucosa cOlica desprovida de transito fecal (Chaim, 2014; Chaim et al, 2014) De
modo inverso, a exposi¢do da mucosa célica a substancias com grande poder oxidante,
tais como peroéxido de hidrogénio (H20), piora o dano epitelial e, provavelmente, deve
reduzir o conteudo de mucinas no epitélio submetido a intervencdo (Marques et al,
2010). Diante dessas evidéncias, torna-se interessante avaliar o efeito de moléculas
gue possuam efeito antioxidante e estimulem a producé&o de mucinas no epitélio célico.

O SCF é o sal formado pelo dissacarideo octosufalto de sacarose associado ao
hidroxido de polialuminio (Deplencke e Gaskins, 2001). A substancia é considerada um

complexo citoprotetor inicialmente utilizado para prevenir ou tratar doencas do trato
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digestivo superior (Deplancke e Gaskins, 2001). Os efeitos terapéuticos do SCF nas
lesBes cutaneomucosas estao relacionados a propriedade que o complexo formado tem
em aderir-se, firmemente, a superficie cruenta de lesdes epiteliais. Todavia,
recentemente, demonstrou-se que o SCF possui outras propriedades funcionais como
estimular a producdo de muco, aumentar a producdo de prostaglandinas (PGE2) e do
fator de crescimento epitelial (Martinez et al, 2010). Observou-se a admiravel
capacidade que a administracdo de SCF possui em estimular a formacéo das mucinas
acidas no trato digestivo superior (Cunha et al, 2011; Chaim et al, 2014;). Nota-se
ainda, que a aplicacdo tépica do SCF possui atividade antioxidante sendo capaz de
reduzir a formacdo de RLO produzidos por neutréfilos presentes no tecido inflamado
(Gaudier et al, 2009).

Kelli et al. em 1997 e Finnie et al. em 1995 foram o0s primeiros autores a
comprovarem a eficacia da aplicacdo de clisteres contendo SCF em doentes que
apresentavam sangramento retal ocasionado pela retite actinica (RA). A partir deste
estudo pioneiro, uma série de autores ndo sO confirmaram os efeitos do SCF na
melhora clinica, endoscopica e histologica nos portadores de RA, com passaram a
utiliza-lo no tratamento de outras doencas inflamatérias intestinais (DIl) que evoluiam
com a formacao de Ulceras epiteliais (Finnie et al, 1995, Nonose et al, 2009; Martinez et
al, 2010, Habib et al,1986; Gaudier et al, 2004; Martinez et al, 2010). Apesar da CE
cursar com reducdo do conteudo de mucinas nas glandulas do epitélio célico (Nonose
et al, 2009; Martinez e al, 2010) e formacdo de ulceracBes epiteliais relacionadas ao
estresse oxidativo tecidual (Martinez et al, 2010), até a presente data, apenas um
estudo experimental avaliou os efeitos da aplicacdo de enemas com SCF na mucosa
exclusa de transito intestinal. Esse estudo mostrou que a substancia foi capaz de
reduzir a deplecdo das mucinas &cidas quando comparado a utilizagdo de solugéo
salina sugerindo que a droga tenha acao eficaz para manutencao da primeira linha de
defesa epitelial representada pela camada de muco. Todavia, neste estudo, apesar de
ter demonstrar a preservacdo da expressdo e conteudo das mucinas A&cidas,
geralmente o subtipo que apresenta maior reducdo apos a exclusdo fecal, os autores

nao avaliaram se essa preservacao estava relacionada a um subtipo especifico de
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mucina &cida. Do melhor do nosso conhecimento, a expressdao e o0 conteldo de
sulfomucinas e sialomucinas ainda ndo foi avaliado em doentes ou modelos
experimentais de CE submetidos a intervencdo com SCF, o que faz deste estudo uma
proposta inédita.

Assim, torna-se interessante verificar num modelo experimental de CE, os
efeitos da aplicacdo diaria de clisteres com SCF no conteudo total mucinas &cidas e de
seus principais subtipos - sulfomucinas e sialomucinas - ha mucosa colica exclusa de

transito intestinal.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. As mucinas

A mucosa célica é revestida por epitélio do tipo colunar simples composto por
diferentes tipos de células. Dentre elas destacam-se o0s enterécitos (colondcitos),
células fonte, células entero-enddcrinas, células de Paneth e, principalmente, células
caliciformes (Junqueira e Carneiro, 2008).

As células caliciformes sdo encontradas em maior numero e ocupam,
praticamente, toda a extensdo das criptas intestinais (glandulas de Lieberkhiin). Séao
células cilindricas, produtoras de muco, que possuem dois dominios funcionais: apical e
basal. O dominio apical, com formato de calice, contém em seu citosol grandes
vesiculas repletas de muco que migram em direcdo a membrana celular, liberando seu
contelido para a superficie do epitélio colico (Junqueira e Carneiro, 2008).

O dominio basal, mais estreito, se prende a lamina basal por proteinas de
adesdo celular. No dominio basal encontra-se o reticulo endoplasmatico rugoso,
responsavel pela sintese da porcao proteica que compde o muco célico, e o aparelho
de Golgi, que adiciona grupos oligossacarideos ao muco produzido, diferenciando os
subtipos de mucinas (Junqueira e Carneiro, 2008).

A proporcdo entre células caliciformes e as demais células que compdem o
epitélio mucoso ndo é constante quando se comparam as diferentes regiées do colon
(Jungueira e Carneiro, 2008). As células caliciformes aumentam progressivamente em
namero a medida que se dirige do ceco para 0s segmentos caudais do intestino grosso.
Essa diferenca encontra-se relacionada as distintas funcgdes fisioldgicas exercidas pelo
epitélio mucoso quando se compara o cOlon proximal com o distal (Junqueira e
Carneiro, 2008). O epitélio do célon proximal desempenha, predominantemente, fungéo
relacionada a absorcdo de agua e eletrolitos sendo, portanto, constituido de células
especializadas para esse fim. No célon esquerdo, pela maior consisténcia das fezes,
existe a necessidade de um epitélio rico em células capazes de produzir maior
guantidade de muco com o intuito de facilitar a progressédo do conteudo fecal ao longo

dessa porcéo intestinal (Junqueira e Carneiro, 2008). Essas diferencas na populacdo de
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células caliciformes ao longo do colon se refletem no padrdo e intensidade de
expressdo das mucinas quando se comparam segmentos colicos distintos

O muco secretado pelas células caliciformes € formado por compostos
glicoprotéicos, principalmente, representados pelas mucinas. As moléculas de mucinas
possuem alto peso molecular e apresentam em sua composicdo 20% de proteina e
80% de carboidrato. ApOs a liberagdo das células caliciformes para a superficie
epitelial, as mucinas hidratam-se formando uma cobertura gelatinosa que adere ao
epitélio colico protegendo-o contra a abrasdo mecanica e invasao bacteriana (Gaudier
et al, 2006).

Estudos avaliando a fracdo proteica da molécula da mucina encontraram
diferencas na disposicdo dos aminoacidos ao longo da proteina (Gaudier et al, 2006;
Gaudier et al, 2009). Mostraram que existem pelo menos 15 diferentes genes capazes
de transcrevé-las (Gaudier et al, 2006; Gaudier et al, 2009). Essas diferencas foram
posteriormente confirmadas por estudos genéticos que encontraram diferencas na
ordem com gque os nucleotideos se dispdem ao longo do gene codificador da proteina,
permitindo identificar nove principais subtipos de mucinas com relacéo a fracdo protéica
denominadas MUC1, MUC2, MUC3, MUC4, MUC5A, MUC5B, MUC5AC, MUC7 e
MUCS8. Na mucosa intestinal do célon as mucinas sdo transcritas, principalmente, pelo
gene MUC-2 e, numa menor intensidade, pelos genes MUC-1, MUC-3 e MUC-4.
Todavia, independente do componente glicidico encontrado, o gene MUC-2 é o
principal codificador das mucinas encontradas no epitélio colico (Ogata et al, 1992;
Williams et al, 1999).

A expressédo dos genes produtores de mucinas encontra-se alterada em muitas
doencas que acometem o intestino grosso. Alteracdes na expressdo do gene MUC-2,
assim como anormalidades no mecanismo de sua transcricdo vem sendo descritas nas
DIl (Tytgat et al, 1995; Tytgat et al, 1996). A expressao dos genes MUC-5AC e MUC-6
encontram-se alterada nos poélipos adenomatosos. O gene MUC-2 apresenta maior
expressao no CCR produtor de muco e pouca nos tumores nao produtores (Gratchev et
al, 1998; Porchet et al, 1999).



Estudos avaliando a influéncia dos AGCC, em patrticular do butirato na expressao
desses genes relacionados a sintese de mucinas demonstraram que o gene MUC-2
aumenta mais de 20 vezes a sua expressao quando o butirato é acrescido em meios
com cultura de células (Gaudier et al, 2009). Esses achados confirmam a importancia
dos AGCC na manutencdo da sintese proteica pelas células do epitélio colico, em
particular das mucinas. Quanto a fracéo glicidica de sua molécula, as mucinas podem
ser divididas em dois grandes grupos, representadas pelas mucinas neutras, ricas em
glicogénio, e acidas, ricas em acido sialico ou radicais sulfatados (Spicer et al, 1991,
Leppi e Spicer, 1966). Apesar das diferencas quimicas em seus constituintes glicidicos,
os dois tipos de mucinas, aparentemente, possuem as mesmas funcbes bioldgicas
(Filipe, 1979).

A fracdo glicidica das mucinas neutras é composta, principalmente, por
glicogénio e recebem essa denominacéo, por possuirem pequena quantidade de acido
sidlico na composicdo (menos de 1mol/%) (Nonose et al, 2009). E o subtipo mais
encontrado no interior das células caliciformes do trato gastrintestinal e representam,
aproximadamente, 80% do conteudo total de mucinas encontradas no tubo digestivo. A
porcdo glicidica das mucinas neutras contém alta concentracdo molecular de frutose,
galactose e n-acetilglucosamina, e pequena quantidade de &cido sidlico e n-
acetilgalactosamina (Nonose, 2009). A fracdo protéica das mucinas neutras é formada
principalmente pelos aminoacidos serina, aspartato e alanina.

De maneira diferente, as mucinas acidas possuem na sua fracdo glicidica maior
quantidade de acido sialico (mais que 10mol/%) e a sua fracdo glicidica € composta
principalmente por glucosamina, galactosamina e frutose (Nonose et al, 2009). As
mucinas acidas dividem-se em dois subgrupos representados pelas sulfomucinas e
sialomucinas segundo a predominancia de radicais sulfatados ou de &cido sidlico,
respectivamente, na sua porc¢éo glicidica (Martinez et al, 2010). Quando se analisa a
fracdo proteica das mucinas acidas, a prolina, treonina e glicina sdo os aminoacidos
mais presentes (Gold et al, 1981).

No epitélio normal as mucinas neutras, habitualmente, expressam-se com maior

intensidade nos segmentos craniais do trato digestivo (estbmago e duodeno), enquanto
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as acidas apresentam maior intensidade de expressdo a partir da flexura duodeno-
jejunal (Leppi e Spicer, 1966; Goldman e Ming, 1968; Filipe, 1969). Acredita-se que 0s
diferentes padrdes existentes possam estar relacionados as diferentes origens
embriologicas dos segmentos que formam o tubo digestivo (Gervaz, et al, 2001;
Martinez, et al, 2010).

O esobfago, estobmago e duodeno originam-se, embriologicamente, a partir do
intestino anterior. O jejuno, ileo, ceco, célon ascendente e os dois tercos proximais do
célon transverso originam-se do intestino médio. O terco final do colon transverso,
descendente, sigmoide e os dois tergcos proximais do reto sdo formados a partir do
intestino posterior (Gervaz et al, 2001). As diferentes origens embrioldgicas do célon
podem ser confirmadas pelas diferencas anatémicas com relacdo ao suprimento
arterial, drenagem venosa e linfatica, inervacdo, bem como histologicas, quando se
comparam segmentos proximais e distais em relacdo a flexura esplénica (Distler e Holt,
1997; Gervaz et al, 2001). Nos segmentos proximais as criptas célicas sdo maiores,
mais profundas, provavelmente adaptadas a maior funcdo absortiva dessa regido,
enguanto no célon distal as criptas sdo menos profundas e com maior quantidade de
células caliciformes, relacionadas aos processos de lubrificagdo para facilitar a
progressao das fezes formadas. (Gervaz et al, 2001).

Recentemente, com o advento das técnicas de “microrray”’, que permitem o
estudo simultaneo da expressao de varios genes obtidos de uma mesma amostra de
tecido, verificou-se que o perfil de expressdo de mais de 1000 genes que controlam o
ciclo celular das células da mucosa do cdélon séo diferentes nos célons proximal e distal
(Glebov et al, 2003). A expressao de alguns deles pode ser até trés vezes mais intensa
dependendo do segmento considerado. Segundo os autores estes achados talvez
expliguem as mudancas nos padrdes de expressao das mucinas quando se comparam
os diferentes segmentos do célon.

Ha quatro décadas, pesquisas vém avaliando a expressao de mucinas acidas e
neutras na mucosa do intestino grosso. Esses estudos ja demonstraram que no epitélio
normal existe predominio das mucinas acidas, principalmente sulfomucinas (Filipe,

1969). Ao longo de toda superficie epitelial do célon ambos os subtipos de mucinas
9



acidas estdo presentes, mas dependendo da regido considerada existe predominio de
um ou outro subtipo.

Muitas vezes, em uma mesma célula caliciforme, podem ser encontrados os dois
subtipos de mucinas acidas. As sialomucinas localizam-se no dominio basal da célula
entre 0 nucleo e o complexo de Golgi, enquanto as sulfomucinas ocupam,
principalmente, o dominio apical proximo a membrana celular voltada para a luz
intestinal. Moderadas quantidades de mucinas neutras sdo encontradas na superficie
epitelial localizadas, principalmente, nas porcdes superiores das criptas. Este padrao de
distribuicdo das mucinas predomina no célon esquerdo e reto. (Greco et al, 1967,
Goldman e Ming, 1968; Filipe, 1969). Todavia, outros estudos, encontraram padréo de
distribuicdo distinto, mostrando que as células produtoras de sulfomucinas sdo mais
numerosas ha metade superior das criptas, enquanto as produtoras de sialomucinas
predominam na porcao mais profunda das criptas coélicas (Leppi e Spicer, 1966).

O padréo de expressao das mucinas no epitélio cdlico de ratos é semelhante ao
encontrado em seres humanos (Sakata e von Engelhardt, 1981). Estudo experimental
demonstrou que o conteudo de mucinas neutras decresce enquanto o conteudo de
mucinas acidas aumenta quando se progride do ceco em direcdo ao célon distal. Em
relacdo as mucinas acidas constatou que as sulfomucinas estavam presentes apenas
no colon distal, enquanto as sialomucinas, apesar de serem encontradas em todo o
célon, aumentavam em quantidade a medida que se progride do ceco para o célon
distal (Sakata e von Engelhardt, 1981). Outros autores verificaram que no célon
esquerdo, de forma semelhante ao que ocorre no homem, as sulfomucinas ocupam o0s
dois tergos superiores das criptas intestinais, enquanto as sialomucinas os dois tergos
inferiores (Keli et al, 1997).

A intensidade de expressao, o tipo e o padréo de distribuicdo de mucinas ao
longo das criptas modificam-se em diversas doencas que acometem o colon (Filipe,
1969; Uchida et al, 2001; Castro et al, 2006.). Estudos mostraram diferentes padroes de
expressdo na mucosa célica de doentes portadores de RCUI, adenomas, na mucosa

cOlica adjacente a tumores do célon (mucosa de transi¢do) e, principalmente, no CCR
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(Filipe, 1969; Filipe e Dawson, 1970; Filipe, 1971; Ono e Katsuyama, 1985; Trauner et
al, 1994; Tsuiji et al, 1998; Tamai et al, 1998; Uchida et al, 2001).

Estes resultados motivaram a aplicacéo de técnicas histoquimicas com o objetivo
de avaliar mudancas em seu padrdo de expressdo como uma variavel capaz de
detectar precocemente a transformacédo maligna. A expressdo de mucinas na mucosa
cOlica inflamada por diferentes condi¢Bes clinicas, também pode modificar-se (Filipe,
1969; Filipe, 1972; Filipe, 1975). Nas colites inespecificas a producéo total de mucinas
acidas encontra-se reduzida e, nas areas onde o processo inflamatério é mais intenso,
as mucinas podem nao ser identificadas. A expressédo de mucinas ao longo das criptas
é irregular apresentando tanto mucinas neutras quanto acidas com predominio das
sulfomucinas (Filipe, 1969). Na RCUI o principal subtipo de mucina encontrada no
epitélio inflamado € a sialomucina, entretanto € possivel encontrar-se pequena
expressdo tecidual de sulfomucinas, principalmente na porcdo mais profunda das
criptas intestinais. Na RCUI a expressédo de mucinas neutras diminui acentuadamente,
e em alguns casos esta ausente (Filipe, 1969).

Modificagdo na secrecdo de mucinas parece ser um dos elementos mais
importantes no espectro histoldgico da CE servindo ainda como base para discusséo
com relacdo aos aspectos etiopatogénicos envolvidos. (Keli et al,1997). Do melhor do
nosso conhecimento, poucos estudos avaliaram a expressdo de mucinas &cidas
comparando segmentos providos e desprovidos de transito intestinal com CE (Keli et al,
1997; Nonose et al, 2009; Martinez et al, 2010). Esses autores verificaram que apés um
periodo de seis semanas de exclusédo fecal ja existem modificagcbes no contetdo e
padrdo de expressdo das mucinas no epitélio sem transito intestinal. De um modo geral,
as sulfomucinas praticamente ocupam toda a extensdo das criptas enquanto as
sialomucinas praticamente desaparecem sendo fracamente detectadas nas porgcdes
mais profundas das criptas colicas (Keli et al, 1997; Nonose, 2009; Martinez et al,
2010). Um desses estudos mostrou que apds 18 semanas de exclusdo fecal a
expressdo das sulfomucinas mantém-se inalterada enquanto as sialomucinas

desaparecem totalmente (Martinez et al, 2010). Os autores chamam a atencédo para o
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fato de que os resultados histoldégicos encontrados mostraram que o padrdo de

expressdo das mucinas acidas se fazia de modo inverso ao que ocorria na RCUI.

2.2. Colite de excluséao

Glotzer et al (1981) descreveram, pela primeira vez, o desenvolvimento de
processo inflamatério na mucosa de segmentos colicos desprovidos de transito fecal.
Os autores denominaram esta nova forma de doenca inflamatoria intestinal de CE.
Quando da descricéo original, ja chamavam a atencao para o fato que a inflamacéo da
mucosa coélica se desenvolvia, mesmo nos doentes submetidos a derivacéo do transito
intestinal, por afeccdes ndo relacionadas as doencas inflamatérias intestinais. Desde
entdo, a CE vem sendo descrita cada vez com maior frequéncia.

A CE acomete segmentos distais do célon ou reto de individuos submetidos a
intervengbes cirdrgicas que desviam o transito intestinal, realizadas por diversas
situacdes clinicas, representadas, principalmente, pelas neoplasias obstrutivas do
célon, doenca diverticular complicada, DII, trauma, e enfermos submetidos a ostomias
derivativas como medida de protecdo contra a gravidade de fistulas de anastomoses
realizadas a jusante (Kelli et al, 1997). Com o aumento da incidéncia do CCR em todo
mundo e o incremento da violéncia urbana nos grandes centros, a frequéncia da CE
também aumenta por consequéncia. A CE também pode ser encontrada em segmentos
colicos exclusos de transito, utilizados para reconstituicdo das vias urinarias, derivacées
ureterais ou para a confeccado de neovaginas. A incidéncia da CE pode ser ainda maior
que o referido pela literatura. Segundo Habr-Gama (1997), no Brasil, observou-se que o
trnsito intestinal somente é restabelecido em 57% dos enfermos com colostomia
temporaria condenando o restante dos enfermos a conviverem pelo resto de suas vidas
com a doenca. Nos doentes cujo transito intestinal é restabelecido, o tempo médio para
a reconstituicdo do transito & de oito meses, tempo este mais do que suficiente para o
desenvolvimento da CE (Habr-Gama et al, 1997). A CE é diagnosticada em 91% dos
pacientes submetidos a exame endoscoépico sistematico do intestino excluso de transito
apos trés meses da confeccdo do estoma, em 52% deles, apresenta-se com

intensidade leve, 44% moderada e em 4% grave (Habr-Gama et al, 1997) .
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As bases etiopatogénicas para o desenvolvimento CE ainda ndo se encontram
totalmente esclarecidas. Ja se propds que a enfermidade possa ter origem isquémica,
ou se deva a mudancas na quantidade e caracteristicas da flora bacteriana encontrada
do colon excluso (Kelli et al, 1997), com reducao da populacdo bacteriana e predominio
de bactérias redutoras de nitrato (Gaudier et al, 2009; Finnie et al, 1995). Entretanto, a
maioria dos autores, propde que a doenca decorra da deficiéncia de AGCC na luz
intestinal, ocasionada pela derivacao do transito fecal (Kelli et al, 1997; Gaudier et al,
2009; Finnie et al, 1995; Nonose et al, 2009; Martinez et al, 2010).

Os AGCC, representados pelo butirato, acetato e propionato, principais
combustiveis energéticos para as células do epitélio cdlico, sdo formados a partir da
fermentacdo de fibras vegetais dietéticas e carboidratos pelas bactérias anaerdbicas
existentes na luz intestinal (Clostridium sp., Eubacterium sp e Fusobacterium sp.).
Respondem por 90% de todo o substrato energético utilizado pelas células da mucosa
cOlica. Depois de formados, os AGCC sdao rapidamente absorvidos, sendo considerado
o principal substrato para que as células da mucosa célica, através de reacles
oxidativas, formem a energia necessaria para seu adequado funcionamento (Finnie et
al, 1995).

Dos AGCC produzidos o butirato € a principal fonte de energia. Como
combustivel representa de 70% a 80% dos AGCC metabolizados pelas células
epiteliais do colon (Roediger, 1982). Estudos utilizando cultura de células, onde sao
acrescidos butirato e acetato ou butirato e propionato, mostram que o butirato inibe a
oxidacdo do acetato e do propionato, sugerindo que as células célicas utilizam
preferencialmente o butirato com fonte principal de energia, mesmo quando dispdem
dos trés subtipos. Ha trés décadas demonstrou-se que células isoladas do célon séo
capazes de aumentar seu consumo de oxigénio quando o butirato é acrescido ao meio,
sugerindo que o butirato € o substrato mais intensamente metabolizado por essas
células. Quando o butirato é o Unico substrato acrescido a culturas de células, a taxa
celular de consumo aumenta em mais de 80%, confirmando sua importancia como fonte

de energia. De todas as substancias utilizadas pelos colondcitos para a obtencéo de
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energia, verifica-se que o butirato é a mais utilizada, seguido pelo propionato, acetato,
cetonas, aminoacidos (glutamina) e glicose (Nonose et al, 2009)

Estudo recente sugere que as alteracbes no mecanismo energético celular
decorrente da falta dos AGCC levam a formacédo de altos niveis de espécies reativas de
oxigénio (Martinez et al, 2010). Os radicais livres de oxigénio, formados em excesso,
sdo capazes de danificar a funcdo de barreira de muco localizada na superficie do
epitélio célico, facilitando a translocacdo bacteriana para a intimidade da camada
submucosa estéril e desencadeando a resposta inflamatéria de defesa encontrada na
CE (Martinez et al, 2010).

O quadro clinico da CE é variavel e encontra-se diretamente relacionado a
extensdo da mucosa célica exclusa de transito e ao tempo decorrido desde a confeccéo
do estoma derivativo. Nos casos iniciais, onde o comprometimento da mucosa colica &
menor, pode evoluir de forma assintomatica (Kelli et al, 1997). Os doentes com maior
tempo de evolugdo e comprometimento intestinal mais extenso s&do sintomaticos
apresentando dor abdominal, tenesmo e eliminacdo de sangue e muco pelo segmento
excluso. Cabe destacar que estes mesmos achados sdo encontrados no célon
interposto nas intervengBes para reconstituicdo do trato urolégico ou genital. O
aparecimento de estenoses colorretais, Ulceras perianais e fistulas pode ocorrer mais
raramente (Nonose et al, 2009; Martinez et al, 2010).

O diagnéstico da CE geralmente é feito pelo exame endoscoépico e estudo
histopatoldégico da mucosa exclusa de transito, no entanto, 0 enema opaco com a
técnica do duplo contraste, possibilita o diagnéstico de hiperplasia linféide folicular. O
segmento sem transito apresenta mucosa colica hiperemiada, congesta, edemaciada,
friavel, com nitido apagamento dos vasos sanguineos da submucosa e sangramento
espontaneo ao contato do endoscopio. A superficie célica é recoberta por uma camada
mais espessa de muco, parcialmente aderida a ela. Nos casos graves, ocorre formacao
de Ulceras aftdides praticamente indistinguiveis a avaliacdo endoscoépica, daquelas
encontradas na RCUI, tornando dificil o diagnéstico diferencial com a CE.

Microscopicamente, os enfermos com CE mostram uma variedade de

modificagcdes histologicas, porém sem nenhuma alteragédo caracteristica Encontra-se
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infiltrado inflamato6rio misto na mucosa do cdélon excluso, predominantemente composto
por neutrofilos, linfocitos, macrofagos e eosindfilos, acompanhado ou ndo de distor¢des
na arquitetura das células epiteliais e, paradoxalmente, deplecdo das células
caliciformes (Kelli et al, 1997; Finnie et al, 1995, Nonose et al, 2009; Martinez et al,
2010). E possivel encontrar abscessos glandulares na base das criptas, e areas de
hiperplasia linféide nodular, considerada a alteracao histolégica mais caracteristica. Nas
areas com hiperplasia linféide nodular existe predominio de linfécitos do tipo B em
relacdo aos linfocitos T, sugerindo que ocorra resposta imunolégica mais do tipo
humoral, pela estimulacdo antigénica persistente, do que celular, pela infiltracdo de
bactérias a partir de um segmento intestinal com menor conteddo bacteriano.
Excepcionalmente as areas com hiperplasia nodular linféide, nos doentes com excluséao
de transito por tempo prolongado, podem desenvolver micro carcinoides célicos. Apesar
de serem descritas no epitélio do célon excluso displasias de diferentes graus, o
desenvolvimento de neoplasias de origem epitelial € extremamente raro nos doentes
submetidos a operacfes de desvio de transito por enfermidades néo relacionadas as
DIl (Kelli et al, 1997). Em revisdo da literatura nas bases de dados Scielo, Lilacs e

Medline ndo encontramos nenhum caso descrito.

2.3. Analise de Imagem Assistida por Computador

O uso de sistemas de analise de imagem assistida por computador, também
conhecida como morfometria computadorizada ou analise estereoldgica, permite a
mensuracdo das mais variadas estruturas (Sousa et al, 2008). Com o advento de
programas de andlise de imagem assistida por computador, tornou-se possivel
determinar, de forma objetiva, parametros histoldgicos, tais como a espessura das
diferentes camadas que compde a parede célica, bem como quantificar a expressao
tecidual de diversas proteinas presentes coradas por técnicas histoquimicas ou
imunohistoquimicas (Martinez et al, 2002; Sousa, 2008; Nonose, 2009; Nonose et al,
2009; Martinez et al, 2010; Chaim et al, 2014).

Nos estudos experimentais, a analise de imagem assistida por computador

apresenta como vantagens, em relacdo aos metodos convencionais, a possibilidade de
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mensurar objetivamente e de modo rapido, diferentes aspectos macroscopicos e
microscopicos. A quantificacdo de elementos estruturais é parte fundamental nos
estudos anatomo-patologicos e a possibilidade de utilizar uma unidade métrica para a
comparacao entre diferentes medidas possibilitam analise estatistica mais fidedigna
(Martinez et al, 2002).

A morfometria computadorizada ja foi empregada para mensurar a espessura
das diferentes camadas que compde a parede colica (Kissmeyer-Nielsen et al, 1994;
Sousa et al, 2008; Mello et al, 2012), o volume ocupado por cada camada que compde
a parede intestinal no c6lon normal e excluso de transito (Kissmeyer-Nielsen et al, 1994;
Mello et al, 2012). Da mesma forma, a analise de imagem assistida por computador foi
utilizada, com sucesso, para quantificacdo de edema na parede intestinal e de colageno
tecidual (Mello et al, 2012).

A gquantificagdo de mucinas acidas com métodos de analise de imagem j& foi
realizada anteriormente em modelos experimentais de colite induzida quimicamente
(Rubio e Rivera, 1991), por estresse (Rubio e Huang, 1992) e em cultura de células
caliciformes (Phillips e Wilson, 1993). A quantificacdo de mucinas por morfometria
computadorizada ja foi realizada em modelos experimentais de CCR induzido
quimicamente (Filipe, 1975). A autora estudou a expressdo de mucinas &cidas pela
técnica do AB constatando que apds inducdo da colite metade dos animais de
experimentacdo desenvolvia CCR. Encontrou expressdo de mucinas acidas em todas
as areas onde houve transformacdo maligna e em 32,2% das areas sem tumor, mas
com inflamag&o. No epitélio normal, verificou que a expressdo de mucinas acidas na
mucosa colica era 42,8%. Concluiu que a reducdo da quantidade de mucinas acidas
encontrava-se relacionada com o desenvolvimento do CCR e que a mensuracgao das
mucinas acidas pode ser considerada marcador Gtil para identificagdo de areas com
risco de desenvolvimento de cancer. A autora nao utilizou técnicas capazes de separar
0s subtipos de mucinas acidas. Outro estudo também quantificou, por analise de
imagem, a expressao de sulfomucinas em ratos submetidos a colite por estresse,
demonstrando diminuicdo da expressao de sulfomucinas no colon descendente (Rubio

e Huang, 1992).
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Poucos estudos quantificaram com morfometria computadorizada, a expressao
de mucinas neutras e acidas e seus subtipos no colon excluso em modelo experimental
de CE (Nonose et al, 2009; Martinez et al, 2010; Chaim et al, 2014). Apenas dois
estudos mensuraram o conteudo tecidual de sulfomucinas e sialomucinas no colon
excluso por analise de imagem assistida por computador (Nonose, 2009; Martinez et al,
2010). Entretanto, em nenhum desses dois estudos o método foi utilizado para
mensurar o conteido dos subtipos de mucinas acidas apos a intervencdo com SCF.
Apenas um unico estudo avaliou a expressao de mucinas acidas e neutras no colon
excluso irrigado com SCF, ndo analisando separadamente os dois subtipos de mucinas
acidas (Chaim et al, 2014).

2.4. Sucralfato

O SCF é um sal de aluminio formado pelo octossulfato de sacarose e hidroxido
de polialuminio, que tem uma unidade primaria que pode ser representada por
C12H6011[SO3-AL2(OH)+5]8.nH20 (Figural). E portanto um sal de aluminio e da
sacarose sulfatada.

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
hidroxido de aluminio. Porém, apesar desse efeito, ndo pode ser considerado como
agente antiacido por causar pouca alteracdo no pH géastrico em agua ou alcool.

A acdo terapéutica do SCF é exclusivamente local. H4 uma forte polimerizacéo e
ligacdo cruzada para formar um gel pegajoso e viscoso, que se adere fortemente a
superficie. A natureza polidnica de sua mucosa forma complexos com as proteinas de
cargas positivas, presentes em altas concentracbes em lesdes de mucosa. A
adesividade deste complexo propicia uma forte barreira protetora, impedindo inclusive

penetracdo de agentes externos.
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Figura 1 — Férmula estrutural do sucralfato (SCF)

A melhor formulacdo disponivel comercialmente € em gel contato com a
mucosa, uma vez que age por contato direto com o tecido lesado sofrer precipitacdo do
principio ativo, comum na suspensédo (Hanstein, 1986; Hardy et al, 1993; Vaira et al,
1993; Caramella et al, 1988) O Food and Drug Administration (FDA) classifica o SCF
categoria B para o uso durante a gestagdo, uma vez que estudos em camundongos e
coelhos, utilizando doses até 50 vezes superiores as administradas demonstraram
riscos ao feto, porém ndo ha estudos em humanos.

Foi desenvolvido a partir de anticoagulantes polissacarideos sulfatados, ap6s a
observacéo de que ao contrario destes, os dissacarideos sulfatados ndo apresentam a
atividade anticoagulante, mas tinha a capacidade de se ligar a proteinas do epitélio do
trato gastrointestinal, sendo a atividade antiulcerosa péptica dependente apenas do
grau de sulfatacdo. Inicialmente foi estudado e desenvolvido como droga antiulcerosa
gastroduodenal de efeito ndo sistémico, sendo um agente citoprotetor tépico com alta
afinidade pela mucosa gastrointestinal (Nagashima, 198la; Nagashima, 1981b;

Tarnawski et al, 1986; Rees, 1991; Jensen e Jensen, 1992).
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Apés sua administracdo, ocorre a dissociagdo do aluminio ao SCF, sendo o
aluminio logo absorvido, com eliminacdo renal (Nagashima e Yoshida, 1981;
Nagashima, 1981b; Haram et al, 1987; Pai et al, 1987; Nagashima et al, 1988;
Robertson et al, 1989; Santarelli et al, 2003). J4 o SCF, na forma de sucrose sulfatada,
ndo é absorvido pelo trato gastrointestinal, tornando-se altamente condensado e com
consisténcia viscosa, com capacidade de aderir tanto & mucosa normal quanto a
lesada, formando um complexo com o muco extracelular e agindo como barreira
protetora na superficie mucosa (Nagashima & Yoshida, 1979; Nagashima, 1981a;
Nagashima, 1981b; Bighley e Giesing, 1981; Nakazawa et al, 1981; Giesing et al,
1981, Steiner et al, 1982; Tarnawski et al, 1986; Ishimori, 1995). Tal aderéncia parece
associar-se a ligacdo i6nica das moléculas carregadas negativamente da droga as
proteinas carregadas positivamente do muco ou mucosa lesada (Nagashima &
Yoshida, 1979). Apesar das glicoproteinas do muco apresentarem carga negativa, elas
contém elementos como debris celulares, fibrina e outros componentes plasméticos que
as tornam eletricamente positivas, servindo de ligacdo ao SCF (Ishimori, 1995). Assim,
a ligacdo da droga € maior quanto mais inflamacao e lesao existir no tecido (Nakazawa
et al, 1981; Nagashima, 1981a; Nagashima, 1981b; Samloff, 1983).

Apresenta capacidade de prevencao de lesbGes gastricas agudas induzidas por
varios agentes ulcerogénicos em animais experimentais (Shimizu et al, 1968;
Harrington e Code, 1980; Harrington et al, 1981; Tesler e Lim, 1981; Okabe et al,
1983; Ligumskv et al, 1984; Hollander et al, 1985; Nagashima et al, 1988), com indice
de cura de doenca ulcerosa péptica comparavel aos bloqueadores de receptor H2 e
inibidores da bomba de prétons (Harrington et al, 1981; Tesler e Lim, 1981; Okabe et
al, 1983; Caldwell, 1985; Wu et al, 1985). E possivel que apresente também efeito em
longo prazo, uma vez que permite baixo indice de recidiva ulcerosa, apoiado por
diversos ensaios clinicos (Miyake et al, 1980; McHardy, 1981; Hollander, 1981; Marks et
al, 1991; Classen et al, 1983; Glise et al, 1985; Hallerback et al, 1985; Carling et al,
1985; Lam et al, 1987; Hui et al, 1989; Lam, 1989; Lam, 1991; Hui et al, 1992).
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O mecanismo de acdo do SCF ainda ndo se encontra totalmente elucidado. No
inicio acreditava-se ter maior efeito topico que sistémico, mas parece ser multifatorial,
sendo alguns mecanismos ja conhecidos . O complexo formado pelo sucralfato-muco
extracelular gera uma barreira a outras substancias como o &acido cloridrico, sais
biliares, e reduz a atividade da pepsina (Caspary, 1980; Marks et al, 1980; Yoshida et
al, 1980; Harrington et al, 1981; Nakazawa et al, 1981; McHardy, 1981; Nagashima,
1981a; 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). Além disso, o
SCF exerce funcao citoprotetora ao aumentar a producdo de muco por estimular a
producdo de mucinas, diminuir a degradacdo do muco pelo acido, aumentar a secrecao
de bicarbonato, aumentar a sintese de prostaglandina, diminuir a difusdo acida, além de
acelerar a renovacdo das células epiteliais (Nakazawa et al., 1981; Guslandi et al,
1983; Slomiany, Takagi et al, 1985; Guslandi, 1985; Konturek et al, 1986; Tarnawski et
al, 1986; Shea-Donohue et al, 1986; Crampton et al, 1987; Crampton et al, 1988;
Nagashima et al, 1988; Slomiany et al, 1989; Copeman et al, 1994; Banerjee et al,
1996). Tais efeitos ocorrem principalmente em meios &cidos, mas ja tendo sido
comprovado sua acdo em pH proximos ao 7 (Nagashima, 1981a; Graham et al, 1984;
Danesh et al, 1988). O SCF também apresenta atividade antioxidante, sendo capaz de
reduzir a formacdo de RLO produzidos por neutréfilos presentes no tecido inflamado
(Laudanno et al, 1990; Wada et al, 1997).

Acreditava-se que o SCF apresentava propriedades citoprotetoras semelhantes
as prostaglandinas (Okabe et al, 1983). O SCF demonstrou ser capaz, em lesbes
induzidas por alcool em camundongos, de elevar de forma dose dependente a
producao e liberacao de prostaglandina E2 (Hollander et al, 1984; Konturek et al, 1987),
com potente acao sobre receptores EP3, e consequente aumento da secrecédo de muco
(Scheiman et al, 1992; Devlin, 1997), reduzindo microssangramento mucoso (Konturek
et al, 1986). Este estimulo a producao de prostaglandina foi confirmado ao identificar-se
gue o efeito protetor do SCF era bloqueado pela administrag&o previa de indometacina,

um potente inibidor da cicloxigenase (prostaglandina H2 sintase) (Hollander et al, 1985).
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Outro mecanismo pelo qual o SCF acelera o processo de cicatrizagado epitelial €
a capacidade que a droga possui de aumentar o fluxo sanguineo na mucosa
gastrointestinal de forma dose dependente (Shea-Donohue et al, 1986; Chen et al,
1989).

O sucralfato é pouco absorvido pelo trato gastrointestinal (3 a 5%), ndo havendo
relatos de efeitos sistémicos. Essa pequena parcela € absorvida por metabolismo
hepatico, com relato na literatura de apenas um caso de hepatotoxicidade (Odeh e
Oliven, 2001). Entretanto pode haver alguma liberacdo de ions de aluminio e sulfato de
sacarose. Em experiéncias clinicas relatadas em bula pelo fabricante, os relatos de
reacfes adversas ao SCF foram minimas e raramente levaram a interrupcao do
tratamento. Em estudo com 2500 pacientes tratados com SCF via oral foram relatados
efeitos adversos em 4,7% dos casos sendo o mais frequente a constipacdo intestinal,
devido a liberacdo de ions negativos de aluminio (Petersen et al, 1989; McGraw e
Caldwell.1981).

Outros efeitos menos frequentes incluem nausea, prurido, sonoléncia, boca seca
e cefaléia. Ha relatos na literatura de bezoar secundario ao uso de SCF, com depdsito
do material em sondas enterais ou no estdtmago de idosos ou de recém-nascidos, na
maioria das vezes internados em unidades de terapia intensiva (Guy e Ollagnier, 1999).

A capacidade do SCF em promover barreira protetora e cicatrizacdo epitelial
estimulou seu estudo na colite actinica, demonstrando resultados promissores (Kochhar
et al, 1990; Kochhar et al, 1991; Kochhar et al, 1999; Gul et al, 2002; Denton et al,
2002b). Uma vez que se liga mais intensamente a epitélio lesado, tem apresentado
resposta proporcional a lesdo epitelial prévia ao tratamento, com estudos mostrando
melhores resultados nas lesbes mais extensas (O’Brien et al, 1997; Martenson et al,
2000; Kneebone et al, 2001; O’Brien et al, 2002; Kneebone et al, 2004). Com o0 mesmo
objetivo, estudos demonstraram bons resultados clinicos, endoscopicos e histologicos
no tratamento da colite actinica ndo restrita ao reto, agindo apdés administracao topica
ao estimular a cicatrizagcdo e formacdo de uma barreira protetora nas superficies
mucosas lesadas (Denton et al, 2002a), com melhora clinica e endoscépica apds o

uso do SCF em relagéo a anti-inflamatérios (Kochhar et al, 1999).
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Da mesma forma, SCF via retal em diferentes posologias mostrou-se mais
eficiente no tratamento da colite actinica que sulfassalazina associada a prednisolona,
com melhora clinica de 94% x 54%, e endoscopica de 71% x 47%, respectivamente,
apos seguimento de 4 semanas (Kochhar et al, 1999; Sanguineti et al, 2003; Phan et al,
2009). Tais resultados estimularam o uso de SCF em outras DIl que cursam com
formacdo de Ulceras epiteliais (Wright et al, 1999; Matsuu-Matsuyama et al, 2006;
Dehghani et al, 2012; Mendenhall et al, 2013).

Baseado no uso do SCF em doencas ulcerosas e associado ao fato da CE ser
um processo inflamatério, com formacdo de Ulceras, eventos de sangramento, e
diagnostico algumas vezes indistinguivel de outras DI, levantou-se a necessidade de
estudos para correlacionar a doenca e uma opcao terapéutica. Assim pensou-se que 0
uso de SCF poderia também apresentar bons resultados em seu tratamento.

Até recentemente o Unico estudo dos efeitos do SCF na mucosa doente dos
coOlons através da aplicacdo de enemas foi realizado em 2013. (Pereira et al, 2013).
Chaim et al, (2014) avaliou os efeitos da aplicacdo de enemas de SCF em modelo
experimental de CE, quantificando a producdo de mucinas totais nos segmentos
examinados, e relacionando-a tempo de exposicdo e a dose aplicada (Chaim et al,
2014). O autor demonstrou que o SCF foi capaz de manter a producéo de mucinas pela
mucosa coélica exclusa de transito quando comparado a animais submetidos a
intervencao com solucao salina.

Até a presente data, do melhor do nosso conhecimento, os efeitos do SCF com
aplicacdo em enemas na producdo de sulfomucinas e sialomucinas, principais
constituintes das mucinas acidas, ainda ndo foram mensurados em doentes ou modelos

experimentais de CE submetidos a intervencdo com SCF.
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3. OBJETIVOS

1- Quantificar o conteddo tecidual de mucinas acidas totais, sulfomucinas e
sialomucinas, na mucosa coélica desprovida de transito fecal submetida a intervencéo
com SCF,;

2- Verificar se o conteudo tecidual de sulfomucinas e sialomucinas no célon excluso de
transito intestinal submetido a intervencdo com SCF encontra-se relacionado a

concentracao utilizada;

3- Verificar se o conteudo tecidual de sulfomucinas e sialomucinas no célon excluso de
transito intestinal submetido a intervengédo com SCF encontra-se relacionado ao tempo

de intervencéo adotado.
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4. METODO

Este estudo obedeceu as recomendacdes da lei Federal N°. 11.794 e as
orientag6es do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). O Projeto de
Pesquisa recebeu a aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais em Pesquisa da
Universidade Francisco (Projeto N° 22.11/07)

4.1. Animais de experimentagéao

Foram utilizados 36 ratos Wistar machos, pesando entre 300 e 350 g
provenientes do Biotério Central da Universidade Séo Francisco.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, em ambiente climatizado,
com controle de temperatura, luminosidade, umidade e ruidos. Na véspera da
intervencao cirargica, permaneceram em jejum durante 12 horas, exceto para agua. As
gaiolas foram identificadas com o numero, grupo e subgrupo experimental a que
pertenciam e esses mesmos dados foram tatuados com tinta da China, na cauda de
cada animal.

Os ratos foram alimentados sempre com a mesma racao, prépria para roedores,
e pesados semanalmente.

Nenhum animal morreu ou foi substituido durante o estudo.

4.2. Técnica Cirargica

A derivacao do transito intestinal em todos os animais foi realizada sob anestesia
geral pela administracdo intraperitoneal de 0,1 mL/100 g de 1:1 (v/v) solucdo de
quetamina (50 mg/mL) e xilazina (20 mg/mL). Depois de anestesiados e fixos a mesa
cirdrgica, a cavidade abdominal foi aberta por incisao longitudinal mediana com 3 cm de
extensdo. A secc¢do do coélon foi realizada 2 cm a jusante do ceco. Apos a ligadura dos
vasos da arcada marginal, seccionou-se 0 célon direito no ponto escolhido,
exteriorizando-se 0 segmento proximal, como colostomia terminal na fossa iliaca direita,
fixando-se a colostomia a pele com pontos separados de fio absorvivel monofilamentar

5-0 nos quatro pontos cardinais, e entre eles. Concluida a fixacdo da colostomia
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proximal, o segmento caudal do célon direito foi cateterizado e irrigado com 40 mL de
solucéo fisiolégica 0,9% (SF) a 37°C, até que o efluente drenado pelo anus ndo mais
apresentasse residuos fecais. Terminada a irrigacdo, o cateter foi removido e o célon
distal exteriorizado como uma fistula mucosa distal no hipocéndrio direito. O estoma
distal foi fixado com a mesma técnica utilizada no proximal. A sintese da parede
abdominal foi realizada em dois planos de sutura: peritbnio e aponeurose com pontos

continuos de fio de nylon 4-0 e a pele com pontos separados com o mesmo fio.

4.3. Grupos experimentais

A Figura 2 mostra o algoritmo de formacdo dos grupos experimentais. Os 36
animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos experimentais com 12 ratos
cada. O primeiro grupo recebeu enemas retais diarios contendo solucao fisiolégica a
0,9% (grupo controle). O segundo e o terceiro (grupos experimentais), receberam,
diariamente, enemas contendo SCF (EMS do Brasil Ltda., Sdo Paulo, Brasil) em duas
concentracbes diferentes: SCF1 1,0 g/kg/dia (SCF1) e 2,0 g/kg/dia (SCF2),
respectivamente. Em cada um dos grupos, seis animais foram sacrificados apés duas

semanas e 0s outros seis apds quatro semanas de intervencao.

36
animais

Controle SCF 1g/Kg SCF 2g/kg
n=12 n=12 n=12

4 semanas
n=6

2 semanas
n=6

4 semanas
n=6

2 semanas
n=6

4 semanas
n=6

2 semanas
n=6

Figura 2- Subdiviséo dos grupos experimentais
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4.4. Coleta de Amostras

Duas ou quatro semanas apos a interven¢do com as substancias propostas, 0s
animais pertencentes a cada grupo foram anestesiados com a mesma técnica descrita
anteriormente. A cavidade abdominal foi reaberta, removendo-se todo célon submetido
a irrigacdo com as solucdes de intervencdo nas concentracdes propostas. O espécime
extirpado foi aberto longitudinalmente pela borda antimesentérica, lavado com SF a
37°C e dividido longitudinalmente em dois fragmentos com 4 cm de comprimento. Os
fragmentos longitudinais foram sempre retirados de uma distancia padronizada e
localizada 2 cm acima da placa de Peyer. Os dois fragmentos foram fixados com
alfinetes em fragmento de cortica com a superficie mucosa voltada para cima e,

encaminhados para estudo histologico e histoquimico.

4.5. Analise histoldgica

Os fragmentos removidos foram submersos em solugdo tamponada de
formaldeido a 10% (Sigma, St. Louis, MO, USA) por 24 horas, desidratados por
exposicao a concentracdes crescentes de alcool e emblocados em parafina. De cada
bloco dois cortes histolégicos com 5 um de espessura foram realizados para montagem
de laminas. Ap6s montadas, os espécimes foram clareados, reidratados e corados
pelas técnicas da hematoxilina-eosina (HE), para o diagndstico de colite, e pelo azul de
Alcian (AB) para a identificagdo das mucinas acidas, segundo técnica anteriormente
descrita (Nonose et al 2009). Do mesmo modo a expresséao tecidual de sialomucinas e
sulfomucinas foi avaliado pela técnica histoquimica da diamina de ferro alto alcian-blue
(HID-AB) com metodologia, também anteriormente descrita. Com essa técnica as
sulfomucinas coram-se em marrom enguanto as sialomucinas em azul.

As laminas foram analisadas em microscépio optico (Eclipse DS-50, Nikon Inc.,
Osaka, Japan), por um patologista experiente em DII, que nédo tinha conhecimento da
origem do material e dos objetivos do estudo. Foram realizadas fotografias utilizando
sistema digital de videocaptura (DS-Fi-50; Nikon Inc., Osaka, Japan) previamente
acoplado ao microscépio. Para o diagnostico de CE foram considerados os seguintes

parametros histologicos: perda de superficie epitelial (ulceracdes epiteliais), abscessos
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em criptas cdlicas, intensidade do infiltrado inflamatério e presenca de fibrose epitelial,
atribuindo de uma a quatro cruzes (0 = ausente; + = leve; ++ = moderada e +++ =
grave) para cada variavel, que quando somadas formavam o escore de graduacao
inflamatoria para a presenca de colite. A leitura das laminas foi realizada com
magnificacao final de 200x e sempre feita em local onde existissem pelo menos trés
glandulas célicas integras e. Adotou-se como resultado final para o escore inflamatorio,

em cada animal, a média obtida apés a leitura de trés campos distintos.

4.6. Quantificacdo do conteddo de mucinas acidas

Para quantificacdo do contetado de mucinas &cidas tecidual utilizou-se o sistema
de andlise de imagens NIS-Elements® (Nikon Inc., Japan), versdo 3.0. O programa
através de histogramas de cor no sistema RGB (red, green, blue) determinava a
intensidade da coloracdo escolhida (no caso azul claro que é a cor cujas mucinas
acidas se expressam quando se coram as laminas pelo AB) em numero de pixels por
cada campo selecionado, transformando o contelddo de final de mucinas &acidas
encontradas em valores percentuais por campo (%/campo). A presenca de
sulfomucinas e sialomucinas foi quantificada com mesma técnica nas mesmas
glandulas. Da mesma forma, a leitura foi feita em campo focal que apresentasse trés
glandulas integras e contiguas e o valor final considerado para o conteido das mucinas

em cada animal foi a média obtida ap6s a leitura de trés campos histolégicos.

4.7. Analise Estatistica
O conteudo tecidual de mucinas acidas, sulfomucinas e sialomucinas foi descrito
segundo o valor médio encontrado com o respectivo erro padréo. A comparacao entre
os grupos foi avaliada pelo teste de Mann-Whitney e a variancia pelo teste ANOVA com
pos-teste de Tukey. Em ambos os testes adotou-se nivel de significancia de 5%

(p<0,05), utilizando-se o programa Biostat® versao 5.0.
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5. RESULTADOS

A figura 3A mostra segmento obtido do colon irrigado com SF 0,9% por 4
semanas, enquanto a figura 3B o colon irrigado com SCF na concentracdo de
2,0g/kg/dia pelo mesmo periodo de tempo. Verifica-se que nos animais do grupo
controle existe perda epitelial evidente, formacédo de ulceracdes epiteliais e desarranjo
no alinhamento das glandulas célicas, enquanto nos animais submetidos a intervencao
com SCF 2,0g/kg/dia, a superficie epitelial encontra-se preservada, as criptas intestinais
apresentam-se alinhadas, com padrao 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 do ponto de vista histologico
por um aumento na intensidade de coloracdo sobre a porcdo luminal das células

epiteliais.

Figura 3- A: Mucosa do colon desprovido de transito apo6s irrigacdo com SF 0,9% por 4 semanas (HE-
100x). B: Mucosa do céllon desprovido de transito apds irrigacdo com SCF na concentracdo de

2,0g/kg/dia por 4 semanas. Camada de SCF recobrindo a superficie mucosa (seta preta) (HE-200x).

A figura 4 mostra os escores inflamatorios encontrados nos segmentos
desprovidos de transito fecal apos a intervencdo com SF 0,9%, SCF 1,0 g/kg/dia e 2,0
g/kg/dia, por duas e quatro semanas. Os resultados mostram que a intervencdo com

SCF na concentracdo de 2,0 g/kg/dia no célon desprovido de transito reduz o escore
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inflamatério apos quatro semanas de irrigagdo quando comparado aos animais do

grupo controle (p = 0,03).

3.5 +

25

1.5 +

Escore inflamatorio (média)

0.5

Proximal Controle SCF1,0g/kg SCF 2,0 g/kg Proximal Controle SCF1,0 glkg SCF 2,0 glkg

2 semanas 4 semanas

Figura 4 — Escore inflamatério no colon proximal e sem transito fecal dos animais dos grupos controle
(SF 0,9%), SCF1 (SCF 1,0g/kg/dia) e SCF2 (2,0 g/Kg/dia) por duas e quatro semanas. * = significante <
0,05 (SCF2 x Controle — 4 semanas; ** = significante <0,01 Proximal < Controle, SCF1 e SCF2). Teste de
Mann-Withney.

A figura 5 mostra o conteddo de mucinas &cidas totais encontrados nos
segmentos desprovidos de transito fecal apds a intervencdo com SF 0,9%, SCF
1,0g/kg/dia e 2,0 g/kg/dia, por duas e quatro semanas. Os resultados mostram que a
intervencdo com SCF na concentracao de 1,0g/kg/dia e 2,0g/kg/dia no colon desprovido
de transito aumenta significativamente o conteddo de mucinas acidas apds duas e
quatro semanas de irrigacdo quando comparado aos animais do grupo controle (p <
0,01).
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Figura 5 — Conteddo tecidual de mucinas acidas no célon proximal e sem transito fecal dos animais dos
grupos controle, SCF1 e SCF2 submetidos a intervencao didria com SCF por 2 e 4 semanas. ** = p<0,01
(SCF1 x Controle; SCF2 x Controle); t1 = p<0,01 (SCF1 x SCF2). Teste de Mann-Withney.

A figura 6 mostra o conteddo de sulfomucinas encontrados nos segmentos
desprovidos de transito fecal apos a intervencdo com SF 0,9%, SCF 1,0g/kg/dia e 2,0
g/kg/dia, por duas e quatro semanas. Os resultados mostram que a intervengcdo com
SCF na concentracdo de 1,0g/kg/dia aumenta o conteddo de sulfomucinas quando
comparado ao colon provido de transito e ao coélon sem transito irrigado com SF.
Verificou-se que a irrigacdo com SCF 2,0g/kg/dia no célon desprovido de transito
aumenta significativamente o contetudo de sulfomucinas apés duas e quatro semanas
de irrigacdo quando comparado ao coélon proximal e ao célon distal dos animais do

grupo controle (p <0,01).
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Figura 6 — Conteudo tecidual de sulfomucinas nos animais dos grupos célon proximal, controle, SCF1 e
SCF2 submetidos a intervencéo diaria com SCF por 2 e 4 semanas. ** = p<0,01 (SCF1 x Controle; SCF2
x Controle). Teste de Mann-Withney

A figura 7 mostra o conteldo de sialomucinas encontrados nos segmentos
cOlicos com transito fecal e nos desprovidos de transito apos a intervencdo com SF
0,9%, SCF 1,0g/kg/dia e 2,0 g/kg/dia, por duas e quatro semanas. Os resultados
mostram que a intervencdo com SCF na concentracdo de 1,0g/kg/dia e 2,0g/kg/dia no
cblon desprovido de transito aumenta significativamente o contetdo de sialomucinas
apos duas e quatro semanas de irrigacdo quando comparado aos animais do grupo
controle e do grupo do segmento proximal do célon, e que existe relagdo com a
concentragdo utilizada apds duas semanas (p < 0,01) e quatro semanas (p<0,05). O
segmento provido de transito apresenta conteudo de sialomucinas maior que o célon

sem transito submetido a intervencdo co SF 0,9%.
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Figura 7 — Conteldo tecidual de sialomucinas nos animais dos grupos célon proximal, controle, SCF1 e
SCF2 submetidos a intervencao didria com SCF por 2 e 4 semanas. ** = p<0,01 (SCF1 x Controle; SCF2
x Controle); 1 = p<0,01 (SCF2 x SCF1) apos duas semanas; T = p<0,05 (SCF2 x SCF1) apés 4
semanas.Teste de Mann-Withney.

A tabela 1 mostra em média com respectivo erro padrao a variacdo no contetdo
de mucinas acidas, sulfomucinas e sialomucinas nos animais submetidos a intervencgao
com SF 0,9%, SCF1,0 g/kg/dia e 2,0g/kg/dia segundo o tempo de intervencédo (2 ou 4

semanas).
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Tabela 1 - Variacdo do conteudo de mucinas acidas, sulfomucinas e
sialomucinas no célon com transito e sem transito dos animais submetidos a

intervencao com SF 0,9%, SCF1 e SCF2 apés duas e quatro semanas.

Média + Erro padrao

Mucinas acidas 2 semanas 4 semanas p
Proximal 19,30+0,98 21,45+1,2 NS
SF 0,9% 15,91+0,86 15,53+1,00 NS
SCF1 20,36+0,63 21,33+0,91 NS
SCF2 28,99+1,30 29,06+1,65 NS
Sulfomucinas

Proximal 9,90+1,01 9,70+0,94 NS
SF 0,9% 17,46+2,30 23,68+1,90 <0,05*
SCF1 22,93+1,93 22,57+1,70 NS
SCF2 24,95+2 .20 23,65+1,00 NS
Sialomucinas

Proximal 3,14+0,34 3,77+0,41 NS
SF 0,9% 0,97+0,04 1,32+0,07 NS
SCF1 6,74+0,65 7,19+0.63 NS
SCF2 10,53+0,81 8,72+0,70 <0,05*

NS = néo significante; *=significante (p<0,05).
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6. DISCUSSAO

O SCF é um complexo formado pela associacdo do dissacarideo octosufalto de
sacarose com o0 hidroxido de polialuminio (Volquin et al, 1993). O farmaco é
considerado um agente citoprotetor sendo utilizado ha décadas para o tratamento dos
processos inflamatérios do es6fago, estbmago e duodeno (Lam et al, 1987).
Demonstrou-se que a acgao citoprotetora do SCF no epitélio gastrointestinal ocorre por
diferentes mecanismos (Deplancke e Gaskins, 2001; Gaudier et al, 2009). O SCF
aumenta a espessura da camada de muco que recobre a mucosa gastrointestinal,
incrementa o fluxo sanguineo a mucosa, preserva a viabilidade celular, estimula a
producdo de prostaglandinas e de fatores de crescimentos enddgenos relacionados a
reparacdo tecidual (Ress, 1991). Portanto, € provavel que o SCF possua duplo
mecanismo de acdo, em parte relacionado a interacdo direta da substancia ou de seus
componentes com a superficie lesada dos tecidos e, em parte, pelos efeitos
estimulantes da reparacao tecidual (Ress, 1991).

O SCF ao estimular a producédo de mucinas pelas células caliciformes auxilia na
protecdo conferida pela camada de muco que recobre a mucosa intestinal e que
representa a primeira linha de defesa contra agressdo por diferentes agentes
biolégicos, fisicos ou quimicos existentes na luz intestinal (Ress, 1991). Quando em
contato com ulceracBes epiteliais da mucosa do trato digestivo o SCF adere-se
firmemente a albumina e ao fibrinogénio existentes na superficie cruenta formando um
complexo estavel e insoluvel que recobre e protege a ulceracdo, funcionando como
uma verdadeira barreira mecanica. O SCF acelera a reparacdo dos tecidos por
estimular a migracado de fibroblastos para o local onde existe a erosdao na mucosa
gastrointestinal (Robertson et al, 1989). Esses dois efeitos encontram-se relacionados a
capacidade que a substancia possui em estimular a producdo de mucinas, PGE2 e
FCE. O aumento na producdo de PGE2, principal metabdlito da COX-1 e COX-2, é
capaz de regular a angiogénese local, a motilidade e a sobrevivéncia de células
epiteliais e esse efeito € dose dependente (Slomiany et al 1994). Slomiany et al, (1989)

avaliaram experimentalmente a influéncia da administracdo do SCF sobre o conteudo,
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composicdo e propriedades fisicas do muco que recobre a mucosa gastrica.
Observaram a espessura da camada de muco, viscosidade e o conteido de mucinas.
Constataram que o SCF foi capaz de aumentar em 8% a espessura da camada de
muco e 1,9 vezes sua viscosidade. Quando analisaram a producdo das mucinas acidas
verificaram um aumento significativo na producdo, com um aumento de 63% nas
sulfomucinas e 81% nas sialomucinas (Slomiany et al, 1989). Esses resultados
sugerem que os efeitos terapéuticos do SCF também estdo relacionados a sua
capacidade de aumentar o conteddo de mucinas acidas presentes camada de muco
gue recobre o trato gastrointestinal e, em particular, das sialomucinas (Slomiany et al,
1994).

O SCF apresenta ainda, notavel acdo antioxidante por inibir a producédo do
radical superéxido e favorecer a remocao tecidual de RLO formados durante a
inflamacgéo epitelial (Slomiany et al, 1994). Laudano et al, (1990) expondo a mucosa
gastrointestinal de ratos ao H,O,, potente formador de RLO, mostraram que o SCF
apresentou acdo antioxidante, protegendo a mucosa nao soO pela presenca do sulfato
de aluminio na sua composicdo, como levando ao incremento da sintese de mucinas e
prostaglandinas enddgenas.

As bases fisiopatoldgicas para o desenvolvimento da CE ainda ndo se encontram
totalmente esclarecidas (Villanacci et al, 2007). Entretanto, a maioria dos autores
acredita que etiopatogenia da CE esteja relacionada a deficiéncia no fornecimento de
AGCC a mucosa célica exclusa do transito intestinal (Wong et al, 2006). Essa
possibilidade é sustentada pelos resultados de estudos mostrando que a deficiéncia no
fornecimento de AGCC, as células da mucosa célica desprovida de transito intestinal,
relaciona-se ao desenvolvimento da CE, enquanto o restabelecimento do transito fecal
ou a irrigacao dos segmentos exclusos com AGCC melhora os sintomas e regridem as
alteracdes endoscopicas e histoldgicas encontradas na doenca (Nassri et al, 2008).
Apesar do importante papel representado pela manutencéo do suprimento de AGCC
para evitar o desenvolvimento da CE, os mecanismos moleculares que ocasionam a
lesdo epitelial vém sendo compreendidos apenas mais recentemente (Martinez et al,

2010). Do ponto de vista molecular, estudos experimentais demonstraram que a lesao
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epitelial decorrente da falta no suprimento de AGCC é decorrente do estresse oxidativo
tecidual ocasionado pela maior producdo de RLO num local sabidamente deficiente em
sistemas enzimaticos antioxidantes (Laudano et al, 1990). Uma série de estudos
experimentais confirmaram que existe uma producdo aumentada de RLO pelas células
mucosa colica desprovida de transito (Martinez et al, 2010; Caltabiano et al, 2011;
Cunha et al, 2011). A maior producdo dos radicais superoxido, hidroxila, e &cido
hipocloroso acabam lesando os diferentes sistemas de defesa da mucosa cdlica, onde
a camada de muco que recobre o epitélio intestinal possui papel relevante (Pravda,
2005). O dano ocasionado a esses sistemas de defesa possibilitam a migragédo de
antigenos e bactérias existentes na luz intestinal para a intimidade das camadas
estéreis da parede cdlica desencadeando o processo inflamatério encontrado na CE
(Nonose et al, 2009; Martinez et al, 2010). Essa possibilidade foi confirmada com os
resultados de estudo experimental mostrando que é possivel desencadear o
aparecimento de lesdes epiteliais semelhantes as encontradas na CE pela aplicacao de
enemas com H,O,, um potente doador de RLO (Marques et al, 2010). A possibilidade
gue os RLO sejam as moléculas responsaveis pelo aparecimento da CE ganhou maior
respaldo apdés demonstrar-se que a aplicagdo de enemas no célon excluso com
substancias antioxidantes, como o 5-ASA, n-acetilcisteina e polifendis encontrados no
extrato aquoso de llex paraguariensis sao eficazes na recuperacdo epitelial e,
consequentemente no controle da doenca (Cunha et al, 2011; Almeida et al, 2012;
Caltabiano et al, 2011; Wong et al 2006).

Pouco se sabe em relacdo ao padrdo de expressao e do conteudo tecidual de
mucinas nas glandulas da mucosa do coélon excluso de transito intestinal que
desenvolve CE (Kelli et al, 1997; Nonose et al, 2009; Martinez et al, 2010). De modo
geral, os resultados desses estudos mostraram que a derivagdo do transito modifica o
padrdao de expressdo e reduz o conteudo tecidual de mucinas neutras e acidas
existentes nas glandulas da mucosa colica desprovida do suprimento de AGCC (Kelli et
al, 1997; Nonose et al, 2009; Martinez et al, 2010). Estudos mais recentes sugerem que
0 estresse oxidativo resultante da exclusao intestinal, também possa ser o mecanismo

molecular responsavel por essas alteracdes (Nonose et al., 2009; Martinez et al, 2010).
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Quando se mensurou o conteudo de mucinas neutras e acidas presentes nas glandulas
do célon provido e desprovido de transito verificou-se que existe reducdo significativa
do conteudo de mucinas acidas nos segmentos sem transito fecal (Nonose et al, 2009).
Posteriormente, com objetivo de avaliar se essa reducdo estava relacionada a um
subtipo de mucinas (sulfomucinas ou sialomucinas) constatou-se que apesar de ocorrer
reducdo de ambos o0s subtipos nos segmentos coélicos exclusos de transito, essa
reducdo se dava principalmente a custa das sialomucinas (Martinez et al, 2010). Os
autores também encontraram uma relacdo entre a reducdo no conteudo tecidual de
mucinas acidas e maiores niveis de RLO no colon excluso (Nonose et al, 2009;
Martinez et al, 2010a; Martinez et al, 2010b).

Quando se considera que o SCF além de estimular a producdo de mucinas
possui atividade antioxidante parece-nos 6bvio que a substancia possa ser util no
tratamento da CE. Todavia, até a presente data, do melhor do nosso conhecimento,
apenas dois estudos avaliaram os efeitos da aplicacdo se SCF em modelo experimental
de CE (Pereira et al, 2013; Chaim et al, 2014). Os resultados encontrados no primeiro
estudo mostraram que aplicacéo de clisteres no célon excluso, contendo concentracdes
crescentes de SCF reduziu a perda epitelial da mucosa célica, diminuiu a formacao de
Ulceras epiteliais, dificultou a formacdo de abscessos nas criptas célicas e reduziu o
infiltrado inflamatério mucoso (Pereira et al, 2013). Os autores sugerem que a aplicacao
topica (por clisteres) de SCF no célon excluso € eficaz no tratamento das alteracdes
histol6gicas encontradas na CE. Um segundo estudo experimental, recentemente
publicado, os autores mediram o conteddo total de mucinas neutras e acidas nas
glandulas célicas comparando segmentos desprovidos de transito fecal submetidos a
intervencdo com solugdo salina ou concentracdes crescentes de SCF por 2 e 4
semanas (Chaim et al, 2014). Os resultados mostraram que nos animais submetidos a
aplicacdo de enemas com SCF no célon desprovido de transito houve aumento
significante do conteudo tecidual de mucinas &cidas nas glandulas colicas e melhora
da inflamacao tecidual (Chaim et al, 2014). Os autores constataram ainda, que nos
animais submetidos a intervencdo com SCF o aumento no conteudo glandular de

mucinas acidas é dose-dependente, porém ndo se modifica com o tempo de
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intervencdo. Concluiram que a aplicacdo de enemas contendo SCF é eficaz no
tratamento da CE, por estimular a producdo de mucinas &cidas conferindo maior
protecdo ao epitélio intestinal (Chaim et al, 2014). Apesar de ndo terem avaliado os
niveis de estresse oxidativo tecidual, os autores sugerem que o SCF possa apresentar
uma agao antioxidante.

Quando se consideram o0s principais subtipos de mucinas acidas sintetizados
pelas glandulas do epitélio cdlico, apenas dois estudos experimentais avaliaram o
conteudo tecidual de sulfo e sialomucinas em modelos de CE (Keli, et al, 1997,
Martinez et al, 2010). Em ambos estudos verificou-se que com o progredir do tempo de
exclusdo intestinal existe desaparecimento das sialomucinas, principalmente nas
porcdes germinativas das glandulas codlicas (Keli et al, 1997; Martinez et al, 2010). Os
autores atribuem esse desaparecimento das sialomucinas a intensa renovacao celular
decorrente da constante necessidade de repor as células especializadas, localizadas na
superficie mucosa, pelo intenso processo inflamatério. Apesar das evidéncias clinicas
e experimentais mostrando que a aplicacdo de enemas com SCF possa ser benéfica
para o tratamento da CE, nenhum estudo clinico ou experimental verificou se os efeitos
terapéuticos da substancia possam estar relacionados ao estimulo da sintese de
sulfomucinas e sialomucinas pelas células da mucosa célica sem transito intestinal.
Quando se considera este ponto de vista o presente estudo é inédito na literatura

Ao analisamos os resultados encontrados no presente estudo, semelhante ao
anteriormente descrito, confirmamos que a aplicacdo diaria de clisteres com SFC no
colén excluso de transito diminui a intensidade da inflamacg&o da mucosa célica apenas
quando se utiliza concentragbes mais elevadas da substéncia e por tempo mais
prolongado. Adotando a escala de escore proposta verificamos que nos animais
submetidos a intervencdo com SCF existe reducgéo significativa no grau de inflamagéo
tecidual apenas quando utilizamos a dose de 2,0g/kg/dia por 4 semanas. Portanto, o
efeito do SCF mostrou-se diretamente relacionado a concentracdo e ao tempo de
intervencdo proposto. Estes achados confirmam os resultados de estudo anterior
(Chaim et al., 2014).
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Quando comparamos o escore de graduacdo inflamatdria no célon sem transito
submetido a intervencdo com SCF com o cdlon provido de transito fecal verificamos
que, independente da dose empregada, o grau de inflamacéo tecidual foi menor no
colon com transito preservado. Este resultado parece confirmar a importancia do
suprimento regular de AGCC para manutencdo da integridade epitelial. Apesar da
intervencdo com SCF melhorar o escore inflamatério, quando comparado com os
animais submetidos a intervencdo com SF0,9%, ainda existe algum grau de inflamacé&o
na mucosa colica. E possivel que essa melhora possa estar relacionada a protecéo
mecanica, ao estimulo na producdo de mucinas e aos efeitos antioxidantes do SCF.
Contudo, nossos resultados sugerem que a aplicagdo isolada do SCF sem
oferecimento concomitante de solucfes ricas em AGCC ainda néo € suficiente para
reduzir o grau de inflamacdo mucosa a niveis semelhantes aos existentes no colon
provido de transito. Esses achados parecem confirmar a importancia do conteudo
intestinal e da flora bacteriana existente na luz do célon para a manutencdo da
integridade do epitélio intestinal (Souza et al, 2008).

Neste estudo, optamos por realizar a intervencao por um periodo maximo de 4
semanas, pois revisando a literatura especializada constatamos que esse € o periodo
de tempo mais adotado nos estudos anteriores (Marques et al, 2010; Cunha et al, 2011;
Almeida et al, 2012; Caltabiano et al, 2011; Pereira et al, 2013; Chaim et al, 2014).
Entretanto, € sabido que o processo inflamatério na mucosa cdlica piora com o decorrer
do tempo de exclusédo de transito fecal (Martinez et al, 2010). Novos estudos, avaliando
os efeitos do SCF na melhora da inflamacéo tecidual, adotando um periodo de exclusao
maior, ainda sdo necessarios para verificar se a aplicacdo de enemas contendo SCF,
por periodos mais prolongados é capaz de melhora a inflamacdo mantendo resposta
clinica sustentada. Ndo obstante a falta de estudos em modelos de CE, autores que
utilizaram o SCF em portadores de colite actinica e colite ulcerativa mostraram que 0s
efeitos anti-inflamatorios e a recuperacao epitelial tornaram-se mais evidentes com o
progredir do tempo de aplicagao (Kochhar et al, 1990; Wrigth et al, 1999). No momento,

estamos avaliando os efeitos do SCF no célon submetido a exclusdo do transito por
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12,18 e 36 semanas. Os resultados iniciais parecem confirmar a relagédo entre melhora
do grau de inflamacéao epitelial e o tempo de intervencao.

Verificamos que a aplicacdo de clisteres contendo SCF na concentracédo de 2,0
g/kg/dia aumentou significativamente o conteudo total de mucinas acidas no célon sem
transito fecal quando comparado aos animais do grupo tratado com SF 0,9%. Estes
resultados confirmam os achados de estudo anteriormente publicado (Chaim et al,
2014). A aplicacéao de clisteres com SCF na concentracdo de 2,0 g/kg/dia aumentou
significativamente o contetdo total de mucinas acidas no coélon sem transito fecal
quando comparado aos segmentos colicos com transito intestinal preservado. Esses
achados sugerem que o SCF em dose elevadas estimule a producdo de mucinas pela
mucosa colica. Quando utilizamos concentragcdes menores de SCF (1,0 g/kg/dia)
verificamos que houve aumento no conteddo de mucinas acidas em relacdo aos
animais que sofreram intervengao com SF 0,9%. Todavia, ndo encontramos diferenca
no conteddo total de mucinas acidas quando utilizamos a concentracdo de 1,0 g/kg/dia
comparada ao coldn provido de transito, independente do tempo de intervencdo. Desse
modo constatamos que o0 aumento no contelddo de mucinas &cidas nos animais
submetidos a intervencdo com SCF encontra-se diretamente relacionado a dose
utilizada. Varias sao as explicacdes possiveis para explicar a acdo do SCF no conteudo
de mucinas acidas nas glandulas da mucosa célica desprovida de transito fecal. O SCF
€ capaz de estimular a producdo de mucinas pelo epitélio colico. A substancia
apresenta efeito mecéanico protetor sobre a mucosa colica dificultando o contato e
penetracdo de antigenos e bactérias nas camadas estéreis da parede intestinal
diminuindo com isso a agressao oriunda do limen célico e, consequentemente, o dano
epitelial. O SCF pode apresentar eventual efeito antimicrobiano no célon submetido a
intervencao, reduzindo a populagcao bacteriana e a possibilidade de invasdo das demais
camadas da parede colica reduzindo dessa forma, o processo inflamatério. Como o
SCF apresenta efeitos estimulantes a producdo de PGE2, FCE, além de aumentar o
fluxo sanguineo local, é possivel que o aumento na producdo de mucinas acidas possa
estar relacionado a essas propriedades da substancia. Outra possibilidade é que a

fracdo glicidica da molécula de SCF possa estar agindo como substrato energético
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estimulando as células das glandulas da mucosa a sintetizar mais mucinas o que nao
ocorre no célon irrigado com solucao salina. No momento, estamos avaliando a flora
bacteriana no coélon excluso submetido a intervencdo com SCF para verificar se a
substancia possui acdo antimicrobiana.

Estudos anteriores mostraram que o0 conteddo de sulfomucinas diminui
significativamente nos segmentos desprovidos de transito intestinal quando comparado
aos segmentos com transito preservado (Martinez et al, 2010). No presente estudo
encontramos aumento no conteudo de sulfomucinas nos animais submetidos a
intervencdo com SCF, independente da dose empregada e do tempo de intervencao,
quando comparado com o célon provido de transito intestinal. Esse achado sugere que
a substancia é capaz de aumentar a sintese desse subtipo de mucina acida. Quando
comparamos o efeito do SCF em relacdo aos segmentos sem transito submetidos a
intervencdo com SF 0,9%, verificamos que o aumento das sulfomucinas estava
relacionado ao emprego de concentracdo mais elevada. Quando se considera os
resultados encontrados em estudos anteriores mostrando que a exclusédo fecal impde
uma reducédo significativa na producdo de sulfomucinas nos segmentos exclusos de
transito fecal, os resultados do presente estudo mostram que o SCF é uma substancia
capaz de estimular a producdo de sulfomucinas pelas células da mucosa célica
(Martinez et al, 2010). Do ponto de vista pratico, o0 aumento da eficiéncia da barreira
mucosa epitelial favorece a protecdo mucosa contra agentes agressivos provenientes
da luz intestinal.

Utilizando um modelo experimental semelhante ao utilizado neste estudo
demonstrou-se anteriormente que a exclusdo fecal ocasiona o desaparecimento das
sialomucinas no epitélio intestinal (Martinez et al, 2010). No presente estudo,
verificamos que o SCF aumentou expressivamente o conteudo tecidual de
sialomucinas, justamente o subtipo de mucina acida que apresenta a maior reducao no
colon excluso (Martinez et al, 2010). Estudos anteriores ja chamavam a atencéo para o
fato de que o SCF estimula, principalmente, a produ¢do das mucinas ricas em &cido
sidlico (Slomiany et al, 1989). Como as mucinas &cidas sdo encontradas nas porgoes

germinativas das glandulas colicas é possivel que o SCF, protegendo as células
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especializadas localizadas na porcdo apical das glandulas cdlicas, diminua a
necessidade de renovacao celular na zona germinativa (regido rica em sialomucinas)
mantendo a producdo de sialomucinas estavel. E possivel que a molécula do SCF
tenha maior afinidade pelas células ricas em sialomucinas e estimule de um modo mais
eficiente as células produtoras desse subtipo de mucina acida (Slomiany et al, 1989). E
possivel que o aumento maior na producdo de sialomucinas esteja relacionado a maior
producdo de PGE2 e FCE substancias relacionadas ao estimulo proliferacédo celular na
zona germinativas das criptas intestinais. Estudos histologicos e bioquimicos avaliando
0 conteudo tecidual de PGE2 e FCE, em animais submetidos a derivacéo intestinal e
tratados com SCF ainda sdo necessarios para avaliar essa possibilidade.

E sabido que o SCF apresenta atividade antioxidante e que a derivacéo intestinal
aumenta significativamente a producdo de RLO (Laudanno et al, 1990; Wada et al,
1997; Martinez et al, 2010). Da mesma forma como foi demonstrado com outras
substancias com atividade antioxidante (5-ASA, n-acetilcisteina e extrato aquoso de llex
paraguaiensis) € possivel que o SCF também possua aos mesmos efeitos
antioxidantes sobre a mucosa exclusa de transito, impedindo a agresséao epitelial por
RLO e a infiltragdo neutrofilica (Cunha et al, 2011; Almeida et al, 2012; Caltabiano et al,
2011). Os resultados de estudo ainda néo publicado onde mensuramos os niveis de
estresse oxidativo tecidual, pela dosagem de malondialdeido, e a intensidade da
infiltracdo neutrofilica, pelos niveis teciduais de mieloperoxidase, mostraram que a
intervencdo com SCF reduziu os niveis de lipoperoxidacdo de membranas (estresse
oxidativo) assim como a infiltracdo neutrofilica. Esses achados parecem confirmar a
acao antioxidante do SCF na CE. Cabe destacar que esses efeitos mostraram-se
relacionados a melhora da agresséo epitelial e ao aumento do conteudo tecidual de
mucinas acidas, particularmente de sialomucinas.

Como se observa, todos esses questionamentos ainda merecem estudos
complementares, pois ainda existem davidas com relagdo aos mecanismos de agéo do
SCF no cdlon excluso, ndo obstante, os resultados do presente estudo mostrarem que

a aplicagdo tépica da substancia melhora o processo inflamatério e aumenta a
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producdo de mucinas 4cidas, justamente o tipo de mucina mais reduzido apés a
exclusao do transito intestinal em modelos de CE (Martinez et al, 2010).

Do ponto de vista pratico o resultados encontrados sugerem que a aplicacao de
clisteres contendo SCF pode ser considerada uma estratégia valida para o tratamento
da CE. A aplicagdo de enemas com SCF pode minimizar o sofrimento de enfermos que

ja convivem com os dissabores da presenca do estoma.
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7. CONCLUSOES

1. A aplicacdo diaria de enemas contendo SCF aumenta o conteudo tecidual de

mucinas 4cidas totais, sulfomucinas e sialomucinas em modelo experimental de CE;

2. A aplicacdo de enemas contendo SCF aumenta o contetido das sialomucinas quando

a dose aplicada foi de 2g/Kg/dia;

3. A irrigagdo do cdlon excluso com enemas contendo SCF preserva o contetudo de

sulfomucinas e sialomucinas com o transcorrer do tempo de intervengao.

44



8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Almeida, M.G; Pereira, J.A; Silva, C.M.G; Cunha, F.L; Marques, L.H.S; Lameiro, T.M.M;
Martinez, C.A.R. Evaluation of topical n-acetylcysteine in diversion colitis. Journal of
Coloproctology, 32: 223-231, 2012.

Banerjee, S; EI-Omar, E; Mowat, A; Ardill, J. E; Park, R. H; Watson, W; Beattie, A. D;
McColl, K. E. Sucralfate suppresses Helicobacter pylori infection and reduces gastric
acid secretion by 50% in patients with duodenal ulcer. Gastroenterology, 110:717-724,
1996.

Bighley, L; Giesing, D. Mechanism of action studies of sucralfate. In: Duodenal ulcer,
gastric ulcer: sucralfate, a new therapeutic concept, ed. Caspary, 1981, p. 3-12.

Caldwell, J.R. Sucralfate in the relief of gastrointestinal symptoms associated with
nonsteroidal anti-inflammatory drugs. South Med J, 78(8):938-940, 1985.

Caltabiano, C; Maximo, F.R; Spadari, A.P; Miranda, D.D.C; Serra, M.M; Ribeiro, M.L;
Martinez C.A.R. 5-aminosalicylic acid (5-ASA) can reduce levels of oxidative DNA
damage in cells of colonic mucosa with and without fecal stream. Dig Dis Sci, 56:1037-
1046, 2011.

Caramella, C; Colombo, P; Conte, U; Zagnoli, G. Pharmaceutical compositions in the
form of stable sucralfate suspensions free of suspending agents. EP Patent 286 978;
1988.

Caramella, C; Conte, U; Colombo, P. Stable sucralfate suspensions free of suspending
agents. Acta Toxicol Ther, XVI:33-39, 1995.

Carling, L; Glise, H; Hallerback, B. Short term treatment of acute prepyloric ulcer (PPU) -
a comparison of Sucralfate and Cimetidine. Gastroenterology, 88(5): 1343-1347, 1985.

Caspary, W.F. Effect of sucralfate on in vitro binding of bile acids and bile acid-induced
changes of  transmural potential differences in healthy  subjects.
Hepatogastroenterology, 27: suppl: 381, 1980.

Castro, M.A; Ferreira, U; Martins, M.H; Stoppiglia, R.M; Netto Junior, N.R. Histological
and histochemical changes of the intestinal mucosa at the urothelial-enteric anastomotic
site. Int Braz J Urol, 32(2):222-227, 2006.

Chaim, F.M; Sato D. T; Rodrigues M. R; Dias, A. M; Pereira, J.A; Martinez, C.A.R;
Evaluation of the application of enemas containing sucralfate in tissue content os neutral

45



and acidis mucins in experimental model of diversion colitis. Acta Cir Bras, 29:544-
52,2014.

Chen, B.W; Hiu, W.M; Lam, S.K; Cho, C.H; Luk, C.T. Effect of sucralfate on gastric
mucosal blood flow in rats. Gut, 30:1544-1551, 1989.

Chen, S.X; Schopfer, P. Hydroxyl radical production in physiological reactions. A novel
function of peroxidase. Eur J Biochem, 260(3):726-35, 1999.

Chen, Y; Zhao, Y.H; Kalaslavadi, T.B. Genome-wide search and identification of a novel
gel-forming mucin MUC19 in glandular tissue. Am J Respir Cell Mol Biol, 30: 155-165,
2004.

Classen, M; Bethge, H; Brunner, G. Effect of sucralfate on peptic ulcer recurrence: a
controlled double-blind multicenter study. Scand J Gastroenterol, 18: suppl 83: 61-68,
1983.

Copeman, M; Matuz, J; Leonard, A.J; Pearson, J.P; Dettmar, P.W; Allen, A. The
gastroduodenal mucus barrier and its role in protection against luminal pepsins: the
effect of 16,16 dimethyl prostaglandin E2, carbopol-polyacrylate, sucralfate and bismuth
subsalicylate. J Gastroenterol Hepatol, 9(1):S55-S59, 1994.

Crampton, J.R; Gibbons, L.C; Rees, W.D. Effects of sucralfate on gastroduodenal
bicarbonate secretion and prostaglandin E2 metabolism. Am J Med, 83:14-18, 1987.

Crampton, J.R; Gibbons, L.C; Rees, W.D. Stimulation of amphibian gastroduodenal
bicarbonate secretion by sucralfate and aluminium: role of local prostaglandin
metabolism. Gut, 29:903-908, 1988.

Cunha, F.L; Silva, C.M.G; Almeida, M.G; Lameiro, T.M.M; Marques, L.H.S; Margarido,
N.F; Martinez, C.A.R. Reduction in oxidative stress levels in the colonic mucosa without
fecal stream after the application of enemas containing aqueous llex paraguariensis
extract. Acta Cir Bras, 26:289-296, 2011.

Danesh, B.J.Z; Duncan, A; Russel, R.I; Mitchell, G. Effect of intragastric pH on mucosal
protective action of sucralfato. Gut, 29, 1379-1385, 1988.

Dehghani, S.M; Malekpour, A; Haghighat, M. Solitaryrectal ulcer syndrome in children:
a literature review. World J Gastroenterol, 18:6541-6545, 2012.

Denton, A.S; Andreyev, H.J.N; Forbes, A; Maher, E.J. Systematic review for non-
surgical interventions for the management of late radiation proctitis. Br J Cancer, 87:
134-143, 2002.

Denton, A.S; Andreyev,H.J.N; Forbes, A; Maher, E.J. Nonsurgical interventions for late
46



radiation proctitis in patients who have received radical radiotherapy to the pelvis.
Cochrane Database Syst Rev, 1: CD003455, 2002.

Deplancke, B; Gaskins, H.R. Microbial modulation ofinnate defense: goblet-cells and
the intestinal mucus layer. Am J Clin Nutr, 73:1131S-41S, 2001.

Devlin, T. Textbook of Biochemistry with clinical correlations.Ed Wiley-Liss, 4th,
1997.

Distler, P; Holt, P.R. Are right and left-sided colon neoplasms distinct tumors? Dig Dis,
15:302-311, 1997.

Elsborg, L; Boysen, K; Bruusgaard, A; Reinicke, V. Sukralfat versus placebo ved ulcus
duodeni. Dan Med Bull,19: 1440-1442, 1984.

Filipe, M.1. Value of histochemical reactions for muco substances in the diagnosis of
certain pathological conditions of the colon and rectum. Gut,10(7):577-586, 1969.

Filipe, M.I; Dawson, |. The diagnostic value of muco substances in rectal biopsies from
patients with ulcerative colitis and Crohn's disease. Gut, 11(3): 229-234, 1970.

Filipe, M.1. 35 sulphur uptake in the mucosa adjacent to carcinoma of the large intestine.
Histochem J, 3(1):27-35, 1971.

Filipe, M.I. The value of a study of the mucosubstances in rectal biopsies from patients
with carcinoma of the rectum and lower sigmoid in the diagnosis of premalignant
mucosa. J Clin Pathol, 25(2):123-128, 1972.

Filipe, M.l. Mucous secretion in rat colonic mucosaduring carcinogenesis induced by
dimethylhydrazine. A morphological and histochemical study. Br J Cancer, 32(1):60-77,
1975.

Filipe, M.I. Mucins in the human gastrointestinal epithelium: a review. Invest Cell
Pathol, 2(3)195-216, 1979.

Finnie, I.A; Dwarakanath, A.S; Taylor, B.A; Rhodes,J.M. Colonic mucins synthesis is
increased by sodium butyrate. Gut, 36:93-99, 1995.

Gaudier, E; Forestier, L; Gouyer, V; Huet, G; Julien, R; Hoebler, C. Butyrate regulation
of glycosylation-related gene expression: evidence for galectin-1 upregulation in human
intestinal epithelial goblet cells. Biochem Biophys Res Commun, 325:1044-1051,
2004.

Gaudier, E; Jarry, A; Blottiere, H.M; de Coppet, P;Buisine, M.P; Aubert, J.P; Laboisse,
C; Cherbut, C; Hoebler, C. Butyrate specifically modulates MUC gene expression in
47



intestinal epithelial goblet cells deprived of glucose. Am J Physiol Gastrointest Liver
Physiol, 287(6):1168-1174, 2004.

Gaudier, E; Hoebler, C. Physiological role of mucins in the colonic barrier integrity.
Gastroenterol Clin Biol, 30(8):965-974, 2006.

Gaudier, E; Rival, M; Buisine, M.P; Robineau, I; Hoebler, C. Butyrate enemas
upregulate Muc genes expression but decrease adherent mucus thickness in mice
colon. Physiol Res, 58(1):111-119, 2009.

Gervaz, P; Bouzourene, H; Cerottini, J.P; Chaubert,P; Benhattar, J; Secic, M. Dukes B
colorectal cancer: distinct genetic categories andclinical outcome based on proximal or
distal tumor location. Dis Colon Rectum, 44:364-372, 2001.

Giesing, D.H; Bighley, L.D; lles, R.L. Effect of food and antacid on binding of sucralfate
to normal and ulcerated gastric and duodenal mucosain rats. J Clin Gastroenterol,3:
suppl 2: 111-116, 1981.

Glebov, O.K; Rodriguez, L.M; Nakahara, K; Jenkins, J; Cliatt, J; Humbyrd, C.J.
Distinguishing right from left colon by the patternof gene expression. Cancer Epidemiol
Biomarkers Prev, 12:755-762, 2003.

Glise, H; Carling, L; Hallerback, B; Kagevi, J; Svedberg, L.E; Wahlby, L. Short term
treatment of acute duodenal ulcer - a comparison ofsucralfate and cimetidine.
Gastroenterology, 88: 1396, 1985.

Glotzer, D.J; Glick, M.E; Goldman, H. Proctitis andcolitis following diversion of fecal
stream. Gastroenterology, 80(3):438-441, 1981.

Gold, D.V; Shochat, D; Miller, F. Protease digestion of colonic mucin. Evidence for the
existence of two immunochemically distinct mucins. J Biol Chem, 256(12):6354-6358,
1981.

Goldman, H; Ming, S.C. Mucins in normal and neoplastic gastrointestinal epithelium.
Histochemical distribution. Arch Pathol, 85:580-586, 1968.

Graham, D.Y; Sackman, J.W; Giesing, D.H; Runser, D.J. In vitro adsorption of bile salts
and aspirin to sucralfate. Dig Dis Sci,29: 402-406, 1984.

Greco, V; Lauro, G; Fabbrini, A; Torsoli, A. Histochemistry of the colonic epithelial
mucins in normal subjects and in patients with ulcerative colitis. A qualitative and
histophotometric investigation. Gut, 8 (5):491-496, 1967.

Gul, Y; Prasannan, S; Jabar, F; Shaker, A; Moissinac, K. Pharmacotherapy for chronic

48



hemorrhagic radiation proctitis. World J Surg, 26: 1499-1502, 2002.
Guslandi, M; Ballarin, E; Cambielli, M; Tittobello,A. Stimulation of mucus output: A
further mode of action of sucralfato. Gastroenterology, 84:1177, 1983.

Guslandi, M. Sucralfate and gastric bicarbonate. Pharmacology, 31: 298-300, 1985.

Guy, C; Ollagnier, M. Sucralfate and bezoars: data from the system of pharmacologic
vigilance and review of the literature. Therapie, 54(1):55-58, 1999.

Habib, N.A; Dawson, P.N; Krausz, T; Blount, M.A; Kersten, D; Wood,C.B. A study of
histochemical changes in mucus from patients with ulcerative colitis, Crohn's disease
and diverticular disease of the colon. Dis Colon Rectum, 29:15-17, 1986.

Habr-Gama, A; Teixeira, M.G; Vieira, M.J.F; Miléu, L.F; Laurino-Neto, R; Pinotti, H.W.
Operacao de Hartmann e suas consequéncias. Rev bras Coloproctol, 17(1): 5-10,
1997.

Hallerback, B; Anker-Hansen, O; Carling, L. Short term treatment of gastric ulcer - a
comparison of sucralfate and cimetidine. Gastroenterology, 88:1411, 1985.

Hanstein, U; Bauer, L. Sucralfate suspension. WO Patent 86/01406; 1986.
http://lwww.patentbuddy.com/Patent/8601406. Acesso em: 12 novembro de 2014.

Hardy, J.G; Hooper, G; Ravelli, G.P; Steed, K.P; Wilding, I.R. A comparison of the
gastric retention of a sucralfate gel and a sucralfate suspension. Eur
JPharmBiopharm, 39:70-74, 1993.

Harrington, S.J; Code, C.F. Protective effects of sucralfate on gastric mucosal barrier.
Gastroenterology, 78: 1179, 1980.

Harrington, S.J; Schlegel, J.F; Code, C.F. The protective effect of sucralfate on the
gastric mucosa of rats. J Clin Gastroenterol, 3: suppl 2: 129-134, 1981.

Hollander, D. Efficacy of sucralfate for duodenal ulcers: a multicenter, double-blind trial.
J Clin Gastroenterol, 3: suppl 2: 153-157, 1981.

Hollander, D; Tarnawski, A; Gergely, H; Zipser, R.D. Sucralfate protection of the gastric
mucosa against ethanol-induced injury: a prostaglandin-mediated process? Scand J
Gastroenterol,19 suppl 10(1): 97-102, 1984.

Hollander, D; Tarnawski, A; Krause, W.J; Gcergeoly,H. Protective effect of sucralfact
against alcohol-induced gastric mucosal injury in rats. Macroscopic, histologic,
ultrastructural, and functional time sequence analysis. Gastroenterology, 88: 366-374,
1985.

49



Hui, W.M; Lam, S.K; Ho, [; Branicki, F.J; Lai, C.L;Lok, A.S; Fok, J. Effect of sucralfate
and cimetidine on duodenal ulcer-associated antral gastritis and Campylobacter pylori.
Am J Med, 86:60-65, 1989.

Hui, W.M; Lam, S.K; Lok, A.S; Lai, C.L. Maintenancetherapy for duodenal ulcer: a
randomized controlled comparison of seven forms of treatment. Am J Med,92:265-274,
1992.

Ishimori, A. History of the development of sucralfate. In: Hollander, D; Tytgat, J.N.J.
Sucralfate, from Basic Science to the Bedside. New York: Plenum Medical Book
Company, 1995:35-45.

Jensen, S. L; Jensen, P.F. Role of sucralfate in peptic disease. Dig Dis Sci, 10:153-
161, 1992.

Jungueira, L.C; Carneiro, J. Histologia Béasica. Guanabara Koogan, Rio de Janeiro, 11
ed., cap.15, p.283-316, 2008.

Keli, E; Bouchoucha, M; Devroede, G; Carnot, F; Ohrant, T; Cugnenc, P.H. Diversion-
related experimental colitis in rats. Dis Colon Rectum, 40:222-228, 1997.

Kissmeyer-Nielsen, P; Christensen, H; Laurberg, S. Diverting colostomy induces
mucosal and muscular atrophy in rat distal colon. Gut, 35(9):1275-1281, 1994.

Kneebone, A; Mameghan, H; Bolin, T. The effect of oral sucralfate on the acute proctitis
associated with prostate radiotherapy: a double-blind, randomized trial. Int J Radiat
Oncol Biol Phys, 51:628-635, 2001.

Kneebone, A; Mameghan, H; Bolin, T; Berry, M; Turner, S; Kearsley, J. Effect of oral
sucralfate on late rectal injury associated with radiotherapy for prostate cancer: a
double-blind, randomized trial. Int J Radiat Oncol Biol Phys,60:1088-1097, 2004.

Kochhar, R; Mehta, S.K; Aggarwal, R; Dhar, A; Patel, F. Sucralfate enema in ulcerative
rectosigmoid lesions. Dis Colon Rectum, 33:49-51, 1990.

Kochhar, R; Patel, F; Dhar, A. Radiation-induced proctosigmoiditis. Prospective,
randomized, double-blind controlled trial of oral sulfasalazine plus rectal steroids versus
rectal sucralfate. Dig Dis Sci, 36:103-107, 1991.

Kochhar, R; Sriram, P.V; Sharma, S.C; Goel, R.C; Patel, F. Natural history of late

radiation proctosigmoiditis treated with topical sucralfate suspension. Dig Dis Sci,
44:973-978, 1999.

50



Konturek, S.J; Kwiecien, N; Obtulowicz, W; Kopp, B;Oleksy, J. Double blind controlled
study on the effect of sucralfate on gastric prostaglandin formation and microbleeding in
normal and aspirin treated man. Gut, 27:1450-1456, 1986.

Konturek, S.J; Radecki, T; Piastucki, I; Brzozowski, T; Drozdowicz, D.
Gastrocytoprotection by colloidal bismuth subcitrate (De-nol) and sucralfate. Role of
endogenous prostaglandins. Gut, 28: 201-205, 1987.

Lam, S. K; Hui, W. M; Lau, W. Y; Branicki, F. J; Lai, C. L; Lok, A. S; Ng, M. M; Fok, P. J;
Poon, G. P. Sucralfate versus cimetidine in duodenal ulcer-factors affecting healing and
relapse. Scand J Gastroenterol, Suppl. 140:61, 1987.

Lam, S. K. Implications of sucralfate-induced ulcerhealing and relapse. Am J Med,
86:122-126, 1989.

Lam, S. K. Treatment of duodenal ulcer with sucralfate. Scand J Gastroenterol,
Suppl.185:22-28, 1991.

Laudanno, O.M; Bedini, O.A; Cesolari, J.A; San Miguel, P. Evidence of anti-oxidant role
of sucralfate in gastric mucosal protection. Ital J Gastroenterol, 22:19-21, 1990.

Leppi, T.J; Spicer, S.S. The histochemistry of mucins in certain primate salivary glands.
Am J Anat, 118(3):833-859, 1966.

Ligumsky, M; Karmeli, F; Rachmilewitz, D. Sucralfate stimulation of gastric PG E
synthesis-possible mechanism to explain its effective cytoprotective properties.
Gastroenterology,86: 1164, 1984.

Margarido, N.F; Nassri, C.G.G; Nassri, A.B; Rotta, C.M; Soares, L.A. Método de limpeza
mecanica anterégrada intra-operatoria de colo excluido. Estudo experimental em ratos.
Rev Col Bras Cir, 30:42, 2003.

Marks, I.N; Wright, J.P; Denyer, M; Garish, J.A.M; Lucke, W. Comparison of sucralfate
and cimetidine in the short-term treatment of chronic peptic ulcers. S Afr Med J, 57:567-
573, 1980.

Marks, I.N; Lucke, W; Wright, J.P; Gridwaak, A.H. Ulcer healing and relapse rates after
initial treatment with cimetidine or sucralfate. J Clin Gastroenterol,3,(2):163-165, 1981.
Marks, I.N. Sucralfate-safety and side effects. Scand J Gastroenterol, 26(185):36-42,
1991.

Marques, L.H.S; Silva C.M.G; Lameiro, T.M.M; Almeida, M.G; Cunha, F.L; Pereira, J.A;
Martinez C.A.R. Avaliacédo dos niveis de peroxidacéolipidica em células da
mucosacoélica apds aplicacdo de enemas com perédxido de hidrogénio: estudo

51



experimental em ratos. Rev bras Coloproctol, 30:272-280, 2010.

Martenson, J.A; Bollinger, J.W; Sloan, J.A. Sucralfate in the prevention of treatment-
induced diarrhea in patients receiving pelvic radiation therapy: a North Central Cancer
Treatment Group phase Il double-blind placebo-controlled trial. J Clin Oncol, 18:1239-
1245, 2000.

Martin, F; Farley, A; Gagnon, M; Benseman, D. Comparison of the healing capacities of
sucralfate and cimetidine in the short-term treatment of duodenal ulcer: A double blind
randomized trial. Gastroenterology, 82(3):401-405, 1982.

Martinez, C.A.R; Waisberg, J; Palma, R.T; Silva, F.Z; Cimerman, G; Goffi, F.S.
Morphometric study of gastric mucosa in dogs submitted to proximal gastricvagotomy,
splenectomy or proximalgastric vagotomy associated with splenectomy. Acta Cir Bras,
17(5):289-298, 2002.

Martinez, C.A.R; Nonose, R; Margarido, N.F; Spadari, A.P.P; Pereira, J.A; Priolli, D.G;
Maximo, F.R. Quantificacdo da expressao de mucinas na mucosa célica de segmentos
providos e desprovidos de transito intestinal. Estudo experimental em ratos. Rev bras
Coloproct, 28(1):47-48, 2008.

Martinez, C.A.R; Bartocci, P.C.M; Carmo, C.V; Pereira, J.A; Miranda, D.D.C; Ribeiro,
M.L. The effects of oxidative DNA damage and mutations in the p53 protein on cells of
the colonic mucosa with and without the fecal stream: an experimental study in rats.
Scand J Gastroenterol,45:714-724, 2010.

Martinez, C.A.R; Nonose, R; Spadari, A.P.P; Maximo,F.R; Priolli, D.G; Pereira, J.A;
Margarido, N.F. Quantification by computerized morphometry of tissue levels of
sulfomucins and sialomucins in diversion colitis inrats. Acta Cir Bras, 25: 231-240,
2010.

Martinez, C.A.R; Ribeiro, M.L; Gambero, A; Miranda,D.D.C; Pereira, J.A; Nadal, S.R.
The importance of oxygen free radicals in the etiopathogenesis of diversion colitis in
rats. Acta Cir Bras, 25:387-395, 2010.

Matsuu-Matsuyama, M; Shichijo, K; Okaichi, K; Ishii, K; Wen, C.Y; Fukuda, E;
Nakayama, T; Nakashima, M; Okumura, Y; Sekine, I. Sucralfate protects intestinal
epithelial cells from rediation-induced apoptosis in rats. J Radiat Res, 47:1-8, 2006.
McCarthy, D.M. Sucralfate. N Engl J Med,325:1017-1025, 1991.

McGraw, B. F; Caldwell, E. G. Sucralfate. Drug Intell Clin Pharm, 15(7-8):578-580,
1981.

McHardy, G.G. A multicenter, double-blind trial of sucralfate and placebo in duodenal

52



ulcer. J Clin Gastroenterol, 3(2): 147-152, 1981.

Mello, R.O; Silva, C.M.G; Fonte, F.P; Silva, D.L.F;Pereira, J.A; Margarido, N.F;
Martinez, C.A.R. Evaluation of the number of gobletcells in the crypts of the colonic
mucosa with and without fecal transit. Rev Col Bras Cir, 39(2):139-145, 2012.

Mendenhall, W.M; McKibben, B.T; Hoppe, B.S; Nichols, R.C; Henderson, R.H;
Mendenhall, N.P. Management of radiation proctitis. Am J ClinOncol, 2013.

Miyake, T; Ariyoshi, J; Suzaki, T; Oishi, M; Sakai,M; Veda, S. Endoscopic evaluation of
the effect of sucralfate therapy and other clinicalparameters of the recurrence rate of
gastric ulcer. Dig Dis Sci,25:1-7, 1980.

Mortensen, P.B; Clausen, M.R. Short-chain fatty acids in the human colon: relation to
gastrointestinal health and disease. Scand J Gastroenterol, Suppl, 216:132-148, 1996.

Nagashima, R; Yoshida, N. Sucralfate, a basic aluminum salt of sucrose sulfate.
Behaviour in gastroduodenal pH. Arzneimittelforschung, 29:1668-1676, 1979.
Nagashima, R. Mechanisms of action of sucralfate. J Clin Gastroenterol, 3:117-127,
1981.

Nagashima, R. Development and characteristics of sucralfate. J Clin Gastroenterol,
3(2):103-110, 1981.

Nagashima, R; Hoshino, E; Hinohara, Y; Sakai, K; laa, S; Nakano, H. Effect of
sucrallfate on ethanol-induced gastric mucosal damage in the rat. Scand J
Gastroenterol,18(83):17-20, 1988.

Nakazawa, S; Nagashima, R; Samloff, I.M. Selective binding of sucralfate to gastric
ulcer in man. Dig Dis Sci,26:297-300, 1981.

Nassri, C.G.G; Margarido, N.F; Nassri, A.B; Rotta, C.M; Soares, L.A. Modelo
experimental de colite por exclusdo. XXIV Forum de Pesquisa do Colégio Brasileiro
de Cirurgides. Rio de Janeiro, Brasil, 2003.

Nassri, C.G.G; Nassri, A.B; Favero, E; Rotta, C,M; Martinez, C.A.R; Margarido, N.F.

Influéncia da irrigacdo de solug¢des nutricionais nocolo excluso de transito intestinal:
estudo experimental em ratos. Rev bras Coloproctol, 28:306-314, 2008.

Nonose, R; Spadari, A.P.P; Priolli, D.G; Maximo, F.R; Pereira, J.A; Martinez, C.A.R.
Tissue quantification of neutral and acid mucins inthe mucosa of the colon with and
without fecal stream in rats. Acta Cir Bras,24: 267-275, 2009.

O’Brien, P.C; Franklin, C.I; Dear, K.B. A phase llldouble-blind randomised study of

53



rectal sucralfate suspension in the prevention of acute radiation proctitis. Radiother
Oncol,45:117-123, 1997.

O’Brien, P.C; Franklin, C.I; Poulsen, M.G. Acute symptoms, not rectally administered
sucralfate, predict for late radiation proctitis: longer term follow-up of a phase lll trial—
Trans-Tasman Radiation Oncology Group. Int J Radiat Oncol Biol Phys, 54:442-449,
2002.

Odeh, M; Oliven, A. Hepatotoxicity related to sucralfate. Hepatol Res, 20(2):255-258,
2001.

Ogata, S; Uehara, H; Chen, A; Itzkowitz, S.H. Mucingene expression in colonic tissues
and cell lines. Cancer Res, 52(21):5971-5978, 1992.

Okabe, S; Takeuchi, K; Kulimi, H; Kanno, M; Kawashimat, M. Effects of an antiulcer
drug. Sucralfate a basic alluminium salt of sulfated disaccharide on experimental gastric
lesions and gastric secretion in rats. Dig Dis Sci, 28:1034-1042, 1983.

Ono, K; Katsuyama, T. Mucosubstance histochemistry of the normal mucosa and
epithelial neoplasms of the large intestine. Acta Pathol Jpn, 35(2): 281-297, 1985.

Pereira, J.A; Rodrigues, M.R; Sato, D.T; Silveira Junior, P.P; Dias, A.M; Martinez,
C.A.R. Evaluation of sucralfate enema in experimental diversion colitis. J Coloproct,
33(4):182-190, 2013.

Petersen, J.M; Caride, V.J; Prokop, E.K; Troncale, F.J; McCallum, R.W. Sucralfate
delays gastric emptying of liquids and solids in duodenal ulcer patients. Int J Rad Appl
Instrum B, 16(4):389-395, 1989.

Phan, J; Swanson, D.A; Levy, L.B; Kudchadker, R.J; Bruno, T.L; Frank, S.J. Late rectal
complications after prostate brachytherapy for localized prostate cancer. Cancer,
115(9):1827-1839, 2009.

Phillips, T.E; Wilson, J. Morphometric analysis of mucous granule depletion and
replenishment in rat colon. Dig Dis Sci, 38(12): 2299-2304, 1993.

Pletz, M.W; Preechachatchaval, V; Bulitta, J; Allewelt, M; Burkhardt, O; Lode, H. ABT-
773: Pharmacokinetics and Interactions with Ranitidine and Sucralfate. Antimicrob
Agents Chemother,47(3):1129-1131, 2003.

Porchet, N; Buisine, M.P; Desseyn, J.L; Moniaux, N;Nollet, S; Degand, P; Pigny, P; Van

Seuningen, [; Laine, A; Aubert, JP. MUC genes: a superfamily of genes? Towards a
functional classification of human apomucins. J Soc Biol, 193(1): 85-99, 1999.

54



Pravda, J. Radical induction theory of ulcerative colitis. World J Gastroenterol,
11:2371-2384, 2005.

Rees, W.D; mechanisms of gastroduodenal protection by sucralfate. Am J Med,
91(2A):58S-63S,1991.

Robertson, J. A; Salusky, 1.B; Goodman, W.G; Norris, K.C; Coburn, J.W. Sucralfate,
intestinal aluminum absorption, and aluminium toxicity in a patient on dialysis. Ann
Intern Med,111:179-181, 1989.

Roediger, W.E. Anaerobic bacteria, the colon and colitis. Aust N Z J Surg, 50(1): 73-75,
1980.

Roediger, W.E. Utilization of nutrients by isolatedepithelial cells of the rat colon.
Gastroenterology, 83(2):424-429, 1982.

Roediger, W.E; Rae, D.A. Trophic effect of short chain fatty acids on mucosal handling
of ions by the defunctioned colon. Br J Surg, 69(1):23-25, 1982.

Roediger, W.E; Nance, S. Metabolic induction of experimental ulcerative colitis by
inhibition of fatty acid oxidation. Br J Exp Pathol, 67(6):773-782, 1986.

Roediger, W.E. The starved colon - diminished mucosal nutrition, diminished absorption,
and colitis. Dis Colon Rectum, 33(10):858-862, 1990.

Rubio, C.A; Rivera, F. Quantification of acid mucins in the descending colon of rats
having simultaneously growing colonic tumors. APMIS,99(11):993-996, 1991.

Rubio, C.A; Huang, C.B. Quantification of the sulphomucin-producing cell population of
the colonic mucosa during protracted stress in rats. In Vivo, 6(1):81-84, 1992.

Sakata, T; von-Engelhardt, W. Luminal mucin in the large intestine of mice, rats and
guinea pigs. Cell Tissue Res, 219(3):629-635, 1981.

Samloff, I.M. Inhibition of peptic aggression by sucralfate. The view from the ulcer crater.
Scand J Gastroenterol, 18(83):7-11, 1983.

Samiloff, 1.M; O'Dell, C. Inhibition of peptic activity by sucralfate. Am J Med,79(2):15-18,
1985.

Sanguineti, G; Franzone, P. Marcenaro, M; Foppiano,F; Vitale, V. Sucralfate versus
mesalazine versus hydrocortisone in the prevention of acute radiation proctitis during
conformal radiotherapy for prostate carcinoma: a randomized study. Strahlentherapie
und Onkologie, 179(7):464-470, 2003.

55



Santarelli, L; Gabrielli, M; Candelli, M; Cremonini, F; Nista, E. C; Cammarota, G;

Gasbarrini, G; Gasbarrini, A. Post-cholecystectomy alkaline reactive gastritis: a

randomized trial comparing sucralfate versus rabeprazole or no treatment. Eur J
Gastroenterol Hepatol,15:975-979, 2003.

Scheiman, J.M; Kraus, E.R; Yoshimura, K; Boland, C.R. Effect of sucralfate on
components of mucosal barrier produced by cultured canine epithelial cells in vitro. Dig
Dis Sci, 37:1853-1859, 1992.

Shea-Donohue, T; Steel, L; Montcalm, E; Dubois, A. Gastric protection by sucralfate.
Role of mucus and prostaglandins. Gastroenterology, 91: 660-666, 1986.

Sheahan, D.G; Jervis, H.R. Comparative histochemistry of gastrointestinal
mucosubstances. Am J Anat, 146(2):103-131,1976.

Shimizu, M; Ishii, A; Imai, T. Experimental studieson antiulcerous activity of basic
sucrose sulfate ICG-A6JI: I. Assessment of CG-A6J for antiulcerous, antacid, and anti-
pepsin activities in pylorus-ligated rats and effect of CG-A6J on blood coagulability in
rabbit. Kiso-to-Rinsho (Clin Rep),2: 374-384, 1968.

Slomiany, B.L; Hurty, V.L.N; Laszewicz, W; Piasek, A; Slomiany, A. Effect of sucralfate
on the viscosity and retardation of hydrogen ion diffusion by gastric mucus.
Gastroenterology, 88: 1591, 1985.

Slomiany, B.L; Takagi, A; Laszewicz, W; Slomiany, A. In vitro inhibition of peptic
degradation of gastric mucus by sucralfate [Abstract]. Gastroenterology, 88: 1590,
1985.

Slomiany, B.L; Piotrowski, J; Okazaki, K; Grzelinska, E; Slomiany, A. Nature of the
enhancement of the protective qualities of gastric mucus by sucralfate. Digestion,
44:222-231, 1989.

Slomiany, B.L; Murty, V.L; Piotrowski, E; Morita, M; Piotrowski, J; Slomiany, A.
Activation of arachidonoyl phospholipase A2 in prostaglandin-mediated action of
sucralfate. Gen Pharmacol, 25:261-266, 1994.

Sousa, M.V; Priolli, D.G; Portes, A.V; Cardinalli, I.A; Pereira, J.A; Martinez, C.A.R.
Evaluation by computerized morphometry of histopathological alterations of the colon
wall in segments with and without intestinal transit in rats. Acta Cir Bras, 23:417-424,
2008.

Spicer, S.S; Leppi, T.J; Stoward, P.J. Suggestions for a histochemical terminology of
carbohydrate-rich tissue components. J Histochem Cytochem, 13(7):599-603, 1965.
Stein, G.E. Drug interaction with fluoroquinolones. Am J Med,6A: 81-86, 1991.

56



Steiner, K; Buhring, K.K; Faro, H.P; Garbe, A; Nowak, H. Sucralfate: pharmacokinetics,
metabolism and selective binding to experimental gastric and duodenal ulcers in
animals. Drug Res, 32: 512-518, 1982.

Sweetman, S.C. Martindale-The complete drug reference. 36th, Pharmaceutical
Press, 2009.

Tamai, O; Miyazato, H; Shiraishi, M; Kusano, T; Muto Y. Morphologic and mucin
histochemical analysis of transitional zones in advanced ulcerated colorectal
carcinomas: potential prognostic indicators. J Surg Oncol, 67(2):85-89, 1998.

Tarnawski, A; Hollander, D; Krause, W.J; Zipser, R.D; Stachura, J; Gergely, H. Does
sucralfate affect the normal gastric mucosa? Histologic, ultrastructural, and functional
assessment in the rat. Gastroenterology, 90:893-905, 1986.

Tesler, M.A; Lim, E.S. Protection of gastric mucosaby sucralfate from aspirin-induced
erosions. J Clin Gastroenterol,3(2)175-179, 1981.

Trauner, M; Grygar, S; Stauber, R.E; Brodatsch-Hausler, E; Klimpfinger, M.
Carcinoembryonic antigen, cytokeratin expression and mucin composition in
hyperplastic and neoplastic polyps of the colorectum. Z Gastroenterol, 32(11): 626-631,
1994.

Tsuiji, H; Hayashi, M; Wynn, D.M; Irimura, T. Expression of mucin-associated sulfo-Lea
carbohydrate epitopes on human colon carcinoma cells. Jpn J Cancer Res,
89(12):1267-1275, 1998.

Tytgat, K.M; Bovelander, F.J; Opdam, F.J; Einerhand, A.W; Buller, H.A; Dekker, J.
Biosynthesis of rat MUC2 in colon and its analogy with human MUC2. Biochem J,
309:221-229, 1995.

Tytgat, K.M; Opdam, F.J; Dekker, J. MUC2 is the prominent colonic mucin expressed in
ulcerative colitis. Gut, 38(4):554-563, 1996.

Uchida, K; Kado, S; Ando, M; Nagata, Y; Takagi, A; Onoue, M. A mucinous
histochemical study on malignancy of aberrant cryptfoci (ACF) in rat colon. J Vet Med
Sci, 63(2):145-149, 2001.

Vaira, P; Corbelli, G; Brunetti, G. Gastric retention of sucralfate gel and suspension in
upper gastrointestinal diseases. Aliment Pharmacol Ther, 7:531-535, 1993.

Villanacci, V; Talbot, I.C; Rossi, E; Bassotti, G. Ischaemia: a pathogenetic clue in
diversion colitis? Colorectal Dis, 9(7):601-605, 2007.

57



Volkin, D.B; Verticelli, A.M; Marfia, K.E; Burke, C.J; Mach, H; Middaugh, C.R. Sucralfate
and soluble sucrose octasulfate bind and stabilize acidic fibroblast growth factor.
BiochimBiophys Acta,1203:18-26, 1993.

Wada, K; Kamisaki, Y; Kitano, M; Kishimoto, Y; Nakamoto, K; Itoh, T. Effects of
sucralfate on acute gastric mucosal injury and gastric ulcer induced by ischemia-
reperfusion in rats. Pharmacology, 54:57-63, 1997.

Williams, S.J; Munster, D.J; Quin, R.J; Gotley, D.C; McGuckin, M.A. The MUC3 gene
encodes a transmembrane mucin and is alternativelyspliced. Biochem Biophys Res
Commun, 261(1):83-89, 1999.

Wong, J.M; Souza, R; Kendall, C.W. Colonic health: fermentation and short chain fatty
acids. J Clin Gastroenterol, 40:235-243, 2006.

Wright, J.P; Winter, T.A; Candy, S; Marks, |.S. Sucralfate and methylprednisolone
enemas in active ulcerative colitis: a prospective,single-blind study. Dig Dis Sci,
44:1899-1901, 1999.

Wu, W.C; Semble E.L; Castell, D.O. Sucralfate therapy of nonsteroidal anti-inflammatory
drug induced gastritis. Gastroenterology, 88: 1636, 1985.

Yoshida, N; Terao, N; Nagashima, R. Sucralfate, a basic aluminum salt of sucrose
sulfate. IV. Interaction with enzyme pepsin. Arzneim-Forsch, 30:79-80. 1980.

58



9. ANEXO I: Bula do sucralfato

| Cada comprimido mastigdvel de Sucrafilm® contém:
| sucralfato. :

PARA EVITAR O USO IMPROPRIO DO MEDICA JEI‘JTO, El+’\ ESTA BULA COM ATENCAO

f
®
Sucrafilm
: sucralfato
FORMAS FARMACEUTICAS E APRESENTAGOES:

Sucrafilm® comprimidos mastigaveis 1 g: embalagem contendo 30 comprimidos.
Sucrafilm® suspensao oral 2g (200 mg/ml): embalagem contendo 20 flaconetes com 10 mi.

USO ORAL

| USO ADULTO E PEDIATRICO

COMPOSICAO

excipiente” .q.s.p .

"talco, aspartamo, lactose monoidratada, sorbitol, 6leo vegetal hidrogenado, esséncia de hortela, dioxido de
| silicio, estearato de magnésio. !

. Cada flaconete de 10 mil de Sucrafilm® suspensio oral (200 mg/ml) contém:

sucralfato

veiculo®* g.s.p. 10 ml

*sorbitol, clorexidina digluconato, simeticona, glicerol, citrato de sédio di-hidratade, hidréxido de sédio, esséncia i

de hortela, sacarina sodica, dgua purificada.

| INFORMAGOES AQ PACIENTE

| Acdo esperada do medicamento

| Sucrafilm® é um medicamento indicado para o tratamento da Glcera duodenal, dlcera gastrica, gastrite aguda |

ou crénica, azia ou acidez. Sucrafilm® tem efeito citoprotetor devido a sua caracteristica polianidnica.

O sucralfato liga-se as proteinas de cargas positivas através da formacao de um gel que adere a mucosa |

| gastrica e duodenal, proporcionando uma prote¢ao uniforme contra o ataque acido, a pepsina e os sais biliares.

| Cuidados de conservagao
i Manter & temperatura ambiente (16°C a 30°C). Proteger da luz e manter em lugar seco.

Prazo de validade

- O numero do lote e as datas de fabricagdo e validade estao impressas no cartucho do medicamento.

N&o use o medicamento com o prazo de validade vencido. Antes de usar observe o aspecto do medicamento.

| Gravidez e lactacdo
| Informe seu médico a ocorréncia de gravidez na vigéncia do tratamento ou apés seu término.
| Informar ao médico se estda amamentando.

| Cuidados de administracdo
. Siga a orientacéo do seu médico, respeitando sempre os horarios, as doses e a duragio do tratamento.

| Agite bem antes de usar Sucrafilm® suspenséo oral.

| Comprimido mastigavel de Sucrafilm® contém aspartame.

i Atengéo fenilcetondricos: contém fenilalanina.

Interrupgao do tratamento
N&o interromper o tratamento sem o conhecimento do seu médico.

Reacgdes adversas
Informe seu médico o aparecimento de reagdes desagradéveis.

TODO MEDICAMENTO DEVE SER MANTIDO FORA DO ALCANCE DAS CRIANGAS

Contraindicagdes e precaugdes

Informe seu médico sobre qualquer medicacao que esteja utilizando antes do inicio ou durante o tratamento.
| NAO USE MEDICAMENTO SEM CONHECIMENTO DO SEU MEDICO. PODE SER PERIGOSO PARA A SAUDE.

.29
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| INFORMACOES TECNICAS

| CARACTERISTICAS

. O complexo sucralfato formado pelo octossulfato de sacarose e hidréxido de polialuminio tem-uma unidade
| primaria que pode ser representada como C1gHg011[SO3-AL2(OH)¥s]g.nHL0. E portanto, o sal-de hidréxido de
i aluminio e da sacarose sulfatada.

| Quando.o pH esta abaixo de 4, ha substancial polimerizagéo e ligagéo cruzada de sucralifato para formar um |~

gel pegajoso, viscoso, branco-amarelado. A reagdo continuada com o 4cido gradualmente consome Al2{OH) %

' até que algumas fragGes de octossulfato de sacarose estejam totalmente livies de Als. Muito embora o pH no |

- duodeno seja muito acima de 4, o gel mantém suas propriedades viscosas e demulcentes.

| A agado terapéutica do sucralfato é exclusivamente local. Isto decorre da natureza polianidnica de sua molécula,

i formando complexos com as proteinas de carga positiva, presente em altas concentracdes nas lesdes
| mucosas. A adesividade viscosa deste compleéxo no pH acido propicia uma barreira protétora sobre a leséo
ulcerosa, proporcionando prote¢do uniforme s mucosas gastrica e duodenal, contra penetragdo e agédo do

atividade antiacida.

FARMACOLOGIA

A camada de muco que reveste a mucosa géstrica e duodenal, tamponada pelo bicarbonato secretado nesta
camada pelas células epiteliais subjacentes, fornece a defesa citoprotetora primaria contra a digestao péptica
induzida por 4cido. A camada de muco retarda a difusdo para dentro tanto de H* quanto de proteinas
grandes, excluindo efetivamente a pepsina e protegendo contra a eroséo acida. A erosio da mucosa e a
ulceragao caracteristica de doengas pépticas resultam da hidrolise mediada por pepsina das proteinas da mucosa.
A observagédo de que os polissacarideos sulfatados inibem a hidrélise de proteinas mediadas por pepsina foi
o ponto-chave para o desenvolvimento de agentes citoprotetores que mimetizariam este efeito. Outros estudos
demonstraram que a magnitude da sulfatacdo, e ndo o peso molecular do polimero de polissacaridio, era
critica. Observou-se que o octossulfato de sacarose inibia a hidrélise péptica in vitro. A reacéo do octossulfato

em estudos duplo-cegos promover a cicatrizago de (lceras avaliadas endoscopicamente. O sucralfato atua
revestindo a-superficie da ulcera, ligando-se as moléculas protéicas positivamente carregadas expostas na
base da dlcera. O sucralfato também liga sais biliares, que estao comprometidos com a patogenia de Glceras
gastricas, proporcionando assim um outro meio pelo qual o sucralfato teria utilidade terapéutica. O sucralfato

e a produgao de prostaglandina PgEp e Pglz que protegem as células profundas da mucosa da lesdo necrética
experimental, e alguns estudos sugerem que a deficiéncia na producao de prostaglandinas pode contribuir

gastrico

MECANISMO DE ACAO

O sucralfato adere as células epiteliais e muito fortemente & base das crateras das Ulceras, tornando dificil
lavar o gel da cratera, Em seres humanos, o gel continua a aderir ao epitélio ulcerado por mais de 6 horas.
Ele adere mais as dlceras duodenais do que as gastricas. Acredita-se que essa ligagdo as crateras das
Ulceras € a principal agédo terapéutica do sucralfato. Os antidcidos e os alimentos ndo parecem afetar a

uma camada citoprotetora,

Farmacocinética

O sucralfato é pouco absorvido no trato gastrintestinal (3% a 5%) apés a sua administragdo oral, nao
havendo relatos de efeitos sistémicos. Entretanto, pode ocorrer alguma liberagdo de ions de aluminio e sulfato de
sacarose. O sulfato de sacarose pode ser absorvido e excretado, principalmente pela urina. Alguns ions de
aluminio podem também ser absorvidos.

A atividade da pepsina no suco gastrico é reduzida em 32% nos pacientes que recebem sucralfato ao mesmo
tempo que absorve sais biliares em nivel duodenal. H4 indicios de que sua agdo protetora da mucosa géstrica
deva-se também ao aumento da concentragdo da prostaglandina muco protetora (PgE32).

Uso clinico

O sucralfato (1 g, uma hora antes de cada refeigdo e ao deitar, por 4 a 8 semanas) promove a cicatrizagao
de ulceras gastricas e duodenais tdo eficazmente quanto os antagonistas dos receptores H2. Como terapia
de manutengao, o sucralfato parece ser mais eficaz na ulcera duodenal do que na gastrica.

Sucrafilm® 1 flaconete de 2 g ou 2 comprimidos mastigaveis de 1 g, uma hora antes das principais refeigdes
e ao deitar, promove citoprotegdo da mucosa gastrica e duodenal contra hiperacidez.

O sucralfato (1 g, duas vezes ao dia) foi aprovado nos EUA para terapia de manutengdo de tlcera duodenal.
O sucralfato também pode ser usado para evitar a formagéo de llceras de estresse. As taxas de cicatrizagao

4cido gdstrico, pepsina e bile. O sucralfato também inibe diretamente a atividade da pepsina e absorve os :
sais biliares. Nao altera o periodo de esvaziamento gastrico, nem a fungao digestiva normal pela sua minima |

de sacarose com Al(OH)3; forma uma substancia viscosa, o sucralfato, que € um complexo de hidréxido de !
aluminio e sacarose sulfatada, insoluvel em dgua e tem uma fraca agao tamponadora. O sucralfato mostrou

nao apresenta aderéncia tao boa a mucosa normal. Estudos in vitro indicam que o sucralfato pode inibir a
agao da pepsina e impedir a difusdo dos ions de hidrogénio. Também estimula a secre¢do de muco e bicarbonato

para a formagac de dlcera. A PgEp e a Pglp também possuem um efeito inibitério sobre a secregdo de acido |

integridade do gel aderente. As proteinas nos alimentos sio adsorvidas pela sua superficie, portanto, adicionam |
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e o periodo de tempo necessério para se obter o alivio da dor com sucralfato em geral sdo melhores que com
os antagonistas dos receptores Ha. Como a preparagio é ativada por 4cido, o sucraliato é mais eficaz quando
administrado antes das refeigdes. Pela mesma légica, o sucralfato ndc deve ser administrado nos 30 minutos
seguintes & administracdo de antiacidos.

INDICACOES . .
Sucrafilm® ¢ indicado no tratamento da ulcera duodenal, ulcera gastrica e gastrite cronica.

Sucrafilm® tem efeito citoprotetor devido & sua caracteristica pelianiénica. O sucralfato liga-se as proteinas .

de cargas positivas através da formagao de um gel que adere & mucosa géstrica e duodenal, proporcionando
uma protecdoe uniforme contra o ataque dcido, a pepsina e os sais biliares.

| CONTRAINDICACOES

Sucrafilm® é contraindicado para os casos de pacientes que apresentam hipersensibilidade ac sucralfato e |

aos demais componentes da formulagéo.

PRECAUGOES / ADVERTENCIAS

A dlcera péptica é uma doenga crdnica recorrente. Nao se deve esperar que 0 sucesso numa série de tratamento
com-sucralfato altere a frequéncia ou a severidade da doenca, apés a cicatrizacio.

Apés a administragio de sucralfato (via oral), pequena quantidade de aluminio é absorvida pelo trato gastrintestinal.
Administragdo concomitante com outros produtos que contenham aluminio (por exemplo antiacidos) pode
aumentar o nivel de aluminio no organismo. Em pacientes com fungéo renal normal recebendo estes agentes
concomitantes, o aluminio é excretado pela urina. No entanto, acs pacientes com disfungdo renal e nos que
fazem dialise, apresentam deficiéncia de excre¢do do aluminio, podendo ocorrer um acamulo e intoxicacdo
por aluminio (osteodistrofia aluminica, osteomaldcia, encefalopatia).

Comprimido mastigavel de Sucrafilm® contém aspartame.
- Atencao fenilcetondricos: contém fenilalanina.

Gravidez e lactagao

Este medicamento nao deve ser utilizado por mulheres gravidas sem orientagéo médica.

O sucralfato & minimamente absorvido, portanto, ndo é esperado que seja excretado no leite materno,
Entretanto, ndo existem estudos sobre a excrecgéo do sucralfato no leite materno.

INTERAGOES MEDICAMENTOSAS

Os estudos laboratoriais indicam que o sucralfato consegue adsorver e, portanto, reduzir a biodisponibilidade
de varios farmacos, incluindo a tetraciclina, sulpirida, fenitoina, cimetidina, ranitidina, cetoconazol,
ciprofloxacino, norfloxacino, ofloxacino e fluorquinolonas em estudos animais, e com digoxina e teofilina em
estudos com seres humanos. As interages podem ser minimizadas pela administragéo de outras medicagdes
duas horas antes da administracdo de sucralfato.

O sucralfato pode prejudicar & absorgdo de varfarina, por isso deve-se ter cautela com a administragao
concomitante.

O sucralfato pode reduzir os efeitos dos anticocagulantes orais.

REACOES ADVERSAS/COLATERAIS E ALTERAGOES DE EXAMES LABORATORIAIS

Em experiéncias clinicas, as reacdes adversas ao sucralfato foram minimas e raramente levaram a interrupgao
da droga. Em estudos envolvendo mais de 2.500 pacientes tratados com sucralfato, foram relatados efeitos
adversos em 4.7 %, sendo o mais comum a constipagédo intestinal (2,2%).

Efeitos colaterais

A incidéncia e a gravidade dos efeitos colaterais do sucralfato sdo muito baixas. Apenas a constipa¢io devida
ao AIP* (em 2% dos casos) e uma sensagao de boca seca (< 1%) parecem significativas, Ocasionalmente,
entretanto, pacientes se queixam de desconforto abdominal. Os efeitos no metabolismo de fosfato e no AI%*
plasmatico sao similares aos ja descritos para o Al(OH)3.

POSOLOGIA
Adultos

Antiulceroso

A dose oral recomendada é de:

Comprimido mastigdvel: 1 comprimido mastigéavel de 1g quatro vezes ao dia ou 2 comprimidos mastigéveis
de 1g duas vezes ao dia, (necessdrio com o estémago vazio), uma hora antes ou duas horas apds as
refeigdes e ao deitar.

Flaconete: 1 flaconete duas vezes ao dia, com o estdmago vazio, uma hora antes ou duas horas apés as
refeigdo e ao deitar.

Citoprotetor da mucosa géstrica

A dose oral recomendada é de 1 flaconete de 2 g ou 2 comprimidos mastigaveis de 1g uma hora antes das
principais refeicbes e ao deitar, para promover a citoprotecdo da mucosa gastrica e duodenal conira

hiperacidez.
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- mg a noite, por nove meses, tem sido efetivas na prevengéo da recorréncia da dlcera.

Terapia de manutengao i
A dose recomendada para manutengao é de 1 g duas vezes ao dia. Doses de 250 mg trés vezes ao dia e 500

i Instrugdes de uso |
| Antigcidos podem ser prescritos nos primeiros dias de tratamento, conforme necessario, para alfvio da dor, |

. porém ndc devem ser tomados dentro de meia hora antes ou apds o sucralfato.
| Embora a cicatrizagdo com o sucralfato possa ocorrer na primeira ou segunda semana, o tratamentc deve ser

continuado por pele menos 6 semanas, a ndo ser que a cicatrizagdo tenha sido demonstrada por raio X ou :
exame endoscépico. Nos casos resistentes podem ser necessarias até 12 semanas. |

. Insuficiéncia renal .
| Nao é necessdrio ajuste de dosagem na insuficiéncia renal, uma vez que o sucralfato nao é significativamente :

absorvido. No entanto, a absorcéo de aluminio tem sido reportada em pacientes com uremia. Em pacientes.com |
excrecao prejudicada o risco de acimulo de aluminio e toxicidade sdo aumentados. Portanto, o sucralfato deve
ser usado com precaugdo em pacientes com insuficiéncia renal crénica. !
Ajuste de dosagem durante didlise: o ajuste de dosagem néo é necessario durante a dialise, desde que a
agéo do sucralfato ndo dependa de niveis sistémicos do farmaco. Absorgédo tem sido relatada em pacientes com

;.uremia. O.aluminio & ligado a proteina plasmatica e..a .transferrina plasmaética, portantc. ndo. atravessa.

prontamente a membrana de didlise. Caso a excregdo do aluminio absorvido seja prejudicada em pacientes
submetidos a didlise, o risco de acumulo de aluminio e toxicidade aumentam. Portanto, o uso de sucralfato em |
pacientes dialisados requer cuidados.

Insuficiéncia hepética
Nao & necessdrio ajuste de doses, uma vez que o sucralfato nio & significativamente absorvido.

Pacientes geriatricos
Nao é necessario o ajuste de doses para pacientes idosos.

Criangas

Dosagem pedidtrica )

Em triagens clinicas o sucralfato tem sido usado no tratamento de dlceras duodenais crénicas e esofagites de
refluxo. A dose para tratamento de esofagite ¢ 0,5 g quatro vezes ao dia para pacientes com menos de 6 |
anos, e 1 g quatro vezes ao dia para pacientes com mais de 6 anos, Para o tratamento de ulcera duodenal a
dosagem é de 1 g quatro vezes ao dia para criangas de todas as idades. Pesquisadores informam que ajustes
de dosagem para idade ou peso nao sao necessarias porque o sucralfato nido é significativamente absorvido.

Terapia de manutengéao
A dose de manutengao é de 1 g uma vez por noite, que deve ser administrada as criangas com idade entre 1 e

10 anos para o tratamento de uicera duodenal cronica.

SUPERDOSAGEM
Q risco associado a superdosagem do medicamento é minimo. O tratamento deve ser sintomatico.

PACIENTES IDOSOS
Nao é necessario o ajuste de doses para pacientes idosos.

VENDA SOB PRESCRICAO MEDICA

Reg. M.S. n°: 1.3569.0617
Farm. Resp.: Dr. Adriano Pinheiro Coelho
CRF-SP n® 22,883

Registrado por: EMS Sigma Pharma Ltda.
Rod. Jornalista F. A. Proenga, km 08
Bairro Chdcara Assay
Hortolandia/SP — CEP 13186-901
CNPJ: 00.923.140/0001-31
INDUSTRIA BRASILEIRA

@ 0800-101222 @ sigma pharma

Fabricado por: EMS S/A.

Hortolandia/SP

BU-485 / LAETUS-292
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10. ANEXO II: Carta de aprovacgdo do comité de ética

¢)

UNIVERSIDADE

Comité de Etica em Pesquisa — CEP SAQ FRANCISCO

Braganca Paulista, 22 de Novembro 2007

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Projeto de PesquisaAvaliacio des comelegSo entre sc steragbes  hisloldgicas,
histoquimicas, exprassao teckiusl da proteina p53 & o dano oxidativo do DNA nas céiulas da
mucosa colica de ratos submetidos a colite de exclusdo™.

Autore{es) Dr Cados Augusto Real Marlinez:Dr Marcelo Lima Ribeiro: Ms. Denise G Prioll;
Mo.Carlos Alves Fontos do Sswaa; Ms, Juss Airss Persira,
Instituigio. Universidade S&0 Franciscoe

Prusando{s )x) Pesquizedora)s),

O Comité de Efica em Pesquisa - CEP, da Universidade S30 Francisco, em reunido
ordinara reglizada no dia 22 de Novembro do 2007, analisou o projelo de pesquisa
supracitado, sob a responsabilidade de Vossa Senhoria.

Este Comild, acatande o parecer do relator indicado, apresenta-he o seguinte
reaultado:

Parecer: Aprovado

Atenciosameénte,

L

cmcomaeuaemmln
Universidade S80 Francisco

CAMPMUS DE DRAGANCA PAULISTA.  Av. 550 Francisoo de Assds, 210 - CEP 12916900 Fone (11) 0530000 - MaX (11] 40541839
CAMPUS DE CAMIMNAS Sus Wdomar Ctaar de Sivara, 109 - Curs (YA C1F 13045370 (19] 37703300
CAMIUS DE ITATIBA Rue Mlexandie Rk ggims fabons, 43 - CEP 13351300 Fooe 0111 4334.6000 - FAX 111) 43261933
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